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RESUMO

A Depresséao é um transtorno afetivo caracterizado por sentimento de tristeza, indiferenca e
desanimo, sendo uma das desordens psiquiatricas mais comuns que afeta a populagdo em
algum momento da vida e atinge 322 milhdes de pessoas no mundo (OMS, 2018). A
Liraglutida (LIRA) é um farmaco utilizado para tratar diabetes melitus e tem demonstrado
acao neuroprotetora e indutora da neurogénese. O presente estudo foi proposto para
avaliar os efeitos comportamentais, metabdlicos e neuroquimicos da administracao
repetida da LIRA, um agonista de GLP-1, em modelo de depresséo induzida por estresse
crénico imprevisivel (ECI) que pode produzir efeito similar a depresséo clinica. Foram
utilizados camundongos Swiss fémeas (25-30g) submetidos a 21 dias de ECI, sendo
adicionado LIRA (120 ou 240 pg/Kg, via subcutanea) ou Fluoxetina (10 mg/Kg, via oral) do
15° ao 21° dias de tratamento. No 22° dia os animais foram submetidos aos testes
comportamentais de nado forcado, splash teste, campo aberto, labirinto em cruz elevada,
reconhecimento do objeto novo, esquiva passiva, labirinto em Y. Apds os testes, 0s
camundongos foram eutanasiados e dissecadas as adrenais e areas do cortex pré-frontal
(CF) hipocampo (HC) para realizacdo da avaliacdo de alteragcbes metabdlicas (peso das
adrenais, peso dos animais e glicemia) e neuroquimicas (estresse oxidativo, Fator
Neurotréfico Derivado do Cérebro-BDNF, niveis de corticosterona, histologia do cortex
adrenal, proteina acida fibrilar glial-GFAP, Golgi-Cox, sinaptossomas e receptor de
glicocorticoides). Os resultados comportamentais demonstraram que o ECI diminuiu o
percentual de entrada nos bracos abertos no teste de labirinto de cruz elevada e aumentou
o tempo de imobilidade no nado for¢cado. Estes efeitos foram revertidos pela LIRA, na
maior dose. Com relacéo aos resultados de metabolismo foi observado que os animais ECI
apresentaram uma reducdo do ganho de peso em 50% em relagcdo ao grupo controle,
sendo revertido pelas duas doses de L,IRA. Quanto ao estudo do estresse oxidativo foi
observado uma diminui¢cdo dos niveis de GSH somente no HC, contudo a LIRA ou FXT
nao foram capazes de reverté-lo. Uma diminuicdo nas concentragcdes do BDNF foi
observada no HC, sendo esse efeito revertido pela LIRA. Um aumento na atividade de
GFAP foi observado nas trés areas hipocampais avaliadas (CA1, CA3 e giro denteado).
Entretanto nenhum efeito foi observado ap6s a administracdo da LIRA ou FXT nos niveis
de GFAP. Os animais do ECI apresentaram uma reducdo da densidade sinaptica e no
namero de receptores de glicocorticoides ndo sendo revertido pelo tratamento com LIRA.
Em conclusdo, os nossos resultados mostraram que os animais submetidos ao ECI
apresentaram comportamentos tipo ansiogénicos e depressivos. Sendo esses efeitos
revertido pela LIRA. A camada cortical da adrenal revelou hipertrofia que foi revertida pela
LIRA na maior dose. Embora tenha existido uma relacdo entre estudo comportamental,
aumento do estresse oxidativo e diminuicdo dos niveis de BDNF nos animais ECI, essa
relacdo nédo foi diretamente proporcional ao estresse oxidativo nos animais submetidos ao
tratamento com LIRA. O modelo de ECI aumentou a expressdo de GFAP e a densidade
dos espinhos dendriticos hipocampais e aumentou a intensidade de receptores de
glicocorticoides.

Palavras-chave: depressao; estresse cronico imprevisivel; Liraglutida, circuitos neuronais.



ABSTRACT
Metabolic behavioral effects and neuronal circuitry of GLP-1 agonist liraglutide in the
unpredictable chronic stress induced depression model

Depression is an affective disorder characterized by feelings of sadness, indifference and
discouragement, being one of the most common psychiatric disorders that affects the
population at some point in life and affects 322 million people in the world. Liraglutide
(LIRA) is a drug used to treat diabetes mellitus and has demonstrated neuroprotective
action and induction of neurogenesis. The present study was proposed to evaluate the
behavioral, metabolic and neurochemical effects of repeated administration of LIRA, a GLP-
1 agonist, in an unpredictable chronic stress-induced depression (ECI) model that may
produce an effect similar to clinical depression. Female Swiss mice (25-30g) submitted to
21 days of ECI were used, being added either LIRA (120 or 240 pg / kg subcutaneously) or
FXT (10 mg / kg orally) from the 15th to 21st days of treatment. On the 22nd day the
animals were submitted to forced swim test, splash test, open field, elevated maze, new
object recognition, passive avoidance, Y-maze, behavioral tests. After the tests, the mice
were euthanized and the adrenal and areas of the prefrontal cortex (CF) hippocampus (HC)
were dissected to evaluate metabolic (adrenal weight, animal weight and glycemia) and
neurochemical (oxidative stress, Brain-Derived Neurotrophic Factor-BDNF, corticosterone
levels, adrenal cortex histology, glial fibrillary acid protein-GFAP, Golgi-Cox, synaptosomes
and glucocorticoid receptor). The behavioral results showed that the ECI decreased the
open arms entry percentage in the elevated cross maze test and increased the forced
swimming immobility time. These effects were reversed by LIRA at the highest dose.
Regarding the metabolism results it was observed that the ECI animals showed a 50%
reduction in weight gain compared to the control group, being reversed by the two doses of
LIRA. Regarding the study of oxidative stress, a decrease in GSH levels was observed only
in HC, however LIRA or FXT were not able to reverse it. A decrease in BDNF
concentrations was observed in HC and this effect was reversed by LIRA. An increase in
GFAP activity was observed in the three hippocampal areas evaluated (CA1, CA3 and
dentate gyrus). However no effect was observed after administration of LIRA or FXT on
GFAP levels. ECI animals showed a reduction in synaptic density and in the number of
glucocorticoid receptors not being reversed by treatment with LIRA. In conclusion, our
results showed that animals undergoing ECI showed anxiogenic and depressive behaviors.
These effects being reversed by LIRA. The adrenal cortical layer revealed hypertrophy that
was reversed by the LILA at the highest dose. Although there was a relationship between
behavioral study, increased oxidative stress and decreased BDNF levels in ECI animals,
this relationship was not directly proportional to oxidative stress in animals undergoing LIRA
treatment. The ECI model increased GFAP expression and density of hippocampal
dendritic spines and increased glucocorticoid receptor intensity.

Keywords: depression; unpredictable chronic stress; Liraglutide, neuronal circuits.
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1. INTRODUCAO

1.1Contextualizacdo histérica da depressao

O termo melancolia surgiu em meados de 1680 para denominar o estado de
desanimo ou perda de interesse. As crengcas magicas e supersticiosas declinaram, e as
alteracdes de humor e melancolia deram lugar ao termo depresséo, surgido no inicio do
século XVII, assim como o entendimento dos transtornos mentais (ROUSSEAU, 2000).

Hipocrates entendia que a doenca era manifestacdo do desequilibrio entre
quatro fluidos: bile, fleugma, sangue e bile negra. Entdo, desenvolveu seu modelo dos
quatro humores: colérico, fleugmatico, sanguineo e melancdlico, respectivamente,
explicando a regulagcdo das emocgdes, descrevendo e nomeando a melancolia, onde do
grego “melas” significa negro, e “kholé”, bile. A intoxicacdo do cérebro pela bile negra
gerava melancolia e um quadro de medo, tristeza, falta de animo, inquietacédo, falta de
apetite que perduravam por longo periodo (CORDAS, 2002). Aristételes corroborou com o
modelo de Hipdcrates e afirmava que o excesso de bile negra resultava em estados graves
de doenca mental (RADDEN, 2000).

Com a queda do Império Romano, século V, e o fim da Antiguidade, veio a
Idade Média, e surgiu uma visdo religiosa sobre os transtornos mentais, e a acidia
(melancolia) foi incluida entre os sete pecados capitais. A peniténcia era atenuada até
surgir a Inquisicdo da Igreja Catdlica em 1233 que condenava, entre outros, doentes
mentais. Enquanto isso, teorias foram sendo formadas como a de Avicenna (980-1037),
que postulava sinais e sintomas da melancolia relacionados a presenca anormal de bile
negra, com sinais de desconforto fisico até desequilibrios mentais. Ishaq Ibn Imran, médico
arabe, também contribuiu nesse periodo e acrescentou sinais e sintomas como choro,
desénimo, distarbios de sono, imobilidade e risco de suicidio. Ainda na ldade Média, a
freira alema Hildegard (1098-1179) abordou o assunto e apontou melancolia como causa
para doencas mentais e modos diferentes da manifestacdo entre homens e mulheres
(RADDEN, 2000).

Com o advento da ldade Moderna, século XV, surge a ciéncia moderna. O
italiano Marsilio Ficino (1433-1499) apresenta sua teoria, baseado em Aristételes e
relaciona melancolia, astrologia, e ainda melancolia com genialidade e brilhantismo.

Posteriormente, o psiquiatra Robert Burton (1577-1640) diferencia melancolia da loucura e
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encontrava divergéncias em sua etiologia e afirmava que nenhum homem estaria livre da
mesma (RADDEN, 2000; NICOL, 1948).

Também contribuiram Tereza de Avila (1515-1582) que distinguiu melancolia e
estados mentais relacionados e Timothie Bright (1550-1615) que teve uma das primeiras
publicacdes sobre transtornos mentais baseada em conceitos médicos. O médico Hermann
Boerhaave (1668-1738) substituiu a teoria dos humores para o campo da medicina. William
Cullen (1710-1790), descrevia a melancolia como insanidade parcial causada por torpor na
atividade do sistema nervoso. Enfim, o termo depressao emergiu e permaneceu (LAWLOR,
2012).

Em 1827, Johann Christian August Heinroth (1773-1842), entdo professor
alemao de psiquiatria, mostrou sua visdo holistica sobre mente e corpo e definiu o termo
psicossomatico. Na primeira metade do século XIX, os franceses Philippe Pinel (1745-
1826) e Jean-Etienne Dominique Esquirol (1772-1840) contribuiram com publicactes
influenciando pesquisadores no assunto. Esquirol, discipulo de Pinel, altera o conceito de
melancolia para uma perturbacdo das emocgodes e néo do intelecto (LAWLOR, 2012).

Um dos primeiros a explicar biologicamente e classificar a depressao foi Emil
Kraepelin (1856-1926) atribuindo a etiologia da doenca a fatores hereditarios, enfatizando
uma base bioquimica interna e que as mulheres eram mais suscetiveis que os homens
(GONCALVES; MACHADO, 2007). Definitivamente, a evolucdo do pensamento de Emil
Kraepelin consolidou a psiquiatria moderna no inicio do século XX com influéncia nas
praticas em saude mental, fundamentada em bases neurofisiolégicas, também com
influéncia nas definicbes da sindrome depressiva, introduzidas tanto no Manual de
diagnostico e estatistico de transtornos mentais (DSM) como na CID-10 (Classificacédo
internacional das doencas (CID-10) (CUNNINGHAM, et al., 2006).

Os primeiros relatos de substancias consideradas anti-depressivas datam na
década de 40, pois possuiam efeito anti-histaminico e ansioliticos. Mas, a utilizacdo para
tratar transtornos mentais comegam na década de 50, quando foi observado que algumas
drogas melhoravam o humor de pacientes com sintomas depressivos, ocasionando um
avanco no tratamento de pacientes com depressao (QUEVEDO,; SILVA, 2013).

Muitas foram as drogas utilizadas com o intuito de tratar a melancolia desde a
antiguidade até os dias atuais, entre elas: o oOpio, alcool, laudano, cannabis, cocaina,
sonifero, calmante, anfetaminas e estimulantes, porém, com risco de gerar dependéncia,
além de inumeros efeitos colaterais. Ainda na década de 50, foram descobertos

acidentalmente os inibidores da monoaminaoxidase como a iproniazida, os anti-
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depressivos triciclicos como a imipramina, dentre outros (GONCALES; MACHADO, 2007).
Além disso, em 1974, surgiram os inibidores da recaptacdo da serotonina como a
fluoxetina. Contudo, apesar de todo o indiscutivel avanco da tecnologia e da descoberta de
novos farmacos, existe a necessidade de compreendermos melhor a fisiopatologia e
tratamentos da depressédo, como também, avancarmos nas pesquisas, pois ainda ha muito

a ser descoberto sobre essa complexa patologia.

1.2Epidemiologia da depresséo

A depressdo € um problema de saude publica que atinge pessoas
independentemente de idade, raca, etnia e género, resultando em varios efeitos adversos
a salde psiquica, nos relacionamentos humanos, assim como na fungdo cognitiva,
concomitantemente gerando incapacidade e comorbidades com outros transtornos
(WARAICH, 2004; CUIJPERS, 2012). Conforme dados da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS, 2018), essa patologia atinge mundialmente mais de 322 milhfes de pessoas, sendo

10% somente no Brasil.

Ainda conforme a OMS, (2018), a depressao constitui uma sindrome complexa,
sendo a principal causa de incapacidade, chegando a afetar mais de 121 milhdes de
pessoas de todas as idades no mundo em 2012 e aumentando em 18% entre 2005 e 2015,
sendo o registro em mulheres superior aos numeros de casos de depressao em homens.
Além disso, a pessoa afetada com depressdo terd sua capacidade prejudicada de
trabalhar, estudar e conviver em familia comprometidos, além de ideacao suicida, todavia,
sdo registradas aproximadamente 800.000 mil mortes de suicidios por ano, por
consequéncia tornou-se a segunda causa de morte entre 15 a 29 anos de idade. Embora
existam tratamentos eficazes, menos da metade dessas pessoas que sofrem com
depressdo nao recebem tratamento, sdo diagnosticadas incorretamente ou nao tém o
distarbio e fazem uso de antidepressivo. Em 2020, a previsdo é de que sera a segunda
causa de incapacidade em paises desenvolvidos e a primeira em paises em
desenvolvimento.

A Organizacgdo das Nacdes Unidas (ONU, 2017) alertava que a sindrome ja era
considerada a principal causa de problemas de saude e incapacidades em todo o mundo,
e que em paises de alta renda, quase 50% dos individuos com depressao ndo recebiam

tratamento, precisando concentrar mais atengao e investimentos nessa area.
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De acordo com a Associacdo de Psiquiatria Americana (APA, 2017), a
depressao (transtorno depressivo maior) € definida como sendo uma doenca comum, séria
e tratavel, variando de transtornos leves a graves, que provoca sentimento de tristeza,
perda de interesse em atividades antes apreciadas, alteracées no apetite, no sono, perda
de energia e aumento da fadiga, sentimentos de desvalorizacdo e culpa, dificuldade de
pensar, concentrar ou tomar decisdes, assim como pensamentos de morte e suicidio.
Estima-se uma prevaléncia de 7,4% da populagdo geral e que uma em cada seis pessoas
(16,6%) sofrer4 depressdo em algum momento de sua vida, principalmente no final da
adolescéncia, e que um terco das mulheres experimentara um episédio depressivo maior
durante a vida.

Conforme o Manual Diagndéstico e Estatistico de Transtornos Mentais — DSM-5
(2013, p. 255) que foi a classificagdo mais recentemente publicada, o transtorno
depressivo tem como caracteristicas: “presenga de humor triste, vazio ou irritavel,
acompanhado de alteracbes somaticas e cognitivas que afetam significativamente a
capacidade de funcionamento do individuo”. Ainda, classificam o0s transtornos em
transtorno disruptivo da desregulagdo do humor, transtorno depressivo maior (TDM),
transtorno depressivo persistente, transtorno disférico pré-menstrual, transtorno depressivo
induzido por substancia/medicamento, transtorno depressivo devido & outra condigcéo
médica, outro transtorno depressivo especificado e transtorno depressivo ndo especificado.
A depressao, dentre todas as classificacdes, tem o transtorno depressivo maior, destacado
pela alta mortalidade, podendo levar ao ato suicida.

Segundo ainda o Manual de DSM-5 (2013, p. 162), o transtorno depressivo
maior se caracteriza por humor deprimido e deve estar presente na maior parte do dia,
além de estar presente quase todos os dias. Nove critérios para depressdo séo
estipulados, dos quais cinco devem estar presentes. Para firmar um diagndstico, é
necessario que o0s sintomas estejam presentes pelo menos por duas semanas, e que um
deles seja obrigatoriamente humor deprimido ou perda de interesse ou prazer.

A disfuncdo cognitiva € uma manifestacédo residual frequente na depressao, e
durante a fase de remissao pode persistir. De fato, os antidepressivos classicos reduzem a
disfuncdo cognitiva, porém uma parte dessas pessoas atingidas ndo é alcancada
(BORTOLATO, et al.,, 2016). A disfuncdo cognitiva tem sido amplamente relatada de
maneira extensa entre 0s pacientes com depressdo maior (FAVA, 2006). Disfuncao
cognitiva engloba déficits de atencéo, aprendizagem verbal e ndo verbal, memoria de curto
prazo e de trabalho, processamento visual e auditivo, resolucéo de problemas, velocidade
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de processamento e funcionamento motor (LAM, et al., 2014). A disfuncdo cognitiva pode
ser um mediador primario do comprometimento funcional no TDM. O manejo da disfuncéo
cognitiva continua uma necessidade no tratamento do TDM, sendo esperado o
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos que possam contribuir para a "remissao

cognitiva" e auxilie na recuperacgéo funcional do TDM (BORTOLATO, et al., 2016).

O Brasil € lider de casos de depressao na América Latina. Apesar de 10% da
populacdo sofrer com a doenca, conforme dados divulgados da OMS, cerca de uma em
cada dez pessoas com depressdo ndo possui diagnostico precoce e a adesdo ao
tratamento por vezes € inadequada. Além de possuir um carater enddégeno, possui um
carater ambiental reativo, onde o ambiente pode desencadear um quadro depressivo. Por
ser uma doenca psiquiatrica em ascendéncia, e a terceira principal causa de incapacidade
em todo o mundo, dados da OMS afirmam que em 2030 a depresséo sera a doenca mais
prevalente do planeta.

Determinada pesquisa populacional realizada no Brasil em 2013, apontou
segundo a Pesquisa Nacional de Saude (PNS), que a prevaléncia da depressdo maior é
mais significativa entre mulheres que vivem em areas urbanas, com baixos niveis de
escolaridade e com doencas crbnicas associadas como hipertensdo arterial e diabetes
mellitus. Foi verificado que a maioria dos brasileiros com sintomas depressivos
clinicamente relevantes (78,8%) ndo recebia qualquer tipo de tratamento (LOPES, et al.,
2016).

