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RESUMO

A depressdo é um transtorno de humor incapacitante e prevalente na sociedade, que afeta a
qualidade de vida do paciente. Atualmente, a teoria das monoaminas é a mais aceita para
explicar a fisiopatologia da depressdo, entretanto somente ela ndo é capaz de elucidar todas as
vertentes da doenca. Além disso, o tratamento farmacoldgico com os antidepressivos
disponiveis ainda apresenta algumas limitacdes. Evidéncias recentes sugerem que a inflamacéo
pode desencandear a depressdo. Assim, a utilizacdo de substancias com propriedades anti-
inflamat6rias que ja estdo disponiveis no mercado farmacéutico, torna-se relevante. A
glimepirida (GLI), farmaco mais recente do grupo das sulfonilureias, apresentou efeitos
benéficos frente a inflamacdo em doencas do Sistema Nervoso Central, como Parkinson e
Alzheimer, entretanto, até o momento, ainda ndo ha estudos que revelem um efeito na
depressdo. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi investigar o potencial efeito
antidepressivo da glimepirida em um modelo de exposicdo sistémica ao lipopolissacarideo
(LPS) de Escherichia coli. Para isso, foram utilizados camundongos Swiss machos adultos
jovens, pesando entre 20-30 gramas. Durante dez dias consecutivos, foram administradas
injecOes intraperitoniais de LPS (0,5 mg/kg) de forma a induzir um comportamento do tipo
depressivo nos animais. Entre 0 6° e 10° dia, uma hora apds a administracao de LPS, os animais
receberam salina ou glimepirida (2 mg/kg) ou escitalopram (10 mg/kg), por via oral. Antes de
iniciar o tratamento com a Glimepirida, e no ultimo dia de tratamento, os niveis de glicose dos
animais foram mensurados. Vinte e quatro horas ap6s a Gltima administracdo de LPS, os
animais foram submetidos a avaliacdo da atividade locomotora exploratoria e aos testes
comportamentais preditivos de efeito antidepressivo e de avaliacdo de memaria. Além disso, as
areas cerebrais (hipocampo e cértex pré-frontal) foram dissecadas para investigacdo da
atividade oxidativa e inflamatdria. O tratamento de cinco dias com a glimepirida ndo promoveu
efeitos hipoglicémicos nos animais. Os resultados da avaliacdo atraves dos testes do nado
forcado e suspensdo pela cauda, mostraram que a glimepirida apresentou um efeito
antidepressivo simile revertendo o fenétipo depressivo induzido pela exposi¢do ao LPS. Ficou
evidente que este efeito ndo esta relacionado a alteragGes na atividade locomotora, considerando
que no teste do campo aberto, a exposi¢do ao LPS, ou o tratamento prévio com a GLI néo
influenciou a locomogé&o e a exploracdo dos animais. Além disso, a GLI foi capaz de melhorar
a memoria de trabalho, investigada no teste do Labirinto em Y, embora ndo tenha alterado a
memoria de reconhecimento atraves do teste de reconhecimento de objetos. Este efeito benéfico
da GLI sobre a memoria de trabalho é relevante considerando que este parametro geralmente



esta prejudicado em pacientes depressivos. Em relagdo aos testes neuroquimicos, a glimepirida
demonstrou atividade antioxidante, ao diminuir os niveis de MDA e nitrito, além de aumentar
as concentracfes de GSH no cortex pré-frontal. A GLI também demonstrou atividade anti-
inflamatdria, diminuindo os niveis de IL-1B e TNF no hipocampo, mas ndo no cortex pré-frontal
de camundongos. Em suma, a glimepirida apresentou atividade antidepressiva simile e este
efeito pode estar relacionado a reducdo do estresse oxidativo e neuroinflamacéo, podendo,
futuramente, apds confirmacdo com testes posteriores, ser indicada como opgéo terapéutica no
tratamento da depresséo, assim como util em pacientes com diabetes apresentando comorbidade

com depresséo.

Palavras-chave: Depressdo; Inflamacao; Glimepirida; Estresse oxidativo.