Estudos tém apontado que a prevaléncia da depressao € expressivamente
maior entre pessoas com maior numero de doencas crénicas, podendo ser bidirecional a
relacdo entre depressdo e doencas cronicas, reduzindo, assim, a qualidade de vida.
Pessoas com doencgas cronicas podem apresentar limitacdes nas atividades da vida diaria.
Com isso, os problemas e implicagdes inerentes dessas restricdes podem levar a
transtornos de humor e depressédo (WANG, et al., 2008; BOING, et al., 2012). Por ser
considerada uma doenc¢a multifatorial, com causas diversas, a depressao esta associada
com o risco de desenvolver doencas graves em relacdo as pessoas nao depressivas (VAN
DER KOOQY, et al., 2007).

Assim sendo, os pacientes com doenca cronica e depressdo apresentam um
pior prognostico quando comparados com aqueles sem depressao, por exemplo, em
pacientes com diabetes mellitus (DM), a depresséo pode levar a alteragées neuroquimicas

e hormonais e produzir efeitos hiperglicemiantes ocasionando distlirbios no metabolismo
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glicémico (MOREIRA, et al, 2003). Em contrapartida, o DM tem efeitos neuroquimicos
sobre os sistemas centrais serotoninérgicos, noradrenérgicos e dopaminérgicos, levando a
uma diminuicdo da funcdo monoaminérgica, a semelhanca do que ocorre na depresséo. A
sobreposicao de alteragfes fisiopatologicas de condicbes anteriormente citadas, poderia
explicar a ocorréncia frequente de sintomas depressivos em pacientes diabéticos
(MOREIRA, et al., 2003).

A remissao completa de sintomas deve ser objetivo principal de qualquer
tratamento antidepressivo. Existe evidéncias consistentes na literatura de que a
permanéncia de sintomas residuais de depressao estdo associados a pior qualidade de
vida e funcionalidade, maior risco de suicidio e de recaida, como também o aumento de
consumo de servi¢cos de saude, consequentemente, onerando economicamente 0 governo
(MCINTYRE, O'DONOVAN, 2004; KENNEDY, EMSLEY, 2006). A OMS prevé um aumento
financeiro global, de modo que a depressdo passara da quarta posicdo (2000), para
segunda doenc¢a mais cara do mundo até 2020.

Em face do exposto, foi constatado, e é possivel verificar a crescente tendéncia
do numero de pessoas afetadas pela depressdo e que essa desordem psiquiatrica
complexa deve ser melhor compreendida em todos 0s seus aspectos para que haja efetiva
reducdo do numero de casos, assim como reducdo do nimero de mortes por pessoas que

interrompem a propria vida precocemente.

1.3Fisiopatologia da depresséo

Devido a heterogeneidade clinica e etiol6gica dos transtornos depressivos, tem
sido dificil elucidar por completo a fisiopatologia da depressdo. Por ser uma doenca
multifatorial, necessita de varias estratégias para o seu tratamento. As teorias disponiveis
sdo baseadas em estudo que investigam o estresse psicossocial (hormonios do estresse),
0S neurotransmissores (serotonina, noradrenalina, dopamina, glutamato e acido gama-
aminobutirico (GABA), 0s neurocircuitos, os fatores neurotréficos e o ritmo circadiano
(HASLER, 2010).

Considera-se que as teorias da depressao aplicam-se aparentemente a apenas
alguns tipos de pacientes com depressdo, mas ndao a outros, e, além disso, tem-se
observado que a fisiopatologia depressiva pode variar consideravelmente em todo o curso
da doenca. Diante dessas evidéncias, defende-se que ndo ha uma hipétese Unica que
expligue os casos de depressdo. Consequentemente, os tratamentos antidepressivos,
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incluindo abordagens psicoldgicas e farmacoldgicas, devem ser adaptados de acordo com
o individuo e o estado da doenca (HASLER, 2010).

Dentre as teorias sobre a etiologia biol6gica da depresséo, a teoria classica
propde a hipotese de que a doenca deve-se a diminuicdo de neurotransmissores
monoaminérgicos: noradrenalina (NA), dopamina (DA) e serotonina (5-HT). Conforme essa
teoria, 0 sistema neurotransmissor trimonoaminérgico pode estar disfuncional em diversos
circuitos cerebrais, com diferentes neurotransmissores envolvidos, dependendo do perfil de
sintomas do paciente, podendo provavelmente ser secundaria a um evento primario
(STAHL, 2014; HASLER, 2010; SOUSA, et al., 2015).

Figura 1. Mecanismos fisiopatolégicos da depressao
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Fonte: Adaptado de Chopra, Kumar e Kurah, 2011.

HPA — Hipotamalo-ptuitaria-adrenal

As evidéncias diretas da hipdtese monoaminérgica ainda ndo séo robustas. No
entanto, alguns estudos apresentam como resultado de investigagdo baixos niveis de
metabdlitos monoaminérgicos no liquor cefalorraquidiano de pacientes deprimidos. Estes

achados estdo em conformidade com a observacdo da efetividade clinica dos
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antidepressivos, que agem aumentando a sinalizacdo monoaminérgica (NUTT, 2008;
LEONARD, 2010).

A teoria classica foi levada um passo adiante quando formularam a hipotese dos
receptores monoaminérgicos. Esta hipdtese sugere que a deplecdo dos
neurotransmissores verificada nos pacientes deprimidos seria responsavel por uma supra-
regulacdo compensatoria dos receptores pés-sinaticos. As evidéncias diretas disso ainda
sdo escassas, mas estudos post mortem mostraram consistentemente o aumento no
namero de receptores de serotonina no cortex pré-frontal de pacientes que cometeram
suicidio e, além disso, estudos de neuroimagem identificaram anormalidades nos
receptores de serotonina em pacientes deprimidos (STAHL, 2010).

Todos os antidepressivos eficazes reforcam a acdo sinaptica de uma ou mais
monoaminas (NA, DA, 5-HT) e, dessa forma, revertem, teoricamente, a supra-regulacéo
compensatéria dos receptores ao longo do tempo. Esse fenbmeno €é mediado
provavelmente pelo processo de supra-regulacdo de genes relacionados com a sintese de
receptores. Vale destacar ainda que as alteracdes na expressdo génica também podem
incluir o aumento de fatores neurotroficos, como o fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF), importantes reguladores da sobrevivéncia, desenvolvimento, funcdo da
plasticidade neuronal (STAHL, 2010). Estudo aponta o envolvimento do BDNF na
fisiopatologia da depressdo (VASCONCELOS, et al., 2015). Porém, a reducdo do BDNF
nao é exclusiva desse transtorno mental (BELMARKER, et al., 2008).

Além disso, a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROS),
gera estresse oxidativo e estimula a producao de citocinas inflamatoérias como IL-13, IL-6 e
TNF-a com ativacdo de neutrdfilos, macréfagos e outras células do sistema imunolégico. A
ativacdo de macréfagos leva a secrecdo de glutamato que promove um aumento no
metabolismo do &cido araquidbnico com consequente produc¢do de mais radicais livres que
causam danos neurais (MAES, et al., 2011). Esses dados podem comprometer areas
cerebrais como hipocampo e causar uma perda neuronal nessa regido, levando a uma
reducao da estrutura hipocampal (MAES, et al., 2011).

As citocinas no cérebro sdo responsaveis pela ativacdo neuroenddcrina e
neuronal, regulam o crescimento e a proliferacdo das células gliais, modulam a atividade
dos peptideos opidides enddgenos e ativam o eixo HHA. Também podem afetar o
metabolismo dos sistemas noradrenérgico, serotoninérgico e dopamineérgico (SILVERMAN,
et al., 2005). Varios e multiplos estimulos regulam a producédo de citocinas. A maioria das

citocinas proé-inflamatérias é produzida em resposta a patdgenos ou a produtos
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patogénicos. A producdo central de citocinas pode ser desencadeada pelo estresse,
exercicio fisico, isquemia, dentre outros (LICINIO, 2003).

Pesquisas tém sugerido a possivel implicagdo do 6xido nitrico (NO) na
fisiopatologia de desordens psiquiatricas como esquizofrenia, desordem bipolar e
depressdo. O NO tem sido implicado na influéncia na liberacdo de neurotransmissores,
aprendizado, memoéria e neurodesenvolvimento. A deteccdo de NO ¢é feita pela
quantificacdo no plasma em nitrito NO2 e nitrato NO3, e a mensuracao dos niveis de nitrito
e nitrato tem sido correlacionados com o nivel de NO (WANG, CHENG, ZHRANG, 2008;
DHIR; KULKARNI, 2011).

Além de fatores genéticos e ambientais também fazerem parte dos mecanismos
fisiopatolégicos, destaca-se o estresse como um fator ambiental que pode desencadear
papel importante no desenvolvimento da depressdo maior. Varias linhas de pesquisa
indicam a existéncia da associacdo entre o estresse, a depressdo e a hiperatividade do
eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA) (MCFARLANE, et al., 2005). Estudos em animais
tém demonstrado que o modelo de estresse crénico em roedores tem induzido prejuizo na
neuroplasticidade associado a inducdo ou exacerbacdo da depressdo (PITTENGER;
DUMAN, 2008). Apesar de varios trabalhos relacionarem o papel do estresse com a
depressdo maior, ainda é incerto as causas neurobiolégicas, pois existem subtipos
diferentes de depressao que percorrem diferentes vias (KRISHNAN; BERTON; NESTLER,
2008).

1.3.1 Areas cerebrais envolvidas na depressao

Diferentes regides cerebrais e seus circuitos estao envolvidos na diversidade
dos sintomas relacionados a depressdo, sendo as areas frontais e temporais mais
estudadas. As alteragBes no cortex pré-frontal em quadros depressivos estao relacionadas
a atencdo, a psicomotricidade, capacidade executiva e de tomada de decisdo, além de
alteracbes na anatomia como a reducdo dessa regido também estaria implicada na
fisiopatologia da depressédo (LORENZETTI, et al., 2009; ZANDIO, et al.,2002; MALETIC, et
al., 2009).

J& o hipocampo, esta relacionado a processos cognitivos como aprendizado e
memoria, aléem de alteracbes como perda de interesse, apatia e déficit de memoria, podem
estar presentes e serem alterados pela exposicdo a diversos estressores significativos, e
parece ter um importante papel na mediacdo dos efeitos terapéuticos dos tratamentos
antidepressivos. Corroborando a importancia do hipocampo, nele estdo presentes
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receptores de glicocorticoides que regulam o eixo HPA, tornando-o mais vulneravel ao
estresse e a depresséo (LIU, et al., 2017; DUMAN, et al., 2016).

No corpo estriado, formado pelo nucleo caudado, putdmen e globo palido, pode
ocorrer mudancas morfoldégicas em sub-regies que sugerem anormalidades e tem um
papel importante em memodrias emocionais e cognitivas associadas com anedonia na
depressao maior (FURUYASHIKI e DEGUCHI, 2012).

Figura 2. Areas cerebrais envolvidas na depresséo
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Fonte: Arquivo pessoal

1.3.2 Contribuicdo do estresse na base da etiologia da depressao

A exposicdo a longo prazo por fatores estressores de vida incontrolaveis e
imprevisiveis muitas vezes é considerada um fator determinante no desenvolvimento de
depressao. Porém, existem casos que se desenvolvem na auséncia de estresse e outros
gue sao expostos ao estresse cronico e ndo desenvolvem depressao, que pode ser devido
a diferentes vulnerabilidades e resiliéncia dos individuos. Sendo assim, a exposicado a
estressores da vida € um dos fatores precipitantes mais consistentes para desenvolver
episodio depressivo (KENDLER, et al., 1999; FEDER, et al., 2009).
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Experiéncias estressantes de vida podem também exercer um papel
proeminente no desenvolvimento da depressdo maior. Varias linhas de pesquisa sugerem
a associacdo entre o estresse, a depressdo e a hiperatividade do eixo HHA
(MACFARLANE, et al.; 2005).

Sinais de estressores ambientais como perigo para a vida, estressores sociais e
respostas a lesdes no corpo sdo primeiramente interpretados pelos sistemas nervosos
sensoriais, e depois a informacdo sequente é processada pelos chamados circuitos
emocionais no cérebro. At¢ o0 presente momento, ndo existe uma compreensao
completamente elucidada dos circuitos neurais subjacentes a patologia da depressédo, os
diversos sintomas da depressado implicam que em muitas regiées do cérebro poderiam

estar envolvidas nos disturbios da doenca (HYMAN, 2017).

1.3.3 Estresse crbnico imprevisivel

A origem do modelo de estresse crénico imprevisivel (ECI) surgiu de uma série
de estudos de Katz e col., realizados no inicio dos anos 80, onde ratos foram expostos
continuamente a uma variedade de estressores graves, e o0s efeitos do estresse foram
avaliados com mudancas no comportamento e que foram revertidas especificamente
pelo tratamento cronico com antidepressivos. A severidade de estressores foi reduzida
por motivos éticos e surgiu o termo ‘moderadamente estressante”. Estresse cronico
imprevisivel, estresse crénico leve, estresse cronico imprevisivel leve e estresse crénico
variavel sdo termos diferentes e utilizados com um objetivo comum (variedade de
estressores diferentes realizados de maneira crénica) (WILNER, 2017).

A validade de modelos animais em desordens psiquiatricas € usualmente
avaliada usando a abordagem da validade preditiva, validade de face e validade
constructo. Estes principios foram propostos em relagdo ao modelo de depresséo
animal por Wilner em 1984 e o modelo de estresse foi o primeiro modelo a ser
implementado nas pesquisas (WILNER, 1997).

O modelo de estresse cronico possui ainda caracteristicas importantes, que € a
gama de mudancas comportamentais e fisiolégicas observadas apds a exposi¢do ao
estresse crbnico que se relaciona com os sintomas de depressao, fortalecendo a
validade aparente do modelo (KUMAR, KUHAD, CHOPRA, 2011). O modelo possui
validade de face, constructo e preditiva, além de mimetizar fatores ambientais que

predispdem a depressdo em humanos.
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O modelo de estresse crénico imprevisivel de depresséo proposto por WILNER,
et al.,, (1992); WILNER, (1997) é frequentemente considerado modelo padréo. Neste
modelo, ratos ou camundongos sS&o0 expostos cronicamente a um bombardeio
constante de micro-estressores imprevisiveis, desenvolvendo inUmeras de mudancas
comportamentais, incluindo reducdo da resposta as recompensas, relacionando com o

comportamento do sintoma clinico central da depressao, anedonia.

1.3.4 Disfuncéo do eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal

O desequilibrio do cortisol e a regulacdo deficiente do feedback de
glicocorticéide tém sido repetidamente identificados como correlatos biolégicos de
transtornos depressivos e de ansiedade em adultos (BURKE, et al., 2005; YEHUDA, 2005).

Ha varias evidéncias na literatura de que o eixo HHA possui um papel
fundamental na predisposicédo e no inicio de depressdo maior. O eixo HHA é um grande
elemento do sistema do estresse e tanto o estresse agudo quanto o crbnico podem
desencadear depressao maior (KENDLER, et al., 2003).

O cortisol em humanos (corticosterona em animais) € o principal horménio de
resposta ao estresse e alteracdes podem levar a transtornos neuroenddcrinos importantes.
Estudos mostram que em pacientes deprimidos, o eixo HHA estando alterado, pode
apresentar sua atividade aumentada ou reduzida, isso significaria uma hiperatividade ou
hipoatividade respectivamente. Contudo, os niveis de cortisol entre pessoas deprimidas e
ndo deprimidas, geralmente sdo 0os mesmos, mas, porém, guando a pessoa deprimida é
submetida ao estresse, os niveis de cortisol tornam-se maiores do que 0s niveis de
pessoas ndo deprimidas quando exposta ao mesmo estresse (JURUENA, 2013).

Enquanto ocorre o estresse agudo, ocorrem respostas fisiolégicas adaptativas,
incluindo aumento da secrecdo adrenocortical de hormdnios, como o cortisol. A hipétese é
que a disfuncdo continua do sistema do estresse, tem um papel em varias condic¢des,
incluindo uma gama do espectro depressivo (JURUENA, 2013). Das alteracbes
endocrinolégicas em pessoas deprimidas, a mais investigada seria do eixo HHA. Ap6s um
evento estressor, o hipotalamo libera o horménio liberador da corticotrofina (CRH), que é
transportado para a hipofise anterior, onde estimula a secrecdo do hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH) (JURUENA, 2003).

Sendo assim, ao ser liberado e transportado para o cértex da glandula adrenal,
libera os glicocorticoides. Quando os niveis de cortisol se tornam elevados, como acontece
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no estresse crénico, o tamanho do cortex da adrenal pode aumentar. Normalmente ocorre
feedback negativo, que leva a um efeito inibitério a liberacdo hormonal em um ou varios
pontos de liberacdo dos horménios mencionados (TOFOLI, et al., 2011). Os
glicocorticoides, entdo, interagem com seus receptores em multiplos tecidos-alvo, incluindo
0 eixo, onde séo responsaveis pela inibicdo negativa por feedback da secrecédo do ACTH
pela pituitaria e do horménio liberador de corticotrofina (CRH) pelo hipotalamo (TOFOLI, et
al., 2011).

Os efeitos dos glicocorticoides sado mediados pelos receptores de
glicocorticoides (RG). Estudo tem apontado que a funcdo do RG se encontra prejudicada
na depressao maior, resultando na diminuicdo de feedback negativo mediado por RG no
eixo HHA e producdo e secrecdo aumentadas de CRH em varias regides cerebrais
possivelmente envolvidas na etiologia da depresséo. A sinalizacao deficiente pelo RG é um
mecanismo-chave na patogénese da depressdo (TOFOLI, et al., 2011).

A figura apresentada a seguir ilustra o circuito do eixo HHA, assim como a
sequéncia de hormdnios que séo estimulados e a al¢a de estimulagéo negativa.

Figura 3. Eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal

Mesencéfalo Hipocampo

\ -_}» > / RG‘s/RMs

Amigdala ]

Cortisgl
o 5 4 .. ®
RGS '. )

Fonte: Elaborado pela autora. RGs(receptor de glicocorticoide); RMs (receptor de
mineralocorticoide); ACTH(horménio adrenocorticotrofico); CRH(horménio liberador de corticotrofina).

1.3.5 Circuitos neuronais
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O estresse cronico € um dos fatores de risco ambiental para depresséao e pode
suprimir a formacdo de novos neurdnios na regido hipocampal, diminuir a densidade de
espinhos dendriticos e sinapses, assim como, afetar negativamente a memoéria (QIAO, et
al., 2016).

Além dos receptores de glicocorticoides, parametros morfolégicos de neurdnios
como localizagéo e aspecto do corpo celular, sua area ou volume e a forma que apresenta,
servem para caracteriza-los no sistema nervoso. Essas modificagcbes morfolégicas dos
espinhos dos neurdnios e da arvore dendritica, através da coloracéo de Golgi-cox, quando
corados, refletem uma maior ou menor ocorréncia de sinapses (MITRA, et al.,, 2005;
MARCUZZO, et al, 2007).

Figura 4. Representacdo morfolégica dos espinhos dendriticos
(Da esquerda para a direita, possuem ordem crescente de estabilidade).

filopodia fino espesso cogumelo ramificado

Fonte: Elaborado pela autora

Essa coloracéo de Golgi-cox foi descoberta por Camillo Golgi em torno de 1873,
sendo este método amplamente utilizado, pois, visualiza-se seletivamente a morfologia
neuronal sob um microscopio e traz resultados confiaveis (COX, 1891; KEMALI, 1976;
YUSTE, 2015).

Outro parametro neuronal importante € a presenca da proteina acida fibrilar glial
(GFAP), uma das principais proteinas de filamento intermediario proteico de astrécitos
maduros, que além de seu papel fisiologico, controle da forma e movimento, os astrécitos
desempenham um papel importante nas condi¢cbes patolégicas do sistema nervoso. Em
resposta a lesdo do sistema nervoso, reage acumulando fibras gliais, caracterizada por
intensa proliferacdo de astrocitos e up-regulation de GFAP. Diminuicdes ou aumento na
expressao de GFAP séao relatadas em diferentes patologias (GOMES, et al., 1999).

Outro aspecto relevante € a viabilidade sinaptica que pode ser avaliada por
fracionamento usando centrifugacdo do tecido nervoso e isolando os terminais sinpticos.

Hebb e Whittaker, em 1958, mencionaram 0s sinaptossomas primeiramente para definir
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membranas pré-sinapticas formadas pelos terminais neurbnicos e seu conteudo, capazes
de liberar neurotransmissores (DALEKE, et al., 2008). Além disso, os sinaptossomas
servem para o estudo de doencas neurodegenerativas como Alzheimer (SOKOLOW, et al.,
2015), Parkinson (HARISH, et al., 2013) e Huntington (VALENCIA, et al., 2013).

1.4 Tratamento farmacoldgico e ndo farmacoldgico da depressao

Conforme as diretrizes do tratamento da depresséo unipolar no adulto, realizado
pela Associacdo Brasileira de Psiquiatria em 2011, dependendo da gravidade e duracéo do
quadro depressivo, o0 tratamento pode ser realizado isoladamente por farmacos, por
psicoterapia ou pela combinacdo de uma técnica psicoterapica e do tratamento
medicamentoso. Além dessas abordagens, existe também a eletroconvulsoterapia, a
estimulacdo magnética transcutanea e a pratica de exercicios fisicos como tratamento da
depresséo.

Com o advento de drogas antidepressivas foi possivel possibilitar um avanco
significante no tratamento da depressdo, principalmente devido serem o0s agentes
terapéuticos mais frequentemente prescritos para o tratamento desta patologia (DRAPIER
et al., 2007). Porém, os medicamentos antidepressivos podem apresentar efeitos colaterais
indesejaveis como: nausea, ganho de peso, tontura, sedacdo, dentre outros. Por
conseguinte, pode reduzir a adeséo ao tratamento ou descontinuacao deste.

Vérias classes de medicamentos foram desenvolvidas para tratar a depressao
com base na teoria das monoaminas, no entanto, ha um inicio tardio na remissdo dos
sintomas depressivos (HILLHOUSE; POTER, 2015). Apenas metade dos pacientes
respondem ao primeiro tratamento com antidepressivos e a remissao gira em cerca de
30% (GODLEWSKA, et al., 2018).

Os antidepressivos tém por objetivo restaurar o humor através de varios
mecanismos como 0 aumento das concentracbes de neurotransmissores na fenda
sinaptica e da inibicdo do metabolismo, bloqueio de recaptura neuronal ou atuacdo em
autorreceptores preé-sinapticos (MORENO, et al., 1999). O mercado dispde de diversos
antidepressivos com estruturas e mecanismos de acdo diferentes, além disso, ha
evidéncias de que o tratamento com antidepressivos seria capaz de induzir a neurogénese
ao elevar os niveis de BDNF, principalmente no hipocampo (GONCALVES; COELHO,
2006).
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Os antidepressivos permanecem como tratamento apropriado para depresséo
moderada e severa e até mesmo para leves se a depressao for resistente. Os inibidores da
recaptacédo de serotonina sdo a escolha de primeira linha devido a seu perfil seguro e
melhor tolerado. Porém, a escolha depende de alguns fatores e o paciente deve ser
sempre monitorado (BLEAKLEY, 2013).

Apesar dos avancos tecnoldgicos, das pesquisas cientificas e do atual
conhecimento sobre os mecanismos de acdo dos agentes antidepressivos, a etiologia da
depressao continua a ser um assunto nao totalmente esclarecido e seu tratamento possui
muitas falhas terapéuticas (KRISHNAN; NESTLER, 2008).

As principais classes de antidepressivos estdo resumidamente descritas a

sequir.

1.4.1 Inibidores da monoaminoxidase

Sabe-se que a atividade da enzima monoaminoxidase (MAO) esta inibida e que
0s subtipos da MAO, MAOA e MAOB, estdo envolvidos no metabolismo de serotonina,
noradrenalina e dopamina. A reducdo na atividade da MAO acarreta em aumento na
concentracdo desses neurotransmissores nos locais de armazenamento no sistema
nervoso central (SNC) e no sistema nervoso simpatico. O incremento na disponibilidade de
um ou mais neurotransmissor tem sido relacionado a acdo antidepressiva dos IMAOs
(HIMMELHOCH, 1995).

Dentre os farmacos dessa classe a moclobemida é um exemplo de
antidepressivo inibidor seletivo da MAOA e reversivel, ao passo que inibidores seletivos
da MAOB, como a selegilina, ndo possuem acao antidepressiva significativa (BRUNTON;

CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

1.4.2 Antidepressivos triciclicos

O mecanismo de agdo comum aos antidepressivos triciclicos (ADTs) em
nivel pré-sinapticoé o bloqueio da recaptacdo de monoaminas, principalmente
norepinefrina (NE) e serotonina (5-HT) e, em menor propor¢do, dopamina (DA). A
imipramina foi a primeira substancia antipsicotica sintetizada, mas que demonstrou acao
antidepressiva. Além disso, os ADTs bloqueiam receptores muscarinicos, histaminérgicos

e alfa-adrenérgicos e, mais raramente, dopaminérgicos. Sendo que essas acdes ndo se
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correlacionam necessariamente com efeito antidepressivo, mas com efeitos adversos
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

1.4.3 Inibidores seletivos da recaptacao de serotonina

Os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRSs) estdo entre os
agentes antidepressivos de escolha e podemos mencionar alguns deles: citalopram,
fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina, sertralina e escitalopram), pois foram criados a partir
dos ADTs, com poucos problemas de tolerabilidade e seguranca, e inibem de forma
potente e seletiva a recaptacdo de serotonina, resultando em sua potencializacdo. A
poténcia da inibicdo da recaptacdo da serotonina é variada. Sertralina e paroxetina sdo os
mais potentes inibidores da recaptacdo. Citalopram e fluoxetina, possuem perfil
farmacodinamico e farmacocinético variados, sendo que a fluoxetina (FXT) possui
metabodlito de acdo prolongada e farmacologicamente ativo (MORENO; HUPFELD;
SOARES, 1999). Entre os antidepressivos, os inibidores de captacdo de serotonina tém
sido mais freqientemente utilizados, por serem mais seguros e mais bem tolerados.

Os ISRSs sdo a classe de antidepressivos mais prescrita no mundo.
Relativamente uma classe nova, a fluoxetina, o famoso Prozac®, comegou a ser
comercializada em 1987 e apresentou-se segura em doses elevadas, bem tolerado e com

perfil de efeitos colaterais leves.

1.4.4 Inibidores duplos da recaptacéao de serotonina e noradrenalina

Os inibidores seletivos da recaptacao de serotonina e noradrenalina (ISRSNs)
tém a acgdo de inibir o transportador de recaptacdo dos mesmos e mais fracamente inibir os
transportadores da recaptacdo de dopamina (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN,
2012). A Venlafaxina possui potente efeito bloqueador serotoninérgico com leve efeito
noradrenérgico; ja a duloxetina € um potente inibidor da recaptacdo de serotonina e
noradrenalina. Pelo fato de ISRSNs promoverem rapida downregulation (subsensibilizacéo)
de receptores, seus efeitos podem estar relacionados a um inicio de agdo precoce
(SCHATZBERG, et al., 2005).

1.4.5 Outros antidepressivos
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Os mecanismos de acao propostos para 0s varios antidepressivos permanecem
vinculados as teorias monoaminérgicas, pelo aumento da oferta de neurotransmissores na
fenda sindptica e de subsensibilizacdo de receptores pds-sinapticos. Os antidepressivos,
além de aumentarem os niveis singpticos de neurotransmissores, induzem a ativacéo de
cascatas de sinais de transducéo intracelulares, surgindo, por exemplo, o BDNF, fator que
exerce uma forte influéncia no desenvolvimento, na sobrevivéncia, na manutencdo e na
plasticidade neuronal dentro do sistema nervoso. A partir dessas evidéncias, além da
possivel acdo neurotrofica dos antidepressivos em pacientes deprimidos, despontam

outros processos como a neurogénese (MAHLI, et al., 2000).

1.5 Sistema GLP-1 e incretinomimético

Dos varios peptideos que sédo derivados do pancreas e intestino, o GLP-1
(peptideo semelhante ao glucagon 1) € derivado do produto da transcricdo do gene de pro-
glucagon, sendo, portanto, uma incretina enddgena. As incretinas, descobertas em
meados de 1930 e reconhecidas por volta de 1960 por seu efeito insulinotrépico, sao
horménios liberados pelo pancreas e intestino quando ha consumo de nutrientes por via
oral, principalmente com nivel elevado de glicose (CARVALHO, et al., 2016).

A quantidade fisiologica de GLP-1 depende de uma via reflexa, e a alta
concentracdo depende da concentracdo de insulina no plasma, ou seja, quando o alimento
atinge o intestino, GLP-1 é produzido e age no hipotdlamo, envia sinais colinérgicos e
peptidérgicos pelo vago, inibindo o esvaziamento gastrico, estimula a secrecdo de insulina
e inibe glucagon (SCHIRRA, et al., 2006, YOUNG, 2005).

GLP-1 é secretado pelas células L, principalmente encontradas no ileo. Esse
peptideo é metabolizado rapidamente pela enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-4). O
receptor de GLP-1, GLP-1R, esta amplamente distribuido no pancreas, cérebro (incluindo
hipotalamo, hipocampo e cortex), coracdo, rim e trato gastrointestinal (ALVAREZ, et al.,
2005).
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Figura 5: A via neural da acdo do GLP-1
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Fonte: The Physiology of Glucagon-like Peptide 1, 2006

(Stomach = estbmago; lever = figado)

Estudos com roedores indicam que os agonistas do GLP-1R reduzem a
ingestdo de alimentos quando injetados perifericamente ou no SNC, e sua injecao repetida
inibe significativamente ndo somente a ingestao de alimentos, mas pode inibir o ganho de
peso (TANG-CHRISTENSEN, et al., 1996; TURTON, et al., 1996; MEERAN, et al.,
1999; BAGGIO, et al., 2004A; ABBOTT, et al., 2005).

Os incretinomiméticos sdo farmacos destinados ao tratamento do Diabetes
Melitus (DM2), e isso levou ao desenvolvimento de compostos que ativassem o GLP-1R
como o0 agonista de GLP-1, originando a Liraglutida, um incretinomimético, capaz de

mimetizar os efeitos das incretinas (KIM; EGAN, 2008).

1.5.1 Liraglutida

A Liraglutida (LIRA) é um horménio sintetizado e faz parte dos mais novos
farmacos utilizados no tratamento do DM2. Esse grupo de farmacos tem como obijetivo
mimetizar os efeitos do GLP-1 enddgeno, com agéo agonista nos receptores de GLP-1, ou
antagonizar a enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-4) e consequentemente aumentar as
concentracbes do GLP-1 enddgeno (NAUCK, et al., 2006).

A LIRA, anédlogo de GLP-1 e parcialmente resistente a DPP-4 contém arginina

(Arg) ao invés de lisina (Lys) na posicdo 34 e um acido glutamico e um acido graxo no 16-
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C no lugar da Lys 26. Possui meia vida de aproximadamente 10-14 h apos administracao
subcutanea em humanos uma vez ao dia. Nausea, vomitos e diarreia tém sido os efeitos
adversos mais observados (MADSBAD, et al., 2004).

Figura 6. Formula estrutural da Liraglutida (Victoza)

Fonte: ndclist.com

Além disso, a LIRA provoca diversas agcfes que regulam a glicose similar a acédo
do GLP-1 enddgeno. Ela suprime a glicemia pés-prandial, reduz a glicemia de jejum,
aumenta a primeira fase de secrecédo de insulina apos refeicdes e suprime a producéo pos-
prandial de glucagon (MADBAD, et al., 2004). Também reduz a hemoglobina glicosilada,
se comparada com placebo e tem sido uma opcéo eficaz em pacientes obesos, devido ao
seu efeito redutor no peso corporal e baixo risco de hipoglicemia (MADBAD, et al., 2004).
Teoricamente, pode ser um agente util no diabetes precoce ou pré-diabetes por
interromper ou retardar a progressao de falhas das células beta do pancreas, e por ajudar
a manter a glicemia normal (VISBOLL, et al., 2006).

Estudos recentes tém documentado vérios efeitos das incretinas sobre estrutura
e funcdo no cérebro, pois estas se encontram tanto perifericamente como no sistema
nervoso central (SNC) e GLP-1R tém sido encontrados em areas cerebrais como
hipocampo, sendo envolvidos na modulagcdo hipocampal (HISADOME, et al., 2010;
KOSHAL, et al., 2016).

Os efeitos neurolégicos das incretinas tém sido evidenciados em modelos

animais com desordens neurodegenerativas, transtornos de humor, déficits cognitivos, que
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também sdo encontrados em populacbes com doencas metabdlicas como DM tipo 2
(HISADOME, et al., 2010).

As alteracBes metabdlicas e neuropsicologicas representam uma via possivel
para tratamento integrado com LIRA em distlrbios neuropsiquiatricos, como depresséo
(MCINTYRE et al., 2013).

Pesquisas tém apontado propriedades neuroprotetoras na modulacdo do GLP-
1R contra varias condi¢cbes neurodegenerativas e tem sido evidenciado plasticidade
sinaptica, melhora no processo cognitivo, aumento de BDNF e prote¢éo cerebral contra
agentes oxidativos além de sugerido que a LIRA apresenta efeitos ansioliticos e
antidepressivos (WEINA, et al., 2018, KOSHAL, et al., 2016).
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A depressao é uma desordem psiquiatrica multifatorial, prevalente, incapacitante
e recorrente que pode atingir pessoas de todas as idades. No mundo, € possivel
observarmos a crescente tendéncia de casos de pessoas afetadas pela depresséo e essa
doenca psiquiatrica deve ser melhor estudada nos campos da prevencédo, diagnostico,
tratamento e falha terapéutica, para que haja efetiva reducdo do nimero de doentes, assim
como reducao do nimero de casos de suicidio.

Experiéncias estressantes de vida tém exercido um papel proeminente no
desenvolvimento da depressdo maior. Estudos realizados tém mencionado a associacdo
entre 0 estresse, a depressdo e a hiperatividade do eixo HHA (MACFARLANE, et al;
2005). A exposicdo a longo prazo a estressores de vida incontrolaveis e imprevisiveis
muitas vezes é considerada um fator determinante no desenvolvimento da depressao.
Sendo assim, a exposicdo a estressores € um dos fatores precipitantes mais consistentes
para desenvolver a doenca (KENDLER, et al., 1999; FEDER, et al., 2009).

Existe uma complexa relacdo entre situacdes de estresse, reacado do corpo ao
estresse e o inicio da depressao clinica. Varios estressores crénicos imprevisiveis podem
produzir uma condicdo com semelhancas fenotipicas a depressao clinica, e modelos
animais podem ser usados para a avaliacdo pré-clinica de antidepressivos (KUMAR;
KUHAD; CHOPRA, 2011). Vale salientar que o modelo de depressao induzido por
estresse crénico imprevisivel € um modelo de depressdo que mimetiza a depressao
humana com boa validade de face, construto e preditiva.

Receptores para GLP-1 sdo encontrados em varias areas cerebrais como
hipotalamo e tronco cerebral e parecem desempenhar importantes acdes neuroprotetoras
(WEINA, et al, 2018). Provavelmente, o GLP-1, seja melhor descrito como um
neuropeptideo com efeitos fisiolégicos e farmacoldgicos relevantes na ingestdo de
alimentos e no peso corporal a nivel de SNC, e também exerc¢a fungées neuromodulatorias
em doengas neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson e acidente vascular cerebral,
bem como depresséo e ansiedade (KNUDSEN, LAU, 2019).

A liraglutida, um agonista analogo da incretina GLP-1, devido aos seus efeitos
anti-inflamatoérios, antioxidantes e neuroprotetores no Sistema Nervoso Central (SNC),
também poderiam ser capazes de tratar doencas neurodegenerativas e doencas

neuropsiquiatricas (WEINA, et al., 2018). Estes efeitos, portanto, justificariam o uso deste
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farmaco na depressdo que, por sua vez, esta relacionada a processos inflamatorios e
oxidativos no SNC. Além disso, 0os antidepressivos convencionais tem seu inicio de acao
lento e possui varios efeitos adversos.

Assim, a pesquisa da acao antidepressiva da Liraglutida no modelo de
depressdo induzida por estresse cronico imprevisivel trard& uma perspectiva de
redirecionamento do uso clinico desse farmaco, chegando ao mercado em menor tempo.
N&o estamos nos referindo a cura, mas, reducdo dos sintomas da doenga, no qual o

estudo de novos farmacos ou redirecionamento é fortemente encorajado.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Estudar os efeitos comportamentais, metabdlicos e neuroquimicos do
incretinomimético liraglutida em modelo animal de depressdo induzido por estresse

crénico imprevisivel em camundongos fémeas.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar o efeito do tratamento do incretinomimético liraglutida sobre os
parametros comportamentais por modelo de depressdo e ansiedade induzido por

estresse crbénico imprevisivel em camundongos fémeas;

e Determinar as alteragbes induzidas pelo tratamento com LIRA no peso
corporal, peso das adrenais e glicemia capilar de camundongos fémeas submetidos

ao modelo de depressao induzido por estresse crénico imprevisivel.

e Investigar o efeito do tratamento com liraglutida sobre as alteracbes de
estresse oxidativo (TBARS, Nitrito e GSH) nas areas cerebrais do hipocampo e cortex

pré-frontal em modelo animal de depresséo induzido por estresse crénico imprevisivel,

e Avaliar o efeito do tratamento com liraglutida sobre as concentracdes de
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e concentracdes de corticosterona de
camundongos fémeas submetidas ao modelo animal de depressdo induzida por

estresse crbnico imprevisivel,

e Avaliar a histologia da adrenais, Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP),
morfologia dos neurbnios (Golgi-Cox); Sinaptossomas-MTT; e Receptor de

glicocorticoides (GR).
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4. Materiais e Métodos

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas, com peso entre 25-30g,
mantidos em numero de oito por caixa, provenientes do Biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Cearda (UFC) e mantidos em
ambientes com temperatura controlada (22+1°C), com ciclo claro/escuro de doze horas e
recebendo agua e comida a vontade, exceto nos periodos de estresse para inducdo de
comportamento depressivo. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa
Animal (CEPA) da UFC através do protocolo 76/2017 e os experimentos foram
conduzidos de acordo com o0 Guia de Cuidados e Usos de Animais de Laboratério do
Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos da América (NIH
1996).