ABSTRACT

EVALUATION OF ANTIDEPRESSIVE AND MNEMONIC POTENTIAL OF
GLIMEPIRIDE IN MICE SUBMITTED TO REPEATED ADMINISTRATION OF
Escherichia coli LIPOPOLYSACCHARIDE

Depression is a prevalent disabling mood disorder that affects the patient's life quality.
Currently, the monoamine theory is the most accepted one to explain depression's
physiopathology. However, it cannot fully elucidate all aspects of the disease by itself.
Furthermore, pharmacological treatment with available antidepressants still shows some
limitations. Recent evidence suggests that inflammation can trigger depression. In this context,
the use of substances with anti-inflammatory properties that are already available on the
pharmaceutical market becomes relevant. Glimepiride (GLI), the most recent drug from the
sulfonylurea group, showed beneficial effects against inflammation in diseases of the Central
Nervous System, such as Parkinson's and Alzheimer's. However, as far as is known, there are
still no studies that reveal an effect on depression. In this context, the present work aimed to
investigate the potential antidepressant effect of Glimepiride in a model of systemic exposure
to lipopolysaccharide (LPS) of Escherichia coli. For this, young adult male Swiss mice
weighing between 20-30 grams were used. For ten consecutive days, intraperitoneal injections
of LPS (0.5 mg/kg) were administered in order to induce depressive-like behavior in the
animals. Between the 6th and 10th day, one hour after LPS, the animals received saline or
Glimepiride (2 mg/kg) or Escitalopram (10 mg/kg) orally. Before starting treatment with
Glimepiride, and on the last day of treatment, the animals' glucose levels were measured.
Twenty-four hours after the last LPS administration, the animals were submitted to exploratory
locomotor activity assessment and behavioral tests predictive of antidepressant effect and
memory assessment. In addition, brain areas (hippocampus and prefrontal cortex) were
dissected to investigate oxidative and inflammatory activities. Five-day treatment with
glimepiride did not promote hypoglycemic effects in the animals. The results of the evaluation
using the forced swim and tail suspension tests showed that Glimepiride had a similar
antidepressant effect, reversing the depressive phenotype induced by exposure to LPS. It was
evident that this effect is not related to changes in locomotor activity, considering that in the
open field test, exposure to LPS or previous treatment with GLI did not influence the
locomotion and exploration of the animals. Furthermore, GLI improved working memory,

investigated in the Y-Labyrinth test, although it did not change recognition memory through



the object recognition test. This beneficial effect of GLI on working memory is relevant
considering that this parameter is generally impaired in depressed patients. Regarding
neurochemical tests, Glimepiride demonstrated antioxidant activity, by decreasing MDA and
nitrite/nitrate levels, in addition to increasing GSH concentrations in the prefrontal cortex. GLI
also demonstrated anti-inflammatory activity, decreasing IL-1B and TNF levels in the
hippocampus but not in the prefrontal cortex of mice. In short, Glimepiride showed similar
antidepressant activity, and this effect may be related to the reduction of oxidative stress and
neuroinflammation, and may, in the future, after confirmation with further tests, be indicated
as a therapeutic option in the treatment of depression, as well as useful in patients with diabetes
presenting comorbidity with depression.

Keywords: Depression; Inflammation; Glimepiride; Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

1.1.  Aspectos gerais da Depressao

A depressdo € uma doenca neuropsiquiatrica de grande prevaléncia na sociedade,
caracterizada por humor deprimido, perda de interesse ou prazer por diversas atividades,
alteracdes no apetite e no sono, perda de energia, sentimentos de culpa, e, em muitos casos,
pensamentos de ideagdo suicida (DSM-V; PEREZ-CABALLERO et al., 2019). Difere das
oscilagbes de humor habituais devido ao seu estado de cronicidade e recorréncia, afetando o
funcionamento social e ocupacional do individuo (OPAS, 2018).

Essa patologia tem uma prevaléncia maior em mulheres do que homens, e é a principal
causa de incapacidade no mundo (OPAS, 2018). Uma em cada cinco pessoas irdo experimentar
algum episodio depressivo durante a sua vida que, em casos mais extremos, podera resultar em
suicidio. Cerca de 800.000 pessoas morrem por suicidio anualmente e, grande parte deste
namero, esta relacionado com a presenca da depressdo (OMS, 2020).

No Brasil, a depresséo atinge cerca de 5,8% das pessoas, tornando o pais responsavel
pelo maior indice de prevaléncia da doenca da América Latina e o segundo das Ameéricas,
perdendo somente para os Estados Unidos. Associado a isso, quando se trata de brasileiros com
ansiedade, uma comorbidade muito comum na depressao, 0 numero de individuos afetados
chega a 9,3% (MEDEIROS; MATOS, 2018).