4.2. Drogas

4.2.1 Liraglutida

Liraglutida (Laboratério Novo Nordisk) foi diluida em solucdo salina e
administrada por via subcutanea (s.c.), durante 7 dias consecutivos nas doses de
120pug/Kg ou 240ug/Kg. Estas doses correspondem a menor dose diaria usada em
humanos de 0,6 mg e a dose seguinte de 1,2 mg/Kg, respectivamente (NYBORG, et al.,
2012). Ap6s o ultimo dia de tratamento os animais foram submetidos aos testes de

comportamento.

4.2.2 Fluoxetina

Fluoxetina (FXT) (Sigma, St. Louis, USA) foi diluida em solugéo salina 0,9% e
administrada por via oral (v.0.), durante 7 dias consecutivos, na dose de 10mg/kg e
administrada em um volume de 0.1mL/10g através de uma cénula de acgo inox com agulha
curva de gavagem para camundongos (4cm) (KUMAR; KUHAD; CHOPRA, 2011).
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4.3 Desenho experimental

O protocolo (figura 8) foi proposto para avaliar os efeitos comportamentais,
metabdlicos e neuroquimicos da administracdo de LIRA no modelo animal de depresséo
induzido por estresse cronico imprevisivel (KUMAR; KUHAD; CHOPRA, 2011). Iniciamos o
protocolo com os animais na idade adulta e foram divididos da seguinte forma:

- Grupo controle (CTL): animais foram mantidos na caixa sem nenhum fator estressor
durante 21 dias. Adicionalmente, no 15° dia 0os animais receberam a administragéo diaria
de solucéao salina 0,9% por via subcutanea (s.c.).

- Grupo estresse cronico imprevisivel (ECI): animais foram mantidos na caixa e
submetidos aos fatores estressores, durante 21 dias. Adicionalmente, no 15° dia os
animais receberam a administracéo diaria de solucéo salina 0,9% por via s.c.

- Grupos tratados com Liraglutida (LIRA): animais foram submetidos a fatores
estressores durante 21 dias e a uma injecao diaria de LIRA (120ug/Kg ou 240ug/Kg) por
via s.c. entre 0 15 e 21° dias.

- Grupo tratado com Fluoxetina (FXT): animais foram submetidos a fatores estressores
durante 21 dias e a uma administracdo diaria de Fluoxetina (10mg/kg) por via oral (v.0.)

entre o 15° e 21° dias.

nicio d Inicio do Testes
nicio IO tratamento comportamentais
protocolo | com Lira ou e dissecagdo de
experimenta EXT areas cerebrais
0 15 22d
Controle Solugé&o salina 0,9% s.c
ECI ECI+ solucéo salina 0,9% s..c.
ECI ECI+ liraglutida 120 pg/Kg
ECI ECI+ liraglutida 240 pg/Kg
ECI ECI + fluoxetina 10mg/Kg

Figura 7. Fluxograma de tratamento
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No 22°dia do protocolo, apés meia hora da ultima administracdo de Liraglutida
ou FXT, os animais foram submetidos aos seguintes testes comportamentais (entre 8h e
14h): campo aberto, labirinto em cruz elevada (plus maze), labirinto em Y (Y-maze),
suspensao de cauda, nado forgcado, teste da borrifagem de sacarose (splash test),
reconhecimento de objeto novo, esquiva passiva, sendo que 0s animais ndo passaram por
todos os testes ao mesmo tempo. Os grupos realizaram no maximo quatro testes.
Imediatamente apos os testes comportamentais 0os animais foram eutanasiados para 0s
ensaios neuroquimicos, sendo (CF) e (HC) dissecados e rapidamente congelados e

armazenados a -80° até os ensaios.

4.4 Inducédo de depressdao por estresse cronico imprevisivel

Trinta minutos apés os tratamentos, os camundongos foram submetidos a fatores
estressores como descrito por (KUMAR; KUHAD; CHOPRA, 2011). Um fator estressante
foi aplicado uma vez ao dia durante 21 dias de modo que nao se repetiram durante o
protocolo de estresse, portanto imprevisiveis. Os fatores estressores foram aplicados

conforme o cronograma seguinte:

Estimulo estressor Tempo
Periodo
1°dia Natacdo em ambiente frio (12°C) 5 min Manha
2° dia Pinca da cauda 30s Tarde
3°dia Privacdo de agua e comida 24 h Noite
4° dia lluminag&o noturna 12 h Noite
5° dia Auséncia de estresse - -
6° dia Natacdo em temperatura ambiente (23 £ 2°C) 15 min Manha
7° dia Pinca da cauda 60 s Tarde
8° dia Natacdo em ambiente frio (12°C) 5 min Manha
9° dia lluminacgao noturna 12 h Noite

10° dia Auséncia de estresse - -
11°dia Natacdo em temperatura ambiente (23 £ 2°C) 10 min Manha
12° dia Pinca da cauda 90 s Tarde

13° dia Natacdo em ambiente frio (12°C) 5 min Manha
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14° dia Privacdo de agua e comida 24 h Noite
15° dia lluminacao noturna 12 h Noite

16° dia Auséncia de estresse - -

17°dia Pinca da cauda 60 s Tarde
18° dia Natacdo em temperatura ambiente (23 £ 2°C) 15min  Manha
19° dia Natacdo em ambiente frio (12°C) 5 min Manha
20° dia lluminag&o noturna 12 h Noite
21°dia Privacdo de agua e comida 24 h Noite

Figura 8. Cronograma de inducdo de depressdo por estresse cronico imprevisivel (KUMAR;
KUHAD; CHOPRA, 2011).

4.5 Testes comportamentais

4.5.1 Teste do Nado Forcado

O procedimento experimental consiste em colocar os animais individualmente
em cilindros de acrilico com dimensdes: altura de 35cm, didmetro de 18cm e contendo
20cm 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 (PORSOLT, et al., 1977). Considera-se
como imobilidade quando o animal faz apenas os movimentos minimos para manter a
cabeca fora da agua. O climbing € definido como o comportamento de escalada do

animal com suas patas dianteiras contra as paredes do cilindro.

Figura 9 — Teste de nado forcado

S
—

Fonte: Arquivo pessoal
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4.5.2 Teste de borrifagem de sacarose (splash test)

O “splash test” foi utilizado para avaliar o comportamento dos animais com
relacdo a auto-limpeza (grooming), apos borrifar duas vezes no dorso do animal uma
solugdo de sacarose a 10%. O tempo em que o0 animal permaneceu neste
comportamento foi cronometrado durante 5 minutos (Figura 10), assim como a laténcia
para iniciar o grooming e o numero de vezes de grooming. O “splash test” € um marcador
de auto cuidado, assim como comportamento motivacional, uma vez que animais
submetidos a modelos comportamentais de depressdo apresentam um tempo reduzido
de auto limpeza quando comparados aos animais controle. Em modelos animais de
depresséo, a administracao crénica de antidepressivos classicos aumenta o tempo gasto
neste comportamento (ISINGRINI, et al., 2010).

Figura 10— Teste de borrifagem de sacarose (splash test)

F U Laténcia

NuUmero de vezes
& Tempo

Figura: Arquivo pessoal

4.5.3 Teste de campo aberto

O campo aberto para camundongos é feito de acrilico (paredes transparentes e
piso preto, 30 x 30 x 15 cm) dividido em 9 quadrantes iguais. A metodologia de ARCHER,
(1973) foi utilizada para avaliar a atividade exploratdria do animal. Os principais parametros
para observacdo foram: nimero de cruzamentos nos quadrantes com as quatros patas
(movimentagado espontanea), numero de comportamentos de autolimpeza (“‘grooming”),
numero de levantamentos (“rearing”), registrados durante um tempo de 5 minutos, apos 1
minuto de habituag&o. Primeiramente, o animal & colocado no centro da arena, e apés 1
minuto é registrado o numero de cruzamentos, de grooming e de rearing. Esse teste foi
realizado no vigésimo segundo dia de tratamento com 0s animais apés tratados com as

substancias em teste.
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Figurall — Teste de campo aberto

1
<+ 4

Fonte: Arquivo pessoal

4.5.4 Teste de Labirinto em Cruz Elevado (Plus Maze)

Esse modelo de ansiedade é baseado na observacdo onde ratos e outros
roedores permanecem em lugar elevado e aberto. O plus-maze elevado foi baseado na
descricéo de LISTER, (1987). Ele consiste em bracgos cruzados (50 x 10 cm), sendo dois
bracos abertos e dois bracos fechados. O aparato € elevado a 70cm do chéo e o animal é
colocado no centro e permanece por 5min. E registrado o tempo e o nimero de vezes no
braco aberto e no braco fechado. Drogas como antidepressivos aumentam o tempo gasto
de entradas no braco aberto. Em contraste, o numero de entradas no braco fechado nédo
muda.

Figura 12 — Teste de labirinto em cruz elevado (plus maze)

Fonte: Arquivo pessoal

4.5.5 Teste de reconhecimento de objeto novo

O teste de reconhecimento de objetos é realizado baseando-se na tendéncia
natural do animal buscar o novo. No vigésimo segundo dia, o animal € habituado numa
arena de campo aberto quadrada (30 x 30 x 15) de acrilico transparente e base preta por
cinco minutos. Apds um curto espaco de tempo, o animal é colocado novamente na arena

contendo dois objetos iguais em cor, colocados de modo paralelos e afastados das
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paredes laterais uns cinco centimetros, para uma fase de familiarizacdo, por periodo de
cinco minutos (ANTUNES; BIALA, 2012; GOULART, et al., 2010). Entao, retira-se o
animal pelo tempo de quinze minutos e coloca-0 novamente na mesma arena,
substituindo um dos objetos familiares por um objeto novo, este sendo diferente na cor e
formato e registra o teste por cinco minutos, no qual o animal ird explorar o objeto familiar
e 0 novo. Exploracdo do objeto € definida pelo direcionamento do focinho a dois
centimetros ou menos, como também aproximacdo para tocar ou cheirar o objeto. Os
objetos e a arena sao limpos com alcool apds o uso de cada animal.

Para a andlise dos resultados, foi utilizado um indice de reconhecimento de
objeto novo, calculado pela formula: (ON — OF/ON + OF) x 100, onde ON é o tempo gasto
pelo animal para explorar o objeto novo e OF é o tempo gasto para explorar o objeto

familiar.

Figural3 — Teste de reconhecimento de objeto novo

Habltuagao Treino

Teste V

Fonte: Arquivo pessoal
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4.5.6 Teste de esquiva passiva

No vigésimo segundo dia de tratamento, foi realizado o teste de esquiva
passiva com o objetivo de avaliar a memaria aversiva recente (curta duracdo). O teste foi
realizado em uma sala isolada, sendo cada animal primeiramente habituado durante um
minuto no aparelho de esquiva passiva, este sendo um aparelho de acrilico (35cm x 28cm
x 50cm) com o piso eletrificado e uma plataforma nao eletrificada. Posteriormente, os
camundongos foram retirados por 30 segundos e colocados novamente na plataforma por
um tempo de 5 minutos (DeNoble, 1996). Normalmente o animal tende a explorar o
ambiente, e quando esse desce da plataforma, ele recebe um choque de 1 mA durante 1
segundo, sendo registrado o tempo de laténcia de descida da plataforma para o piso.

Apos o choque, o animal € retirado imediatamente e apos 15 minutos colocado
novamente na plataforma, sendo registrado o tempo de laténcia (memoria recente) de
descida para o piso, por um periodo de até 5 minutos. Na fase do teste, o animal néo leva
choque.

Figura 14 — Teste de esquiva passiva

Habituacéao
1 min
|

Treino - 5 min Apo6s 15 min Teste - 5 min
(laténcia) choque (laténcia)

Fonte: Arquivo pessoal

4.5.7 Teste de Labirinto em Y (Y-Maze)

A memoria operacional e a memoria de trabalho foram avaliadas pela taxa de
alternacOes espontaneas em um labirinto em Y (Figura 13) com trés bracos (40 x 5 x 16

cm) posicionados em angulos iguais como descrito anteriormente (DALL'IGNA, et al.,
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2007; YAMADA, et al., 1996). Antes do teste, os trés bracos foram identificados (A, B, C), e
o animal foi colocado no centro do aparato e esse alternou espontaneamente as entradas
nos bracos durante 8 minutos. A sequéncia dos bragos nos quais 0s animais entraram foi
entdo registrada e as informagfes analisadas de forma a determinar o nimero de entradas
no braco sem repeticao.

Uma alternacéao foi considerada correta quando o animal visitou um novo bracgo
e ndo retornou ao brago anteriormente visitado. Assim, a percentagem das alternacdes foi
calculada como a razéo entre o numero de acertos (n) e o numero de entradas realizadas

durante o periodo de observacdo (N-2), multiplicado por 100, conforme a férmula a

seguir: [% Alternacdes espontaneas = n/ N-2 x 100|

Figura 15 — Teste do labirinto em Y (Y-maze) — 8min

“\ A =

Apos 22° dia de tto ‘ ‘ Sequéncia de entrada

Fonte: Arquivo pessoal

4.6 Parametros metabdlicos

4.6.1 Peso das Adrenais

Apoés os testes comportamentais, imediatamente depois do teste da glicemia,
0os animais que foram decapitados, tiveram as glandulas adrenais direita e esquerda
retiradas e pesadas individualmente.

4.6.2 Determinacéo das alteracdes do peso corporal

O protocolo iniciou-se com os animais na fase adulta (25-30g), e 0 peso dos
animais foi verificado numa balanca digital a cada quatro dias durante todo o experimento

para a observacao da variacdo do peso em gramas (g).

4.6.3 Glicemia capilar
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No vigésimo segundo dia, imediatamente depois de realizados os testes
comportamentais, foi verificada a glicemia capilar dos animais través da retirada do
sangue do final da cauda. A leitura foi feita pelo sistema de medicdo de glicose no sangue
na tira reagente com o glicosimetro One Touch Ultra Mini (Johnson & Johnson). Essa

afericao foi realizada em animais com acesso livre a 4gua e comida.

4.7 Testes Neuroquimicos

ApOs o0s testes comportamentais, 0s animais foram sacrificados por
decapitacdo e seus cérebros foram removidos e lavados em salina gelada. As regides
cerebrais hipocampo (HC) e cortex pré-frontal (CF) foram dissecadas, armazenadas e
congeladas no freezer a -80 °C até a utilizacdo nos ensaios de estresse oxodativo. Foram
realizados estresse oxidativo (GSH, TBARS e Nitrito) do HC e do CF.

4.7.1 Determinacédo de glutationa reduzida (GSH)

A determinacéo dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH) foram avaliados para
estimar defesas enddgenas contra o estresse oxidativo. O método é baseado na reacéo de
reagente de Ellman (DTNB), com grupos tiol livres. As areas do cérebro foram diluidas em
tampdo de 0,02 M de EDTA (10% w / v) e adicionadas a uma solucdo de &cido
tricloroacético a 50%. ApoOs centrifugacdo (3000 rpm/15 min), o sobrenadante do
homogeneizado foi recolhido e os niveis de GSH foram determinados (SEDLAK; LINDSAY,
1968). Entéao, as amostras foram misturadas com 0,4 M de tampao tris-HCI, pH 8,9 e 0,01
M de DTNB. Niveis de GSH foram determinados por espectrofotometria a 412 nm,
calculados com base numa curva padréo de glutationa e expressos como ng de GSH/g de

tecido Gimido.

4.7.2 Niveis de espécies reduzidas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)

A determinacdo dos niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitlrico ou
peroxidacao lipidica foi avaliada pela mensuracdo de substancias tiobarbitlricas acido-
reativas (TBARS) nos homogenatos. As amostras foram homogenizadas com tampéao
fosfato de potassio monobasico 50 mM pH 7,4, 63uL do homogenato foi misturado a 100
ML de acido perclérico 35%, sendo estas centrifugadas (7000 rpm/15 min), no qual 150 L
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do sobrenadante foram recuperados e misturado com 50 uL de acido tiobarbiturico 1,2%, e
em seguida, estas amostras foram aquecidas em um banho de agua fervente por 30 min.
Apéds o resfriamento, a peroxidagéo lipidica foi determinada por absorbancia a 535 nm e
expressa como mcg de MDA / g de tecido umido (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).

4.7.3 Determinacédo dos niveis de nitrito

Na determinacdo dos niveis de nitrito, para avaliar os efeitos de tratamentos
com as respectivas drogas na producao de NO, foram determinados niveis de nitrito em
homogenatos dos cérebros dos camundongos imediatamente apds a decapitacdo em
todos os grupos. Apos centrifugacao (800 x g/10 min), o sobrenadante do homogeneizado
foi coletado e a producdo determinada com base na reacdo de Griess (GREEN;
GOLDMAN, 1981; RADENOVIC; SELAKOVIC, 2005). Para esse experimento 100 uL do
reativo de Griess (sulfanilamida a 1% / cloridrato de N-(1-naftil)- etilenediamina 0.1% /
acido fosforico a 5% / 4gua destilada, na proporcédo de 1:1:1:1) foi adicionado a 100 pL do
sobrenadante do homogenato tecidual e incubado a temperatura ambiente por 10 min. A
curva padrao foi elaborada com varias concentracdes de NaNO: (variando de 0,75 a 100
mM) sob as mesmas condi¢cdes e os brancos foram preparados pela adicado de 100 pL do
reativo de Griess a 100 pyL do tampéao usado para o homogenato. A absorbéancia foi medida

em leitor de microplacas em 560 nm e expressa em nM de nitrito / g de tecido imido.

4.8 Determinacao dos niveis de Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro
(BDNF)

Apés homogeneizagédo da area cerebral (hipocampo) a 10 volumes de tampéo
PBS pH 7,4 foi adicionado inibidores de protease (Sigma — Aldrich ) e o nivel de BDNF de
cada amostra foi quantificado por ensaio imunoenzimatico (ELISA; R&D Systems, USA) de
acordo com as instrucdes do fabricante. Os resultados foram expressos em picograma de

BDNF/ mg de tecido cerebral.

4.9 Determinagé&o dos niveis séricos de corticosterona

A determinacéo da corticosterona foi realizada de acordo com o método
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de fluorescéncia descrito anteriormente por (BUTTE, et al., 1978; MATTINGLY,
1962). Resumidamente, as amostras de sangue fresco foram centrifugadas (1700
xg, 10 min, 4°C) para separar o soro. Os corticosterdides livres de soro foram
extraidos por reacdo de diclorometano sob rotagdo moderada (33 rpm, 20 minutos,
4 ° C). A fase organica foi recolhida e incubada com reagente de fluorescéncia (7
volumes de acido sulfurico a 3 volumes de alcool etilico purificado) durante 13
minutos, protegido da luz e aquecendo a 4 ° C. A fluorescéncia foi medida em
CytationTM 3 Plate Reader (Biotek, EUA) usando os comprimentos de onda de 470
um para excitacdo e 540 um para emissédo. A corticosterona sérica foi expressa em
png de corticosterona / ml de soro utilizando uma curva padrdo de corticosterona

variando de 100 a 0,5 pg de corticosterona / ml de soro.

4.10 Histologia das adrenais por eosina/hematoxilina

Apé6s os animais terem sido sacrificados, além do cérebro, as adrenais
foram retiradas e imersas em solucdo de formol a 10% (1L = 900ml de &gua
destilada + 100ml de formol PA) e antes que se passassem 10 dias, essas foram
colocadas em cassetes histologicos identificados por siglas com solucao de fixacao
até a parafinizacdo. Em seguida, foram cortadas e coradas com

eosina/hematoxilina. Posteriormente foram fotografadas (Nikon ECLIPSE N: 10x) e

mensuradas através do software image J em mm?2.

4.11 Proteina acida fibrilar glial - GFAP

Os animais de cada grupo foram anestesiados com xilazina e cetamina (10
mg/kg e 40 mg/kg, intraperitoneal) e perfundidos intracardiacamente com salina 20 ml,
seguido por paraformaldeido 20 ml a 4% em PBS por trés vezes. Os cérebros foram
removidos e pos-fixados em 4% de PFA por 2 h e imersos por incubacdo em 30%
sucrose/0,1 M de tampéo fosfato. Uma vez retirados desta solu¢do, os cérebros foram
embebidos em Tissue-Tek (SakuraAméricas, EUA), congeladas a - 21°C. Os cérebros
foram cortados em sec¢des coronais de 15um, utilizando um Criostato CM1850 para cortes
em congelacédo e acessorios da marca Leica Mikrosysteme. Fatias do hipocampo foram
recolhidas em série e armazenadas, na forma de seccdes flutuantes imersas em PBS com
0,01% de NaN3 (azida de soédio, em p6 a partir de Sigma-Aldrich™, EUA), sendo
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posteriormente lavadas novamente com PBS, fixadas e montadas em laminas silanizadas.
As laminas foram retiradas da geladeira e deixadas em temperatura ambiente por quinze
minutos. Incubadas com metanol 100% por cinco minutos a temperatura ambiente ou com
PFA 4% por dez minutos a temperatura ambiente. Em seguida, lavadas por trés vezes com
PBS gelado com intervalos de cinco minutos. Para recuperacdo antigénica foram
incubadas com tampéo citrato de sédio (10 mM, 0,05% Tween 20%, pH 6.0) por dez
minutos a 90° e lavadas novamente por trés vezes com PBS gelado e intervalo de cinco
minutos. Para permeabilizacdo da membrana foram incubadas comtampéao PBS contendo
0,5% triton x-100 por 20 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, lavadas 3 vezes
com PBS gelado com intervalos de cinco minutos. Incubadas com solucao de blogqueio (1%

BSA e 22,52 mg/ml de glicina no PBS com Tween 20.

Os cortes por sua vez passaram pelo processo de recuperagdo antigénica,
sendo posteriormente realizada a imunomarcacdo de acordo com protocolo padréo, onde
secbes cerebrais foram incubadas com anticorpo de cabra policlonal anti-GFAP (MNK
4428, Wako pure Chemicals, Neuss, Germany) diluido na proporcdo de 1:400 em PBS com
albumina sérica bovina a 5% (HARRISON et al., 2007). Os cortes permanceram incubados
nesse anticorpo por 12 horas a 4°C, sendo subsequentemente incubadas com o anticorpo
secundario anti-goat IgG-Alexa-F 488 (Invitrogen, USA), diluido na proporcao de 1:400 em
PBS com albumina sérica bovina a 5% (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) por 2 horas em
temperatura ambiente (25°C) (AHMED et al., 2007). Por fim, os cortes foram marcados
com 2-(4- Amidinophenyl)-6-indolecarbamidine dihydrochloride (DAPI) (SigmaAldrich, USA)
por 20 minutos segundo orientacdes do fabricante, para marcacdo nuclear. As laminas
foram entdo montadas com solucdo anti-desbotamento ProlongGold (Invitrogen, USA) e
fotografadas, na magnificancia de 10x e de 20x em leitor de |laminas e 34 microplacas
Cytation 3 ImageReader (Biotek Instruments). A analise das imagens foi realizada com o
Software Fiji ImageJ® versdo para windows, sendo feita a quantificacdo de astrocitos por

fatia cerebral nas regidbes CAl1, CA3 e GD.

4.12 Coloracéo de Golgi-Cox

O método de Golgi-Cox é considerado uma das técnicas mais bem estabelecidas
para o estudo da arborizagdo dendritica e densidade sinaptica em cérebro de mamiferos.
Nesse estudo, foi reproduzido o método de coloracéo histoquimica de Golgi-Cox adaptado

segundo (Zaqout and Kaindl, 2016). Para tanto, apds o sacrificio por decaptacdo, cada
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cérebro foi rapidamente dissecado, lavado com agua bi-destilada, e cortado ao meio em
dois hemisférios. As amostras foram entdo fixadas em solucdo 4% de para-formaldeido
(PFA) por 1 hora, apés o qual, foram gentilmente transferidas para frascos ambar
individuas preenchidos com solugéo Golgi-Cox de impregnacéo (5% K2 Cr2 O7,5% HgCI2;
5% K2 Cr O4). Apos 24 horas, os cérebros foram transferidos para um frasco com uma
nova solucao de Golgi-Cox e mantidos por 14 dias a temperatura ambiente e protegidos da
luz. ApoOs esse periodo, as amostras foram lavadas com &gua bi-destilada e transferidas
para um novo frasco contendo solucdo crioprotetora. As amostras foram mantidas nessa
solucéo por 4 a 7 dias, protegidas da luz e a 4°C. Diariamente, a solucdo protetora foi
removida e substituida por uma solucéo fresca. As amostras entdo foram incluidas em um
bloco de agarose 4%, e cortadas em aparelho de vibratomo (Microm; HM_650V, Thermo
Fisher Scientific Inc., Germany) com espessura de 100 um. Foram feitas secc¢bes de
hipocampo segundo as coordenadas AP -2.0 mm do bregma, ML +1.4 mm, DV -1.5 mm.
AP: -3.8 mm do bregma, ML +3.0 mm, DV -1.5 mm, conforme (Huang et al., 2012). As
seccdes de tecido foram entdo coletadas com uma pinga ndo metalica e transferidas para
laminas revestidas com solucdo de gelatina 4%. Aplicar-se-4 uma pressao horizontal para
baixo nas amostras no sentido de desprende-las do molde de agarose. As laminas foram
entdo transferidas para estantes e mantidas a temperatura e ar ambiente por 2 dias para
secagem. Apos isso, elas foram incubadas em solucao de etanol 50% por 5 minutos e, em
seguida, em solucao de tiossulfato de sddio por 10 minutos protegidas da luz. As amostras
foram contra-coradas com cresil violeta 1%, e passaram por desidratacfes sucessivas com
banhos de etanol 70, 95, e 100% por 6 minutos cada. Ao fim, foram mantidas em xilol até o
processo de montagem para leitura. As laminas foram cobertas com laminulas de vidro e
seladas com solucdo impermeavel. Foram entdo visualizadas em microscopio de luz
Olympus 1X81 (Zeiss, Goéttingen, Germany), e as imagens resultantes serdo processadas

usando Image J Software.

4.13 Sinaptossomas MTT

As areas cerebrais do hipocampo foram escolhidas e maceradas em
solucao sacarose gelada no “potter’, sendo 1 mL de solu¢cdo sacarose para cada
hipocampo, sendo homogeneizadas. Logo ap0s esse processo, foram centrifugadas

a 3000G por 10 min, 4°C e sobrenadante coletados. Entdo, centrifugado novamente
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o sobrenadante a 14000G por 12 min, 4°C. Descartado o sobrenadante e
ressuspendido o pellet em 1 mL de solucdo com gradiente osmoético de Percoll
45%, separando os restos de membranas dos sinaptossomas de uso. Centrifugado
novamente a 14000G por 2 min, 4°C e coletado a camada superior e ressuspendido
em 1 mL de tampé&o Krebs. Centrifugado novamente a 14000G por 2 min a 4°C. Foi
descartado o sobrenadante e ressuspendido o pellet em 1 mL de tampédo Locke. A
proteina foi dosada pelo método de Bradford. Pipetado 80ug por poco de
sinaptossomas. Adicionado a Liraglutida com a curva de concentragao (1,875; 3,75;
7,5; 15; 30; 60; 120; 240ug/ml). A placa foi incubada na estufa 5% CO2, 37°C por
duas horas. Adicionado MTT (methylthiazolyldiphenil-tetrazolium) a 0,5mg/ml e
incubado por uma hora a 37°C. Entdo, foi acrescentado 50ul de DMSO puro e
deixado agir por 30 minutos. A placa foi quantificada por espectrofotbmetro a

570nm sob agitacdo por um minuto.

4.14 Receptor de Glicocorticdide - RG

Os animais de cada grupo foram anestesiados com xilazina e cetamina (10
mg/kg e 40 mg/kg, intraperitoneal) e perfundidos intracardiacamente com salina 20 ml,
seguido por paraformaldeido 20 ml a 4% em PBS por trés vezes. Os cérebros foram
removidos e poés-fixados em 4% de PFA por 2 h e imersos por incubagdo em 30%
sucrose/0,1 M de tampéo fosfato. Uma vez retirados desta solugcédo, os cérebros foram
embebidos em Tissue-Tek (SakuraAméricas, EUA), congeladas a - 21°C. Os cérebros
foram cortados em sec¢des coronais de 15um, utilizando um Criostato CM1850 para cortes
em congelacdo e acessoérios da marca Leica Mikrosysteme. Fatias do hipocampo foram
recolhidas em série e armazenadas, na forma de secc¢oes flutuantes imersas em PBS com
0,01% de NaN3 (azida de soédio, em p6 a partir de Sigma-Aldrich™, EUA), sendo
posteriormente lavadas novamente com PBS, fixadas e montadas em laminas silanizadas.
As laminas foram retiradas da geladeira e deixadas em temperatura ambiente por quinze
minutos. Incubadas com metanol 100% por cinco minutos a temperatura ambiente ou com
PFA 4% por dez minutos a temperatura ambiente. Em seguida, lavadas por trés vezes com
PBS gelado com intervalos de cinco minutos. Para recuperagdo antigénica foram
incubadas com tampéo citrato de sodio (10 mM, 0,05% Tween 20%, pH 6.0) por dez
minutos a 90° e lavadas novamente por trés vezes com PBS gelado e intervalo de cinco

minutos. Para permeabilizacdo da membrana foram incubadas com tampé&o PBS contendo
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0,5% triton x-100 por 20 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, lavadas 3 vezes
com PBS gelado com intervalos de cinco minutos. Incubadas com solucéo de bloqueio (1%
BSA e 22,52 mg/ml de glicina no PBS com Tween 20. ApGs as laminas estarem no
anticorpo primario anti-mouse Receptor de Glicocorticoide, estas foram lavadas
trés vezes com intervalos de 5 minutos com tampao fosfato-salino PBS e colocado
o anticorpo secundario Alexa Fluo 594 Anti-mouse (vermelho —abcam). Sendo
entdo diluido na proporcdo de 1:400 e calculado o volume de 250 pl por lamina.
Logo apoés, foi aguardado um periodo de 1 hora e trinta minutos e lavado
novamente por trés vezes com PBS num intervalo de 5 minutos. Apds esse
periodo, foi adicionado NeuN (ja conjugado com o fluor6foro), diluido em 1:200 e
calculado o volume de 250 ul por lamina. Logo apés, foi deixado novamente por um
periodo de 1 hora e trinta minutos. Apds isso, lavado novamente por trés vezes
com intervalos de cinco minutos com a solucdo de PBS. Por fim os cortes foram
marcados com 2-(4- Amidinophenyl)-6-indolecarbamidine dihydrochloride (DAPI)
(SigmaAldrich, USA) por 15 minutos segundo orientagdes do fabricante, para marcagao
nuclear. Em seguida, foi lavado por cinco vezes com a solucdo de PBS e as laminas foram
entdo montadas com solucdo anti-desbotamento ProlongGold (Invitrogen, USA) e
fotografadas, na magnificancia de 10x e de 20x em leitor de |laminas e 34 microplacas
Cytation 3 ImageReader (Biotek Instruments). A andlise das imagens foi realizada com o
Software Fiji ImageJ® versdo para windons, sendo feita a quantificacdo de micréglia por

fatia cerebral nas regides CAl, CA3 e GD.

4.15 Anélise Estatistica

A andlise dos dados foi realizada através do software Graph Prism versdo 6.0
para Windows, GraphPad Software Inc, San Diego Califérnia EUA Copyright©. Os
resultados foram expressos como média + EPM e foram comparados por analise de
variancia (one-way ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para comparacdes mudltiplas,
exceto na esquiva passiva (two-way ANOVA seguido por Bonferroni’s) e histologia adrenal
(one-way ANOVA seguido de Dunnets). As diferengas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p< 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliagdo comportamental

5.1.1 Efeitos da administracdo da LIRA ou FXT sobre as alteracdes
comportamentais em modelo de depressédo induzido pelo ECI no teste de nado
forcado.

Na Fig.16A, no teste de nado forcado, os resultados mostraram que houve
diferenca significativa [F(4,37)=23.32 P < 0,0001] com aumento do tempo de imobilidade
entre o grupo CTL para o grupo ECI p < 0,01. Entre o grupo ECI e o grupo tratado ECI +
LIRA 120, foi observado uma reducgéo significativa do tempo de imobilidade p < 0,01.
Resultado semelhante foi encontrado entre o grupo ECI e o grupo ECI tratado com LIRA
240, apresentou uma reducao do tempo de imobilidade p < 0,001. O grupo ECI + FXT néo
apresentou diferenca significativa com o grupo apenas ECI. Na Fig.16B, com relacdo ao
tempo de climbing ndo houve diferenca significativa entre o grupo CTL e o grupo ECI.
Nossos resultados mostraram diferenca significativa [F(4,87)=5.843 P=0,0003], entre o
grupo ECI e o grupo ECI + LIRA 120 com um aumento do tempo de climbing no grupo
tratado p < 0,05. Resultado semelhante foi encontrado entre o grupo ECI e o grupo ECI +

FXT, mostrado um aumento do tempo de climbing p < 0,01.

Fig. 16A Alteracdo do tempo de imobilidade do teste de nado forcado e 16B. Tempo de
climbing nos animais submetidos ao modelo de depressdo induzida pelo estresse crbnico
imprevisivel e submetidos ao tratamento com LIRA ou FXT.
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Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, os
animais receberam LIRA (120ug/kg; s.c) ou LIRA (240 pg/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). Cada barra
representa a meédia + erro padrdo da média (SEM) (n = 16-20 animais por grupo) de acordo com one-way
ANOVA seguido pelo teste de post hoc Tukey’s. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5.1.2 Efeitos da administracdo da LIRA ou FXT, sobre as alteracdes
comportamentais em modelo de depressdao induzido pelo estresse crénico

imprevisivel no teste de borrifagem de sacarose (splash test).

Como mostra a Fig.17A, ndo houve diferenca significativa entre o grupo CTL e o
grupo ECI. A administracao cronica de LIRA 120 reverteu diminuindo significativamente
[F(4,41) = 4.039; P = 0.0075] a laténcia do grooming dos animais quando comparado com
o grupo ECI p < 0,05. Esse comportamento nao foi revertido no grupo ECI + LIRA 240
quando comparado com o grupo ECI. Semelhantemente, o grupo ECI + FXT também
reduziu a laténcia do grooming quando comparado ao grupo ECI p < 0,05. Os demais
grupos ndo apresentaram alteragdes significativas. Na Fig.17B, com relagdo a duracéo do
grooming, houve diferenca significativa [F(4,44)= 26,86 P<0,0001] entre o grupo CTL e o
grupo ECI, mostrando um aumento da duragcdo do grooming no grupo ECI. A duracdo
também aumentou no grupo ECI + LIRA 240 p < 0,0001quando comparado ao grupo ECI,
assim como o grupo FXT aumentou p < 0,05 em relagdo ao ECI. Na Fig.17C, houve um
aumento significativo [F(4,40)=7.160 P=0,0002] entre o grupo CTL e o grupo ECI + LIRA
240, com aumento do numero de grooming do grupo ECI + LIRA 240 p < 0,01.

Fig.17. Laténcia de grooming 17A, duracdo de grooming 17B e n° de grooming 17C no
Teste de borrifagem de sacarose dos animais submetidos ao modelo de depressédo induzida por

estresse cronico imprevisivel e submetidos ao tratamento com LIRA ou FXT.
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Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, 0s
animais receberam LIRA (120pg/kg; s.c) ou LIRA (240 pg/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). Cada barra
representa a média + erro padrao da média (SEM) (n = 07-14 animais por grupo) de acordo com one-way
ANOVA seguido pelo teste de post hoc Tukey’s. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001.
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5.1.3 Efeitos da administracdo da LIRA ou FXT, sobre as alteracdes
comportamentais em modelo de depressdo induzido pelo estresse crénico

imprevisivel no teste de campo aberto.

No teste de campo aberto [F(4,40) = 5.586 P=0,0011], nossos resultados
mostraram que nao houve diferenca significativa no nimero de cruzamentos entre o0 grupo
CTL e o grupo ECI. No entanto, o grupo ECI + LIRA 120 apresentou um aumento no
namero de cruzamentos em relacdo ao grupo ECI (p<0,01). Resultado semelhante foi
observado no grupo ECI + LIRA 240 quando comparado ao grupo ECI (p<0,01). O grupo
ECI + FXT néo apresentou diferenca significativa no nUmero de cruzamentos com 0 grupo
ECI (Fig. 18A). Em relacao a rearing e a grooming ndo houve alterac6es significativas (Fig.
18B e 18C).

Fig. 18A. Alteracdo da atividade locomotora em campo aberto, 18B. niumero de grooming
e 18C. numero de rearing nos animais submetidos ao modelo de depresséo induzida pelo estresse

crdnico imprevisivel e submetidos ao tratamento com LIRA ou FXT.
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Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, 0s
animais receberam LIRA (120ug/kg; s.c) ou LIRA (240 ug/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). Cada barra
representa a média + erro padrao da média (SEM) (n = 08-10 animais por grupo) de acordo one-way ANOVA

seguido pelo teste de post hoc Tukey. **p<0,01
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5.1.4 Efeitos da administracdo da LIRA ou FXT, sobre as alteracdes
comportamentais em modelo de depressdo induzido pelo estresse crénico

imprevisivel no teste de labirinto em cruz elevada (plus maze).

No teste de labirinto em cruz elevada, nossos resultados mostraram que nao
houve diferenca significativa no percentual de tempo de permanéncia nos bracos abertos
entre nenhum dos grupos (Fig. 19A). No entanto, com relagdo ao percentual de entradas
nos bragos abertos (Fig.19B) houve reducéo significativa do grupo CTL para o grupo ECI,
[F(4,41)=5.018 P=0,0022], e o grupo tratado com LIRA na maior dose mostrou um
aumento do percentual de entradas nos bragos abertos quando comparado ao grupo ECI
p<0,001, enquanto que o grupo ECI + FXT n&o apresentou diferenca significativa com o
grupo ECI. O total de entradas observado na Fig.19C ndo apresentou diferenca
significativa entre o grupo CTL e o grupo ECI. Entretanto, houve um aumento do total de
entradas do grupo ECI para o grupo ECI + LIRA 120, [F(4,41)=12.84 P<0,0001]. Resultado
semelhante foi observado no grupo ECI quando comparado com o grupo ECI + FXT com
p<0,0001

Fig. 19A. Alteracdo do percentual do tempo de permanéncia nos brag¢os abertos; 19B. %
de entrada nos bracos abertos e 19C. nimero total de entradas nos animais submetidos ao modelo de

depressao induzida pelo estresse crénico imprevisivel e submetidos ao tratamento com LIRA ou FXT.
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Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre 0 15° e 21° dias de tratamento, os animais
receberam LIRA (120ug/kg; s.c) ou LIRA (240 pg/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). Cada barra representa a
média + erro padréo da média (SEM) (n = 08-10 animais por grupo) de acordo one-way ANOVA seguido pelo
teste de post hoc Tukey. * p < 0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001
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5.1.5 Efeitos da administracdo da LIRA ou FXT, sobre as alteracdes
comportamentais em modelo de depressdo induzido pelo estresse crénico

imprevisivel no teste de teste de reconhecimento de objeto novo.

No teste de reconhecimento de objetos, o estresse crbnico imprevisivel nao
promoveu diminuicdo significativa do grupo ECI quando comparado ao grupo controle
F(4,53)=3,369 P= 0,0157. N&o houve diferenca no déficit de memadria de curta duracao
com indice de reconhecimento de objetos no grupo ECI e nem os grupos tratados com
LIRA 120 e LIRA 240, como também o grupo tratado com FXT. O grupo ECI + LIRA 120 e
ECI + FXT apresentaram uma tendéncia no que se refere ao aumento do indice de
reconhecimento de objeto novo em relacdo ao grupo estressado. A reducao da diferenca
da média do grupo ECI em relacdo ao controle é de 0,3755 (64,55%). E a diferenca da
média do grupo ECI e ECI + LIRA 120 é de -0,3485 (62,82%).

Fig. 20. Alteragdo do indice de reconhecimento do objeto novo nos animais submetidos
ao modelo de depresséao induzida pelo estresse crénico imprevisivel e submetidos ao tratamento com
LIRA ou FXT.
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Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, os
animais receberam LIRA (120ug/kg; s.c) ou LIRA (240 pg/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). Cada barra
representa a média + erro padrao da média (SEM) (n = 08-10 animais por grupo) de acordo one-way ANOVA
seguido pelo teste de post hoc Tukey.
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5.1.6 Efeitos da administracdo da LIRA ou FXT, sobre as alteracdes
comportamentais em modelo de depressdo induzido pelo estresse crénico

imprevisivel no teste de esquiva passiva.

No teste de esquiva passiva, nossos resultados mostraram que ndo houve
diferenca significativa no tempo (S) nos grupos entre si durante o treino (Fig.21). No
entanto existe diferenga significativa {F(4,66)=2.677 P=0,0393} do CTL do teste com todos
0S grupos do treino e do grupo ECI do teste com o grupo CTL (treino) F((1,66)=52,54 P <
0,0001 e ECI do teste com o grupo ECI + LIRA 240 (treino) F(4,66)=3.024 P=0,0237. No
teste, houve reducao significativa do tempo do grupo CTL com relagdo ao grupo ECI, p <
0,01, CTL com relag&o ao grupo LIRA 120, p < 0,01 e CTL com relagéo ao grupo FXT, p <
0,0001 (Fig.21).

Fig. 21 Alteracdo do tempo (s) do teste de esquiva passiva nos animais submetidos ao

modelo de depresséo induzida pelo estresse crénico imprevisivel e submetidos ao tratamento com
LIRA ou FXT.
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Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, os
animais receberam LIRA (120ug/kg; s.c) ou LIRA (240 ug/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). Cada barra
representa a média + erro padrdo da média (SEM) (n = 07-09 animais por grupo) de acordo two-way ANOVA

seguido pelo teste de post hoc Bonferroni’s. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5.1.7 Efeitos da administracdo da LIRA ou FXT, sobre as alteracdes
comportamentais em modelo de depressdo induzido pelo estresse crénico

imprevisivel no teste de labirinto em Y (Y-maze).

No teste de labirinto em Y (Fig.22), o grupo CTL ndo apresentou diferenca
significativa com o grupo ECI, porém o grupo ECI tratado com LIRA 120 mostrou resultado
significante no % de alternancia correta quando comparado com o grupo ECI apenas
F(4,60)=2.754 P=0,360. O grupo ECI + LIRA 240 n&o mostrou resultado significativo em

relacdo ao ECI, como também o grupo ECI + FXT em relacdo ao ECI.

Fig.22. Alteracdo de memoria operacional nos animais submetidos ao modelo de

depressao por estresse crénico imprevisivel e submetidos ao tratamento com LIRA ou FXT.
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Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, 0s
animais receberam LIRA (120ug/kg; s.c) ou LIRA (240 ug/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). Cada barra
representa a média + erro padrdo da média (SEM) (n = 13-17 animais por grupo) de acordo com one-way

ANOVA seguido pelo teste de post hoc Tukey’s. *p<0,05.
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5.2 Avaliacédo da glicemia, peso das adrenais e peso dos animais.

5.2.1 Efeitos da administracdo da LIRA ou FXT, sobre a glicemia capilar

verificada em modelo de depresséo induzido pelo estresse crénico imprevisivel.

Na verificacdo da glicemia capilar [F(4,28) = 18.17 P<0,0001], nossos resultados
mostraram que nao houve diferenca significativa no valor da glicemia entre os grupos CTL
e ECI Fig.23. Houve uma diminuigdo da glicemia do grupo ECI + LIRA 120 quando
comparado ao grupo ECI como também ao grupo CTL, p < 0,0001. Semelhantemente o
grupo ECI + LIRA 240 reduziu a glicemia em relagdo ao grupo ECI, p < 0,01. Verificamos

que o grupo ECI + FXT diminuiu a glicemia comparado ao grupo CTL, p < 0,001.

Fig.23 Glicemia capilar dos animais submetidos ao modelo de depresséo induzida por
estresse cronico imprevisivel e submetidos ao tratamento com LIRA ou FXT.
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Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, 0s
animais receberam LIRA (120pg/kg; s.c) ou LIRA (240 pg/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.o. Cada barra
representa a média + erro padrao da média (SEM) (n = 05-07 animais por grupo) de acordo com one-way
ANOVA seguido pelo teste de post hoc Tukey’s. **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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5.2.2 Efeitos da administracédo da LIRA ou FXT, sobre o peso das adrenais

verificados em modelo de depresséo induzido pelo estresse cronico imprevisivel.

Nossos resultados mostraram que n&do houve diferenca significativa entre os
grupos com relacdo ao peso da glandula adrenal direita [F(4,26)=1.412 P=0,2578] Fig.24A.
Porém, em relacdo ao peso da glandula adrenal esquerda, os resultados mostraram um
aumento da glandula adrenal esquerda no grupo ECI e uma reversédo do peso quando
foram tratados com LIRA 120 p < 0,01 e LIRA 240 p < 0,05 [F(4,28)=5.770 P=0,0016]. O

grupo ECI + FXT néo apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo ECI.

Fig.24A e 24B Peso das adrenais direita e esquerda respectivamente dos animais
submetidos ao modelo de depresséo induzida por estresse crénico imprevisivel e tratados com LIRA
ou FXT.
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B)

Glandula Adrenal Esquerda

Peso de tecido tmido (mg)

ECI

CTL-controle; ECl-estresse cronico imprevisivel; LIRA-liraglutida; FXT-fluoxetina

Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, 0s
animais receberam LIRA (120ug/kg; s.c) ou LIRA (240 pg/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). No 22° dia foram
eutanasiados e retirados hipocampo e cortex pré frontal. Cada barra representa a média + erro padrdo da
média (SEM) (n = 06-07 animais por grupo) de acordo com one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc
Tukey’s. *p<0,05; **p<0,01.
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5.2.3 Efeitos da administracédo da LIRA ou FXT, sobre a variacdo do ganho
de peso dos animais verificado em modelo de depresséao induzido pelo estresse

crénico imprevisivel.

Nosso resultado mostrou diferenca significativa entre o grupo CTL e ECI,
F(4,27)=8.493 P=0,0001. Os grupos ECI tratados com LIRA 120 e LIRA 240, como mostra
a Fig.25, conseguiram reverter o ganho de peso (g) quando comparados com 0 grupo
apenas estressado (ECI), p < 0,01. No entanto ndo foi encontrado diferenga significativo

entre o grupo ECI e o grupo tratado com FXT.

Fig.25 Ganho de peso dos animais submetidos ao modelo de depressado induzida por

estresse cronico imprevisivel e tratados com LIRA ou FXT.
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CTL-controle; ECl-estresse cronico imprevisivel; LIRA-liraglutida; FXT-fluoxetina

Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, 0s
animais receberam LIRA (120ug/kg; s.c) ou LIRA (240 pg/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). No 22° dia foram
eutanasiados e retirados hipocampo e cortex pré frontal. Cada barra representa a média + erro padrdo da
média (SEM) (n = 07-08 animais por grupo) de acordo com one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc
Tukey’s. **p<0,01; ***p<0,001.
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5.3 Avaliacdo Neuroquimica

5.3.1 Efeitos do ECI, LIRA e FXT sobre as concentracdes de glutationa

reduzida em areas cerebrais de camundongos.

Conforme Fig.26A, o0s resultados mostraram que néo houve diferenca
significativa dos niveis de expressdo entre os grupos CTL e ECI realizados na area do
cortex pré-frontal. Também entre os grupos ECI néo foi apresentado resultado significativo
entre os mesmos. No entanto, houve um aumento significativo do grupo ECI + LIRA 240
gquando comparado com o grupo CTL p < 0,01. Na Fig.26B, na area do hipocampo, os
resultados mostram uma reducéo significativa de GSH no grupo ECI quando comparado ao
grupo CTL p < 0,05. Resultado semelhante também foi observado no grupo ECI + FXT

guando comparado ao grupo CTL, p < 0,05.

Fig.26 Expresséo de glutationa reduzida (GSH) no cértex pré-frontal 26A e hipocampo 2B
dos animais submetidos ao modelo de depressédo induzida por estresse crénico imprevisivel e
tratados com LIRA ou FXT.
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Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, 0s
animais receberam LIRA (120ug/kg; s.c) ou LIRA (240 ug/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). No 22° dia foram
eutanasiados e retirados hipocampo e cortex pré frontal. Cada barra representa a média = erro padrdo da
média (SEM) (n = 05-14 animais por grupo) de acordo com one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc
Tukey’s. *p<0,05; **p<0,01.
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5.3.2 Efeitos do ECI, LIRA e FXT sobre os niveis de substancias reativas ao

acido tiobarbiturico (TBARS) em areas cerebrais de camundongos.

Nossos resultados ndo mostraram que ndo houve diferenca significativa entre os
grupos CTL e ECI. Nem tampouco entre o grupo ECI e os grupos tratados com LIRA 120
ou LIRA 240 ou FXT como apresentado na Fig.27A que representa a area do cértex pré-
frontal. Podemos observar na Fig.27B, representando a area do hipocampo que nao
apresentou resultado significativo entre o grupo CTL e o grupo ECI, porém observamos
uma reducdo significativa do grupo LIRA 240 em relacdo ao CTL p < 0,05, assim como
observamos também uma diminuicdo dos niveis de TBARS do grupo LIRA 240 quando
comparado com o grupo ECI p < 0,05. Quanto ao grupo ECI + FXT, também néo

apresentou resultado significativo em relacéo ao grupo CTL.

Fig.27 Expressao de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico no cértex pré-frontal 27A
e hipocampo 27B dos animais submetidos ao modelo de depressao induzida por estresse crénico

imprevisivel e tratados com LIRA ou FXT.
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B)
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CTL-controle; ECIl-estresse cronico imprevisivel; LIRA-liraglutida; FXT-fluoxetina

Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, 0s
animais receberam LIRA (120ug/kg; s.c) ou LIRA (240 ug/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). No 22° dia foram
eutanasiados e retirados hipocampo e cortex pré frontal. Cada barra representa a média + erro padrdo da
média (SEM) (n = 05-06 animais por grupo) de acordo com one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc
Tukey’s. *p<0,05.
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5.3.3 Efeitos do ECI, LIRA e FXT sobre as concentracdes de nitrito em

areas cerebrais de camundongos.

Na Fig.28A que representa os niveis de nitrito na area pre-frontal, podemos
observar que nao apresentou resultado significativo entre os grupos CTL e ECI. Os grupos
tratados com LIRA 120 ou LIRA 240 ou FXT n&o demonstraram diferenga significativa com
relacdo ao grupo somente ECI. Houve um aumento dos niveis de nitrito do grupo LIRA 120
guando comparado com o grupo ECI + FXT, p < 0,05. Na Fig.28B, os resultados dos niveis
de nitrito no hipocampo ndo se mostraram significativos entre nenhum dos grupos

apresentados.

Fig.28 Expressédo dos niveis de nitrito no cortex pré-frontal (28A) e hipocampo (28B) dos
animais submetidos ao modelo de depresséao induzida por estresse crénico imprevisivel e tratados
com LIRA ou FXT.
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CTL-controle; ECl-estresse cronico imprevisivel; LIRA-liraglutida; FXT-fluoxetina

Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, 0s
animais receberam LIRA (120ug/kg; s.c) ou LIRA (240 pg/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). No 22° dia foram
eutanasiados e retirados hipocampo e cortex pré frontal. Cada barra representa a média + erro padrdo da
média (SEM) (n = 04-06 animais por grupo) de acordo com one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc

Tukey’s.
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5.3.4 Efeitos do ECI, LIRA e FXT sobre as concentracbes de BDNF em area

cerebral de camundongos.

Na Fig.29, podemos observar que os resultados ndo demonstraram diferenca
significativa entre os grupos CTL E ECI, apesar da tendéncia do grupo ECI ser menor.
Todavia, houve um aumento significativo da concentragdo de BDNF do grupo ECI + LIRA
120 quando comparado com o grupo ECI [F(4,31)=8.952 P < 0,0001]. Semelhantemente,
podemos observar um aumento das concentracdes de BDNF no grupo ECI + LIRA 240 em
relacdo ao grupo ECI p < 0,0001. Ainda podemos dizer que o grupo ECI tratado com FXT
nao demonstrou aumento significativo quando comparado ao grupo ECI apenas.

Fig.29 Concentracbes dos niveis de BDNF em area cerebral do hipocampo dos animais
submetidos ao modelo de depressao induzida por estresse crdonico imprevisivel e tratados com LIRA
ou FXT.
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Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, 0s
animais receberam LIRA (120ug/kg; s.c) ou LIRA (240 pg/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). No 22° dia foram
eutanasiados e retirados hipocampo. Cada barra representa a média + erro padrédo da média (SEM) (n = 05-
09 animais por grupo) de acordo com one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc Tukey’s. ***p<0,001;
*%n<0,0001.
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5.3.5 Efeitos do ECI, LIRA e FXT sobre as concentracdes de corticosterona

sérica de camundongos.

Quanto a Fig.30, podemos observar uma tendéncia ao aumento do grupo ECI
quando comparado com o grupo CTL, porém néo foi significativo em relacdo dos niveis
sericos de corticosterona [F(4,23)=2,744 P=0.0530]. Nenhum dos grupos ECI tratados com
LIRA 120 ou LIRA 240 ou FXT apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo ECI
apenas. Porém, quando comparamos matematicamente a concentracdo de corticosterona
do grupo LIRA 240, significa que houve uma diminuicdo desse hormdnio em 31% quando

comparado com o grupo ECI apenas.

Fig.30 Concentra¢c6es dos niveis séricos de Corticosterona em area cerebral do
hipocampo dos animais submetidos ao modelo de depressdo induzida por estresse crdnico

imprevisivel e tratados com LIRA ou FXT.

Niveis séricos de corticosterona

CTL
ECI
Lira 120ug/Kg

Lira 240ug/Kg
FXT 10mg/Kg

g de corticosterona
/Imlde soro

ECI

CTL-controle; ECl-estresse cronico imprevisivel; LIRA-liraglutida; FXT-fluoxetina

Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, os
animais receberam LIRA (120ug/kg; s.c) ou LIRA (240 ug/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). No 22° dia foram
eutanasiados e retirados hipocampo e cortex pré frontal. Cada barra representa a média + erro padrdo da
média (SEM) (n = 05-09 animais por grupo) de acordo com one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc

Tukey’s.
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5.3.6 Histologia das Adrenais por eosina hematoxilina

Para avaliar o estresse crénico imprevisivel e com o tratamento de LIRA e FXT
foi realizado histologia das adrenais coradas com eosina/hematoxilina, fotografadas (Nikon

ECLIPSE N: 10x) e mensuradas no image J em mm?. A Fig. 31A demonstrou que houve

aumento com diferenca significativa da zona cortical da adrenal de animais submetidos ao
ECI quando comparado ao grupo controle [F(4,20)=3.409 P=0.0279]. No tratamento com
LIRA 240 houve reducao significativa da zona cortical quando comparado com 0 grupo
ECI. Na Fig. 31B observamos um aumento significativo da zona fasciculada no grupo ECI
guando comparado com o grupo controle e que os tratamentos com LIRA 120, 240 e FXT
conseguiram reduzir significativamente a é&rea da zona fasciculada [F(4,19)=4,710
P=0.0082]. Fig. 31C Fotomicrografias das adrenais.

Fig 31. Medida da éarea cortical (Fig.31A) e fasciculada (Fig.31B) em mm? do cértex da
adrenal de animais submetidos ao modelo de depresséo induzida por estresse crénico imprevisivel e
tratados com LIRA ou FXT.
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(CTL-controle; ECI-estresse cronico imprevisivel; LIRA-liraglutida; FXT-fluoxetina)

Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, os
animais receberam LIRA (120ug/kg; s.c) ou LIRA (240 ug/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). No 22° dia foram
eutanasiados, adrenais dissecadas e coradas com eosina/hematoxilina. Cada barra representa a média +
erro padrdo da média (SEM) (n = 04-06 animais por grupo) de acordo com one-way ANOVA seguido pelo

teste de post hoc Dunnets *p<0,05.
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Fig.31C — Fotomicrografias das adrenais esquerdas.

Representacdo das imagens: A-controle; B-estresse cronico imprevisivel, C-ECI+LIRA
120; D-ECI+LIRA 240; E-ECI+FXT. A seta vermelha indica o cértex da adrenal e a seta

amarela a zona fasciculada.
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5.3.7 Proteina Acida Fibrilar Glial - GFAP

A expressao do marcador de astrocitos GFAP (representada pela contagem total
de pixels) no hipocampo (CA1, CA3 e GD) podem ser vistas na Fig. 32A. Observamos que
em CA1, CA3 e GD houve aumento da intensidade de GFAP nos grupos de animais ECI
com significancia estatistica representada respectivamente por CAl [F(4,17)=35.16
P=0.0001]; CA3 [F(4,19)=5.571 P=0.0039] e GD [F(4,14)=7.654 P=0.0017]. A LIRA nao
produziu diferenga estatisticamente importante nessas sub-regides (CA1, CA3 e GD) com
relacdo aos grupos somente ECI. De forma semelhante, com relacdo ao numero de células
nessas sub-regides, ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Fig.32B

Fotomicrografias.

Fig 32A. Imunofluorescéncia de GFAP e namero de células (contagem em pixels) em

astrécitos do hipocampo (regides de CAl, CA3 e GD).
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CTL-controle; ECl-estresse crdnico imprevisivel; LIRA-liraglutida; FXT-fluoxetina; GD-giro denteado.

Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, os
animais receberam LIRA (120pg/kg; s.c) ou LIRA (240 pg/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). No 22° dia foram
anestesiados, perfundidos, se¢8es cerebrais imunomarcadas para GFAP. Cada barra representa a média +
erro padrdo da média (SEM) (n = 04-06 animais por grupo) de acordo com one-way ANOVA seguido pelo
teste de post hoc Tukey’s *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,0005.



Fig.32B Imunofluorescéncia de GFAP (verde) e DAPI (azul) 40x
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Imunofluorescéncia de GFAP (verde) e DAPI (azul) 40x
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5.3.8 Golgi-Cox

Foi realizado a técnica de coloracao histoquimica de Golgi-cox para visualizar a
arborizacdo dendritica e densidade sinaptica em neurénios do hipocampo para avaliar o
efeito do estresse crbénico imprevisivel em animais tratados com LIRA e FXT. Quanto a
morfologia dos espinhos dendriticos fig.33A percebemos que os animais ECI reduziram o
aspecto mushroom e aumentaram o aspecto filo revelando perda de qualidade. A
densidade dos espinhos fig.33B foi reduzida significativamente no grupo ECI quando
comparado ao grupo controle F(4,38)=6.929, P=0,0003. Porém, o tratamento com LIRA

nao conseguiu reverter a reducdo do numero de espinhos dendriticos.

Figura 33. Morfologia e densidade dos espinhas dendriticos.
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Os animais foram submetidos ao ECI por 21 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, os
animais receberam LIRA (120ug/kg; s.c) ou LIRA (240 pg/kg; s.c.) ou FXT (10 mg/kg; v.0.). No 22° dia foram
eutanasiados, cerebros dissecados e passaram por coloracdo histoquimica pelo método de Golgi-Cox. Cada
barra representa a média + erro padrao da média (SEM) (n = 04-06 animais por grupo) de acordo com one-

way ANOVA seguido pelo teste de post hoc Tukey’s *p<0,05.
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5.3.9 Efeitos da LIRA sobre Viabilidade dos Sinaptossomas MTT de

camundongos submetidos ao ECI

Para avaliar os efeitos da liraglutida sobre viabilidade dos sinaptossomas MTT
foi realizado a quantificacdo em placa por ensaio colorimétrico com espectrofotometria em

areas do hipocampo adicionando concentracdes de Liraglutida obtidas em curva.

A andlise da viabilidade (Fig.34) demonstrou efeito estatistico significante ao
compararmos as quatro maiores doses da concentracdo de LIRA com o grupo controle
(CTL), demonstrando que a viabilidade dos sinaptossomas no hipocampo foi diminuindo
com concentracbes maiores de LIRA [F(9,58)=5,472; P<0.0001], e a viabilidade foi

aumentando com concentragcdes menores.

Fig. 34. Viabilidade dos Sinaptossomas — MTT
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Animais controle foram eutanasiados e hipocampo removido. Viabilidade dos sinaptossomas-
MTT foi quantificada em placa com vérias concentracfes de Liraglutida. Cada barra representa a média +
erro padrdo da média (SEM) (n = 06) de acordo com one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc
Tukey’s **p<0,005; ***p<0,0005.
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5.3.10 Receptor de Glicocorticoide (RG)— CA1, CA3 e GD

Para realizacdo de receptores de glicocorticoides foi realizado
imunofluorescéncia de cortes cerebrais coronais marcados RG e DAPI, e analise das

imagens com Software Fiji ImageJ®.

Quanto a imunofluorescéncia, observamos em CA1 na fig.35A que nao houve
diferenca significativa entre os grupos CTl E ECI, somente entre grupo ECI e FXT. Na
regiao de CA3, conforme fig.35B, que ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Na
fig.35C encontramos um aumento significativo da intensidade dos RG no grupo ECI na
regido do giro denteado (GD) quando comparado ao grupo CTL, e reducdo dos grupos
tratados com LIRA e FXT, principalmente na maior dose [F(4,11)=18,11 p<0.0001]. Fig.35D

Fotomicrografias.

Fig.35 Receptores de glicocorticoides
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CTL-controle; ECl-estresse cronico imprevisivel; LIRA-liraglutida; FXT-fluoxetina; GD-giro denteado.
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CTL-controle; ECl-estresse cronico imprevisivel; LIRA-liraglutida; FXT-fluoxetina; GD-giro denteado.

Animais foram anestesiados, perfundidos, cérebros removidos e cortes marcados com anticorpo
para RG e DAPI, laminas fotografadas e analisadas no ImageJ®. Cada barra representa a média + erro
padrdo da média (SEM) (n = 06) de acordo com one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc Tukey's
*p<0,05; **p<0,005; **p<0,0005.



Fig.35D Imunofluorescéncia de Receptor de Glicocorticoide CTL — (40x)
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Imunofluorescéncia do Receptor de Glicocorticéide ECI+LIRA 1 (40x)
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Imunofluorescéncia do Receptor de Glicocorticéide ECI+LIRA 2 (40x)
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Imunofluorescéncia do Receptor de Glicocorticéide ECI+FXT (40x)
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6. DISCUSSAO

Apesar de todo avanco das pesquisas nas areas da neurofisiologia e
neuropsiquiatria, o entendimento da fisiopatologia da depressdo com mecanismos pelos
quais ela se desenvolve ndo é completamente conhecido devido a sua heterogeneidade e
multiplas etiologias (BRIGITTA, 2002; NEMEROFF, 2008). Modelos animais para
compreendermos a depressdo nos fornecem abordagens esclarecedoras sobre
comportamentos, alteragbes neuroquimicas e moleculares, além disso, o método de
estresse crbnico imprevisivel tenta desenvolver cronicamente o estado depressivo em

resposta a estimulos de estresse imprevisiveis (WILNER, 1997).

O presente estudo apresenta os efeitos comportamentais, metabdlicos e
neuroquimicos da administracdo de Liraglutida (LIRA), um medicamento utilizado no
tratamento da Diabetes Mellitus tipo 2, em camundongos fémeas submetidas ao modelo
animal de depressdo induzido por estresse cronico imprevisivel, buscando evidenciar,
através de pesquisas experimentais, um melhor entendimento que tenha suporte cientifico
para estratégias no tratamento da depressdo e ansiedade no manejo dos efeitos

indesejaveis da terapia atual.

Com o intuito de estudar o efeito da LIRA e a FXT (utilizada como controle
positivo) sobre a atividade locomotora e ansiedade foram realizados os testes de Campo
Aberto e Labirinto em Cruz Elevado. O teste de Campo Aberto avalia a atividade
locomotora e estado de ansiedade em roedores, 0s quais, normalmente preferem estar
junto as paredes do aparato do que ficar no centro da arena. A observacdo da diminuicao
do comportamento de rearing, também é considerado como um indice de ansiedade
(PRUT; BELZUNG, 2003). Nos nossos achados, pudemos observar que apos 0 estresse
cronico o grupo ECI nédo alterou significativamente a atividade locomotora, quando
comparado ao grupo controle. Contudo, os grupos estressados, induzidos a depressao por
estresse, tratados com LIRA 120 e 240 foi capaz de reverter a atividade locomotora,
aumentando o numero de cruzamentos quando comparados ao grupo estressado. Esses
resultados sugerem que a LIRA na presencga de um fator estressante € capaz de reverter
essa acdo. Contudo, uma limitagdo do nosso estudo foi a auséncia de um grupo com LIRA

sozinha que poderia ajudar melhor na interpretagéo dos resultados.

KATZ, 1981, em seu experimento de estresse cronico em ratos por 21 dias,
constatou que o estresse cronico gerou diminuicdo da atividade locomotora no teste do
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campo aberto. Ao contrario de estudos anteriores, incluindo aqueles que utilizaram o
procedimento ECI semelhante aos nossos em camundongos, foi mencionado aumento
da atividade locomotora apds exposicdo crbnica em camundongos fémeas no teste de
campo aberto (PARDON, 2015).

Ainda no Campo Aberto, que representa comportamento e atividade motora,
observamos que o grupo estressado tratado com FXT ndo mostrou alteracao da atividade
locomotora, provavelmente porque embora a FXT seja um farmaco utilizado na clinica
como ansiolitico, no teste de atividade locomotora nds estudamos a movimentacéao total do
animal e ndo o tempo de permanéncia no centro do aparato. Ndo houve alteracbes no
namero de comportamento de grooming e de rearing em nossos resultados; resultado
semelhante de né&o alterar o numero de rearing foi observado no trabalho realizado por
HUANG, et al., 2017 e no trabalho realizado por HU, et al.,, 2017 de nao alterar o

comportamento de grooming.

A ansiedade pode ser caracterizada como a antecipacdo emocional de uma
situacdo de repulsa, de dificil controle, enquanto o medo, pode ser definido como uma
reacao a uma situacao perigosa real. Entretanto, por vezes pode ser dificil separa-las. Um
outro modelo experimental validado e utilizado para avaliacdo da ansiedade foi o labirinto
em cruz elevado (Plus-maze). Neste teste nossos resultados mostraram que o percentual
do tempo nos bragos abertos ndo apresentou diferenca entre os grupos. Mas, a LIRA 240
foi capaz de aumentar o percentual de entrada nos bracos abertos significativamente no
labirinto em cruz elevado, consistente com uma atividade ansiolitica (PELLOW;, FILE,
1986). Com relacdo ao numero total de entradas nos bracos em conjunto, pode-se
observar que o grupo tratado com LIRA 120 e o grupo FXT apresentaram um aumento na
atividade locomotora comparado ao grupo estressado apenas, e que é denominado por
diversos autores como sendo medidas da atividade motora global. O labirinto elevado
baseia-se na tendéncia que os roedores possuem para 0S espacos escuros e fechados e
evitam altura e espacos abertos (BARNETT, 1975). Um aumento na atividade do braco
aberto (duracédo e/ou entradas) reflete o comportamento anti-ansiedade (WALF; FRYE,
2007).

No teste de nado forcado, assim como no teste de suspensdo de cauda, €
avaliado o comportamento relacionado ao desespero através do tempo de imobilidade e

tem sido amplamente utilizado em roedores apdés exposicdo ao estresse (CAN, et al.,



97

2012). Os resultados do nado forcado mostraram que o estresse crénico imprevisivel por
21 dias promoveu um aumento do tempo de imobilidade dos animais quando comparado
ao grupo controle, caracterizando um comportamento do tipo-depressivo, resultado
corroborado por ALL, et al., (2015). Em contraste, existem trabalhos que interpretam que o
tempo de imobilidade no nado forcado né&o difere entre o grupo ECI versus
camundongos nao estressados (BOULLE, et al., 2014).

Em nossos achados, o tempo de imobilidade do nado for¢cado foi revertido pelo
tratamento com LIRA 120 e com maior efeito com LIRA 240. Podemos inferir que
camundongos sujeitos ao estresse crénico exibiram prolongamento da imobilidade e que a
LIRA causou efeito tipo antidepressivo. O grupo ECI quando tratado com FXT né&o resultou
em uma reducao significativa o tempo de imobilidade, conforme podemos observar em
trabalho publicado por RUBALCAVA, (2000), que afirma que o tempo de imobilidade so é
alterado com doses mais elevadas de fluoxetina. Em outro trabalho publicado, mostraram
que o teste de nado forcado ndo € tdo sensivel aos ISRS (DETKE, et al., 1995). Porém,
nossos resultados apresentam um aumento de climbing no grupo ECI tratado com FXT. O
aumento do climbing também foi observado no grupo ECI quando tratado com LIRA 120.
Podemos inferir que a LIRA causou um efeito antidepressivo no teste de nado forcado.
Além disso, o teste de nado forcado aumenta a liberacéo de serotonina no hipocampo - um
efeito que € provavelmente mediado pela ativagdo da atividade do horménio liberador de
corticotrofina (LINHORST, et al., 2002). O papel da serotonina na mediacdo da depressao,
ansiedade e estresse tem sido reconhecido ha muito tempo (GRAEFF, et al., 1996).

O desamparo aprendido é um indicador para avaliar o comportamento
depressivo tanto nos testes de suspensao de cauda como no nado forcado, pois possuem
quase 0 mesmo principio que é escapar de um ambiente hostil, adotando uma postura
imével. E importante salientar que a resiliéncia apresentada por alguns animais torna este
modelo interessante (CRYAN, et al., 2005).

O comportamento de grooming é uma caracteristica inerente de autocuidado
dos camundongos e normalmente € uma das atividades comportamentais mais observada
em roedores. Ele esta relacionado na pratica da higiene e outros processos
fisiologicamente importantes, incluindo a termorregulacdo, a comunicagdo social e o
despertar. Este comportamento relaciona-se com a estimulacdo do receptor dopaminérgico
D1(KALUEFF, et al., 2016). O teste de borrifagem de sacarose ou Splash test é um teste,
farmacologicamente validado, que avalia o comportamento de autolimpeza, como uma

forma de comportamento motivacional considerado paralelo a alguns sintomas de
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depressdo, revelando indiferenca como uma caracteristica crucial da depressao
(ISINGRINI, et al., 2010). O estresse cronico imprevisivel por 21 dias foi capaz de
promover um comportamento semelhante ao apéatico pois apresentou um aumento da
laténcia para o grooming, e esse efeito foi revertido tanto com a administracdo da LIRA 120
como da FXT. Nossos resultados apresentaram ainda uma duragdo maior do grooming nos
grupos tratados com LIRA 120, 240 e FXT, sendo mais significativo com a LIRA nas duas
doses, revertendo o estado de apatia. Estudos realizados anteriormente corroboram com
os resultados desse estudo (DAVID et al., 2009; FILHO et al., 2019).

O teste de esquiva passiva € um teste de aprendizado rapido que envolve uma
sessdo de treino e uma de teste e as laténcias de descida sdo comparadas. Envolve
também a aquisicdo de um comportamento que adia a ocorréncia de um evento aversivo
futuro, onde o animal necessita suprimir uma resposta para evitar um evento aversivo que
estava programado para ocorrer. Animais com 0s processos de aprendizagem afetiva
conservados apresentam maior laténcia durante o teste em relacdo ao treino, premissa
corroborada por resultados farmacolégicos (ANGLADE, et al., 1994; MISANE, et al., 1998).

Os resultados de esquiva passiva demonstraram que durante o treino, apenas o
grupo controle apresentou maior laténcia, gastando mais tempo para descer,
provavelmente a memoria associativa estava preservada e 0s animais associaram que ao
descer poderia levar ao choque. Os demais grupos ECI, ECI tratados com LIRA 120 e FXT,
apresentaram em relacdo ao treino, um aumento da laténcia para descida, mostrando
algum comportamento de aprendizado afetivo. Porém, desceram mais rapido que o grupo
controle durante o treino. Quando o nivel de ansiedade é elevado, a aprendizagem se
torna prejudicada, como afirma ISQUIERDO; MEDINA, (1997). O estresse cronico € capaz
de promover alteracbes morfolégicas na amigdala e promove efeitos significativos no
armazenamento da memdria e aprendizados aversivos (LEDOUX & MULLER,1997). Em
outro estudo realizado (GILAD & SCHILLER, 1989) foi observado que em duas linhagens
de ratos, aqueles que eram mais reativos ao estresse, apresentavam mais dificuldade de
aprendizado de esquiva. O tratamento com LIRA néo foi capaz de produzir altera¢cdes no
treino no teste de esquiva passiva, mas 0s animais estressados tiveram sua memoria

prejudicada.

Com o intuito de estabelecer um paradigma no estudo de memaria declarativa
em roedores, foi proposto o teste de memdria operacional. Esse teste comportamental
avaliado foi o teste de reconhecimento de objetos novos que analisa as alteracdes de
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memoria de curto e longo prazo, e que 0s animais naturalmente despendem mais tempo
explorando o novo, como se tivessem uma memoria do objeto com maior preferéncia,
conhecido como reconhecimento de objetos (ENNACEUR; DELACOUR, 1988). O cortex
entorrinal e o hipocampo estdo diretamente relacionados com o reconhecimento de
objetos, e quando ndo estédo integros, ocorre prejuizo no reconhecimento e formacéo da
memoria (ALBASSER, et al., 2009). No presente estudo, ndo houve diferencas
significativas entre os grupos, apesar do grupo ECI mostrar uma tendéncia menor no indice
de reconhecimento do objeto novo — memoaria de curto prazo (MCP) e o grupo ECI + LIRA
120 e ECI + FXT apresentarem um aumento, porém nao significativo, aumentando o indice
de reconhecimento de objeto. N&o realizamos o teste de reconhecimento de objeto novo
de longo prazo. Alguns autores relacionam a serotonina em receptores no hipocampo na
contribuicdo do processo de memdria, e que animais Knockout para esses receptores,
exibem prejuizo na presenca do objeto, mas que esse dano poderia ser abolido pelo

enriquecimento de experiéncias (RAMPON, et al., 2000).

Nosso estudo mostra que o teste de Y-maze apresentou resultado significativo
na memoria de trabalho espacial com relacdo ao grupo ECI quando comparado ao grupo
ECI + LIRA 120. O grupo tratado com LIRA 120 conseguiu aumentar o percentual de
alternancias corretas. Na literatura foi descrito que a estimulagéo da via do GLP-1R no
cérebro é neuroprotetora (PERRY, et al., 2002) e pode melhorar a aprendizagem
associativa e espacial, bem como a memodria (DURING, et al.,, 2003). Até o presente
momento, varios estudos tém replicado neuroprotecdo e melhoria de memdéria em varios
modelos animais de DM tipo 2 e disturbios neurodegenerativos induzidos tanto por

agonistas de GLP-1R (SALCEDO, et al., 2012).

Com relacdo a outros parametros avaliados, também foi mensurado a cada
guatro dias o peso dos animais durante todo o experimento, sendo observado o ganho de
peso dos animais da diferenca do peso do ultimo dia e do primeiro dia. Foi observado em
nossos resultados uma diminuigdo significativa do ganho de peso no grupo ECI quando
comparado com o grupo CTL. Os grupos tratados com LIRA 120 e 240 conseguiram
reverter a perda de peso devido ao estresse. A LIRA funcionou, portanto, como um
regulador endécrino do peso. Os animais ECI, em alguns testes apresentaram depresséao.
O estresse provoca um disturbio do equilibrio homeostatico e a perda de peso pode ter
sido resultado de alteragcdo do apetite, como pode ter sido resultado dos estressores

diarios, como privacdo de agua e comida, assim como pela alteracdo do eixo HHA.
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Conforme o préprio DSM-5 a depressao pode reduzir ou aumentar o peso ou apetite.
Sabemos que LIRA é prescrita como um medicamento para perder peso. Porém, nossos
resultados mostraram que 0s animais mesmo estressados, conseguiram com 0 uso da
LIRA 120 e LIRA 240 regular o peso, e apresentaram um valor préximo do grupo controle.
Nossos resultados s&do corroborados com os resultados que mostram que durante o
experimento de estresse cronico 0s animais controles ganharam peso corporeo
consideravel, enquanto os estressados apresentaram menor ganho de peso (ALFAREZ, et
al., 2003).

As glandulas adrenais ou supra-renais, sdo estruturas bilaterais situadas acima
dos rins. A zona cortical da glandula possui a camada fasciculada que é intermediaria e
secreta glicocorticoides, tendo o cortisol como principal corticoide. O estresse ativa centos
hipotalamicos que estimula o eixo HHA e que ativa a zona cortical fasciculada liberando o
cortisol. O estresse cronico mantera o eixo HHA ativado. Dentro desse contexto, outro
parametro avaliado foi o peso das adrenais direita e esquerda. Pudemos observar em
nossos resultados que ndo houve alteragdo do peso da adrenal direita. Porém, na adrenal
esquerda, apesar do grupo CTL ndo ter diferenca significativa com o grupo ECI, o
tratamento com LIRA 120 e LIRA 240 conseguiu reduzir o peso da adrenal esquerda
significativamente. Nossos resultados sao corroborados com a literatura que mostra que a
exposicao a varios estressores imprevisiveis por 21 dias atenuou o ganho de peso

corporal, aumentou o peso adrenal e reduziu o peso do timo (ALFAREZ, et al., 2003).

No teste de glicemia, foi identificado que ndo houve diferenca significativa entre
0 grupo controle e o grupo estressado. A diferenca de média do aumento do grupo
estressado foi de 18,98 (10,38%). Talvez, esse seja um fator limitante do modelo, pois
esperavamos que 0s animais estressados apresentassem um valor significativo de
glicemia mais elevado por passarem pelo estresse cronico. Também a glicemia foi
realizada sem que 0s animais estivessem em jejum. Porém vimos ver que 0S grupos
tratados tiveram diferenca significativa quando comparados ao grupo apenas estressado.
O grupo estressado tratado com LIRA 120 (p<0,0001) apresentou melhor resultado na
reducao da glicemia. Em seguida foi a FXT(p<0,001) e depois LIRA 240(p<0,01).

E sabido que a LIRA tem sido prescrita como medicamento para perder peso.
Na bula tem descrito dentre as reacdes adversas dos disturbios metabdlicos, em estudo de

fase 3 (ensaio clinico), que a hipoglicemia de pacientes € comum quando associada a
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dieta e exercicios e costuma acontecer entre pacientes ndo diabéticos tipo 2. E que em
pacientes com DM tipo 2 que fazem uso de outros anti-diabéticos, esse risco de
hipoglicemia pode aumentar. Nao tendo sido confirmado por exames, e sim relatado por
pacientes. A bula também informa que os efeitos adversos mais comuns sao 0s
gastrintestinais. No nosso trabalho foi possivel perceber que a LIRA 120 foi capaz de

reduzir significativamente a glicemia em camundongos sob estresse crénico.

O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é distribuido amplamente no
cérebro e tem sido implicado no desenvolvimento, regeneracdo neural, transmissao
sinaptica, plasticidade sinaptica e neurogénese, podendo estar reduzido em determinadas
regibes cerebrais na depressdo. Tem sido sugerido que a depressdo estd associada a
atrofia e a perda de células neuronais, especialmente no hipocampo e no cortex
cerebral (DUMAN, et al., 2000). Nossos resultados ndo mostraram valores significativos
entre o grupo controle e grupo estressado, porém houve uma discreta reducdo de BDNF
do grupo estressado quando comparado ao controle com diferenca de média (MD) de 2794
(42,59%). Porém, com a administracéo da LIRA 120 e principalmente da LIRA 240, houve
um aumento significativo dos niveis de BDNF na area do hipocampo. Foi verificado em
estudos prévios que valores de niveis séricos de BDNF estdo reduzidos em pacientes
deprimidos e que estariam relacionados com a severidade do problema e que esses niveis
poderiam ser restaurados com o uso de antidepressivos (YU; CHEN, 2010). Podemos
inferir que neste trabalho a determinacédo dos niveis de BDNF da regido do hipocampo

foram aumentados com a administracdo da LIRA, agindo como antidepressivo.

Um grande contingente de pessoas deprimidas exibe secrecdo aumentada de
glicocorticoide quando submetidas ao estresse (PARKER, et al., 2003; HOLSBOER, 2000).
O estresse cronico causa mudancas fisioldgicas como a ativagdo do eixo HHA, o qual est4
associado a liberacdo do hormdnio do estresse no sangue. O estresse cronico imprevisivel
causa na depresséo a hiperativacdo no eixo HHA o qual consequentemente promove o
aumento do nivel de corticosterona (LIU, et al., 2019). Nossos resultados de corticosterona
sérica ndo mostraram diferengas significativas estatisticamente. Porém, o grupo ECI
apresentou um aumento com diferenca de média de 35%, portanto mostrou ser um valor
consideravel, e que clinicamente poderia ter relevancia. Talvez, se tivessemos realizado
um modelo mais prolongado de estresse, teriamos resultados mais estatisticamente

significativos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4821201/#R191
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4821201/#R99
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O estresse oxidativo € gerado quando ha um desequilibrio entre espécies
reativas de oxigénio e os antioxidantes, e tem um papel significante na patogénese da
depressdo (CHENG, et al.,, 2018). Nossos resultados ndo evidenciaram diferenca
significativa de MDA no cortex pré-frontal, mas mostrou um decréscimo significativo de
MDA no grupo tratado com LIRA 240 no hipocampo, sendo que entre os grupos CTL e ECI
nado houve resultado significativo. Os valores de nitrito ndo apresentaram resultado
significativo entre os grupos no cortex pré-frontal e hipocampo. O GSH apresentou uma
elevacédo significativa do grupo tratado com LIRA 240 com relagdo ao controle no cortex
pré-frontal, mas ndo mostrou diferenca entre CTL e ECI; no hipocampo houve reducéo
significativa do GSH do grupo ECI quando comparado ao CTL. Alguns estudos declaram
que o estresse crbnico imprevisivel aumenta as espécies reativas de oxigénio-ROS
(VERMA, et al.; 2009). Entretanto, existem resultados que tanto revelam um aumento de
GSH como uma diminuicdo em camundongos sujeitos ao estresse cronico. No presente
estudo, 21 dias de estresse crbnico imprevisivel resultou em diminuicdo enddgena
antioxidante do GSH no hipocampo. Provavelmente, eventos estressores em maior nimero

de dias ou mais intensos, mostrassem resultados mais significantes.

Diante dos resultados comportamentais, metabdlicos e neuroquimicos,
resolvemos também investigar o modelo de ECI e os efeitos do tratamento de LIRA e FXT
sob possiveis alteracdes na histologia da adrenal e na circuitaria neuronal realizando o
estudo histologico do cortex da adrenal, proteina &cida fibrilar glial — GFAP, método de
Golgi-Cox, viabilidade dos sinaptossomas e receptores de glicocorticoiides, a fim de

encontrarmos possiveis alteracdes moleculares no sistema nervoso central.

O cortex da adrenal, quando exposta ao estresse cronico imprevisivel, podera
sofrer uma adaptacdo como consequéncia a um desafio prolongado. Foi demonstrado na
literatura que o estresse cronico imprevisivel foi capaz de provocar hiperplasia e hipertrofia
na zona fasciculada, além de causar hipertrofia na zona medular em ratos expostos a
outros protocolos de estresse cronico por 14 dias (ULRICH-LAI, Y.M., et al., 2006). Para
alguns autores, além do alargamento da adrenal e do aumento da corticosterona sérica, o
nivel do ACTH pode estar normal (GAMALLO, A., et al., 1986; MOSARKA, A., et al., 2000;
KUIPERS, S.D., et al., 2003). Muitos pacientes com depressédo apresentam aumento de
cortisol no plasma e alargamento das adrenais (NEMEROFF, 2008; JURUENA, 2003).
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Corroborando com nossos achados, houve um aumento da zona cortical,
especificamente da zona fasciculada, produtora de corticosterona. Apesar de termos
apresentado que o nivel sérico de corticosterona néo elevou significativamente, resta-nos
investigar se a alteracdo morfologica pode esté relacionada a uma alteracao de funcdo em
desordens psiquiatricas relacionadas ao estresse e se outros tipos de estressores mais
prolongados poderiam elevar significativamente a corticosterona. Pesquisas indicam que
niveis elevados de corticosterona estéo relacionados com a severidade da depresséo (DE
KLOET, et al., 1998; JURUENA, 2003).

Nossos resultados demonstraram que o tratamento com LIRA na menor e maior
dose se comportaram como o antidepressivo fluoxetina, pois conseguiram reduzir o
aumento da zona fasciculada produzida pelo ECI. Existe a hipétese de que o tratamento
crénico com antidepressivo possa normalizar a funcdo do eixo HHA e normalizar os niveis
de cortisol (BARDEN, 2004).

Quanto ao GFAP, nosso estudo procurou demonstrar os efeitos do tratamento
cronico com LIRA sobre a expresséo de GFAP no hipocampo (sub-regides de CAl, CA3 e
GD) em modelo de depressédo induzida por ECI. Observando a relacdo existente entre
estresse, depresséo e hipocampo, foi realizado analise da atividade astrocitaria nas sub-
regibes, cuja presenca de filamentos intermediarios como a proteina &cida fibrilar glial —
GFAP é um dos principais constituintes do citoesqueleto celular (MONTEGOMERY, 1994).
A funcéo clara da GFAP parece desconhecida, mas, parece que o GFAP auxilia os

astrocitos a manterem uma forca mecanica e sua forma (MIDDELDORP; HOLL, 2011).

Através de nossos resultados pudemos observar que houve aumento da
intensidade de fluorescéncia nas sub-regides dos grupos ECI. Provavelmente essa
alteracdo esteja relacionada com o estresse crénico imprevisivel. Com relagcdo ao niumero
de células nas sub-regides, ndo observamos nenhuma diferenca. A astrogliose reativa ou
astrogliose (astrécitos hiperreativos) aparece com alteragcbes morfologicas, fisiologicas e
moleculares mediante lesdes ou patologias no sistema nervoso podendo ser benéfico ou
ndo (DE KEYSER, 2008). Além disso, 0 GFAP pode ser alterado em condi¢fes de estresse
e depressao (HUGHES et al., 2004; LIU et al., 2011; POPOLI et al., 2012).

Contrariando nossos resultados, o estresse em ratos por contencao cronico por
trés semanas (6h/dia) reduziu niveis de GFAP na matéria cinzenta periaquedutal (IMBE et
al., 2012). Também GFAP foi reduzido no hipocampo de ratos submetidos ao ECI por 5
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semanas (LIU et al., 2009; 2011). Em outro estudo realizado, o ECI por 14 dias em
camundongos fémeas nao alterou o nivel de GFAP no hipocampo, nem mesmo 0s
tratamentos (MANOSSO, et al.,, 2016). Podemos dizer que os diferentes tipos de
estressores, a idade, o sexo dos animais podem influenciam os niveis de GFAP em

diferentes regides cerebrais.

Pesquisas tém demonstrado que o0 estresse cronico provoca alteracdes
quimicas e estruturais em varias regiées do cérebro humano e de animais, em é&reas do
hipocampo (ADMON, et al., 2009; ANDERSEN, et al., 2008; RADLEY, 2005), amigdala
(ANDERSEN et al. 2008), nucleo acumbens (MORALES-MEDINA, et al., 2009) e cortex
pré-frontal (ARNSTEN, 2009). Reducdo de células ocorre principalmente no sistema
limbico, retraindo processos dendriticos, inibindo a neurogénese, assim como a morte de
neurénios, diminuindo o volume do hipocampo (ADMON, et al., 2009; MORRISON, 2005;
ULRICH-LAI; HERMAN 2009).

Baseado nesse pressuposto, o0 método de Golgi-Cox foi realizado para avaliar a
morfologia e numero de espinhos dendriticos da arborizacdo do hipocampo,
especificamente da area CA3. Os espinhos dendriticos presentes no eixo dos dendritos de
varios neurbnios sao importantes na plasticidade das sinapses, aprendizado e memoria
(GROVES, et al., 2017). Suas formas de cogumelo (mushroom), fino (thin), filo e grossos
(stubby) estdo associados a funcdes e excitabilidade diferentes. Os espinhos dendriticos

finos predominam no desenvolvimento da coluna dendritica e sdo imaturos e plasticos.

Nossos resultados pela técnica de Golgi-Cox no hipocampo, regido CAS3,
revelaram a maior presenca de espinhos filo em todos os grupos, principalmente quando
tratados com maior dose de liraglutida. A presenca de espinhos mais maduros

(cogumelos), foi maior quando tratados com a liraglutida na menor dose.

As alteracdes na regido CA3 em neurdnios do hipocampo de reducao dendritica
e retracdo do eixo dendritico causadas pelo estresse crénico dependem do sexo, duracao
e tipos de estresse e espécies animais, estando também relacionado com prejuizos de
memoéria e perda de LTP (potenciagdo de longo prazo) em camundongos (CHEN, et al.,
2013). Segundo QIAO, et al., 2014, ECI 21 e 30 dias diminuem a densidade do eixo nos
neurdnios CA3 de ratos machos, mas ECI de 14 dias (Sousa, et al., 2000) melhorava a
inducéo de LTP nas sinapses CA3-CA1 no hipocampo também de ratos machos (QIAO, et

al., 2014). Os mecanismos moleculares através dos quais os espinhos dendriticos ou



105

nameros de sinapses se alteram devido ao ECI permanecem desconhecidos, mas, nos
mostra uma importante direcdo em busca de desenvolver estratégias terapéuticas para a
depressao (QIAO, et al., 2016).

Para analisarmos a Vviabilidade sinaptica, realizamos experimento dos
sinaptossomas. Sinaptossoma € um terminal sinaptico isolado de um neurénio que contem
vesiculas sinapticas. A determinacdo da viabilidade celular ou citotoxicidade foi
determinada em nossos resultados utilizando um ensaio colorimétrico de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolico) MTT.

Nossos resultados mostraram a viabilidade celular do hipocampo de maneira
inversamente dependente da dose, demonstrando que a estimulacdo com agonista de
GLP-1, liraglutida, com doses crescentes, diminui a viabilidade celular. Os resultados
encontrados vao de encontro com o trabalho de BAO, Y., et al., (2015), pois, ao contrario
dos nossos resultados, eles demonstraram que cultura de astrgcitos corticais de ratos pré-
tratados com diferentes concentragcfes de liraglutida pelo mesmo ensaio colorimétrico por
MTT, promoveu a viabilidade celular de astrocitos de maneira dose dependente,
demonstrando efeitos neuroprotetores da estimulacdo com agonista de GLP-1.
Semelhantemente, foi visto que o GLP-1, por suprimir o apetite em animais e humanos,
promovia a liberacdo de serotonina de sinaptossomas (aumentando a viabilidade)
hipotalamicos, sugerindo o efeito anorexigeno (TRICKLEBANK, DALY, 2019).

Conforme nossos achados ainda, o fato da viabilidade dos sinaptossomas ter
apresentado diminuicdo da viabilidade com o aumento da concentracdo da LIRA, nao
podemos inferir que este resultado tenha tido um efeito citotoxico, pois a viabilidade pode
diferenciar quanto a forma da administracdo do farmaco. Nossos resultados basearam-se
pela administracdo da LIRA por via subcutanea, enquanto a viabilidade dos sinaptossomas
realizada foi pela concentracdo da LIRA diretamente numa solugdo macerada do

hipocampo.

Finalmente, procuramos investigar a intensidade de fluorescéncia sobre os
receptores de glicocorticoides nos grupos estudados a fim de demonstrar se a presenca

destes estavam mais ou menos expressa nas regides do hipocampo.
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Nossos achados resultaram num aumento estatisticamente significativo de
receptores no grupo ECI na regido do giro denteado e que foram revertidos com o

tratamento de LIRA, principalmente na maior dose, assim como também a FXT reduziu.

Corroborando com nossos resultados JOCA, et al.,, (2003) citaram que
fatores estressantes persistentes em 60% dos casos precedem a depressdo, podendo
comprometer o controle inibitério do eixo HHA e também alterar a estrutura e fungbes
hipocampais. Sendo estes ativados pelo estresse por existirem grande densidade de
receptores de glicocorticoides (HERMAN, 1997). Em outro estudo, MALTA, (2012),
realizaram ECI em ratos machos por 14 dias e encontraram aumento de RG em regides
limbicas, por vezes relacionado com alteracdes comportamentais, hipertrofia da glandula

adrenal, aumento de corticosterona.

O estresse ativa 0 eixo HHA e apds minutos a secrecao de glicocorticoides €
estimulada e em pacientes depressivos a concentracdo de glicocorticoides parece estar
elevada (JURUENA, 2013). No entanto, sabemos que nem todo paciente que apresenta
depressao tem hipercortisolemia e nem todo aquele que tem hipercortisolemia tem

depressao, tornando dificil a sua interpretacao.

Nos nossos achados, podemos inferir que a expresséo de RG no grupo ECI, na
regido de giro denteado, foi aumentada devido ao estresse e provavelmente se 0 estresse
cronico imprevisivel tivesse perdurado em dias ou talvez em intensidade os receptores de

glicocorticoides apresentariam resisténcia e a expressao poderia estar reduzida.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que animais submetidos ao modelo de
estresse apresentaram comportamentos tipo ansiogénico e depressivos, sendo revertidos
pela LIRA. Os niveis de BDNF diminuiram nos animais ECI e aumentaram naqueles
tratados com LIRA. A zona cortical revelou hipertrofia e a LIRA em menor dose conseguiu
reduzir. Encontramos elevada a expressdao de GFAP e a densidade dos espinhos
dendriticos com aumento da intensidade de receptores de glicocorticoides no modelo
estudado.

Embora o modelo seja amplamente realizado, ele pode ser complicado e
demanda tempo, pois 0s estressores variam extensamente e nem sempre o0s resultados
sdo totalmente reprodutiveis. Entretanto, estudos investigativos sobre 0s mecanismos

subjacentes envolvidos no efeito tipo-antidepressivo da LIRA s&o necessarios.
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