Embora existam diversos recursos terapéuticos para 0s transtornos mentais, menos de
50% das pessoas com depressdo no mundo recebem tratamento adequado. A falta de recursos,
0 estigma social associado a doenca e o diagndstico impreciso, séo fatores limitantes (OPAS,
2018). Da proporcéo de pacientes que recebem tratamento, uma parcela ndo atinge o resultado
esperado, apresentando uma resposta parcial ou ainda, nenhuma, da terapia farmacoldgica
(MALHI; MANN, 2018).

Devido esse panorama de ineficacia terapéutica e alta predominéncia da doenca, 0s
prejuizos sdo inumeros, resultando em perda na produtividade e em um problema de saude
publica. Em paralelo, outras comorbidades como diabetes mellitus tipo 2 (ZANOVELLI et al.,
2015), obesidade (JANTARATNOTAI et al., 2017) e doengas cardiovasculares (HALARIS,
2016) agravam o0 gerenciamento da depressdo e reduzem a taxa de resposta das terapias
disponiveis, o que aumenta a necessidade de novas alternativas para o tratamento da doenca e

uma maior compreensao acerca da fisiopatologia da depressao.
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1.2.  Fisiopatologia da Depressao

Nos altimos anos, muito esforco foi direcionado para melhorar o entendimento sobre a
fisiopatologia da depressdo. Até 0 momento, tem-se conviccdo da participacdo de fatores
sociais, psicologicos e biologicos no desenvolvimento da doenca (RIBEIRO; RIBEIRO; VON
DOELLINGER, 2017). Além disso, fatores neuroenddcrinos, inflamatérios, neurotroficos e
monoaminérgicos tentam elucidar a fisiopatologia da depressé@o, porém nenhum mecanismo por
si s6 consegue explicar satisfatoriamente todas as vertentes da doenca (DEAN; KESHAVAN,
2017; JEON; KIM, 2017; ZHANG; YAO; HASHIMOTO, 2016).

Atualmente, a teoria monoaminérgica é a mais aceita e defende que a origem etioldgica
da depressdo é consequéncia do deficit de monoaminas, em particular serotonina, noradrenalina
e dopamina. Tal proposicdo € demonstrada pelo conhecimento do mecanismo de acdo dos
antidepressivos, que se fundamenta, principalmente no aumento da biodisponibilidade dessas
monoaminas na fenda sinaptica (VISMARI; ALVES; PALERMO-NETO, 2008).

Entretanto, ha algumas falhas nessa hipotese tornando-a inadequada como a Unica teoria
fisiopatoldgica da depressdo, como a falta de esclarecimento acerca do longo periodo de
laténcia do farmaco, levando semanas para ocorrer. Além disso, ndo se sabe por qual motivo
alguns pacientes respondem a um tipo de antidepressivo e outros ndo (MALHI; MANN, 2018),
fazendo-se necessario o estudo de novas hipoteses que busquem justificar a causa da depresséo,

ganhando destaque aquelas que enfoca a participacdo dos sistemas enddcrino e imune.

1.2.1 Ativacdo do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA)

O eixo neuroenddcrino estudado na depressao é o hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA).
Em situacdes estressantes, normalmente ocorre uma ativacéo desse eixo, desencandeando uma
hipersecrecédo de glicocorticoides adrenais e uma ativacdo do sistema simpatico, exercendo um
papel fundamental na resposta aos estimulos externos e internos (SHAPERO et al., 2019).

A atividade do eixo HHA ¢é regulada pela secrecdo do hormonio liberador de
corticotrofina (CRH) pelo hipotdlamo, que, por sua vez, induz a sintese e a liberacdo do
hormdnio adrenocorticotropico (ACTH) na hipdfise anterior. O ACTH, ao final, estimula a
glandula suprarrenal a secretar cortisol, hormonio glicocorticoide, responsavel pelo controle da

homeostase do organismo em resposta ao estresse (KIM et al., 2016).



23

Figura 1- Eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal
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Fonte: Autoria propria (2021). Legenda: CRH: Hormdnio liberador de corticotrofina; ACTH: horménio

adrenocorticotropico.

O cortisol atua através de dois subtipos de receptores citoplasmaticos, o receptor
mineralocorticoide e o receptor de glicocorticoide, controlando a transcricdo génica. Além
disso, ele liga-se no proprio eixo HHA, promovendo o feedback negativo através do hipocampo.
A desregulacdo desse processo, assim como a fungdo reduzida dos receptores de
glicocorticéides parecem ser comuns em pacientes com depressdo (KELLER et al., 2017,
JURUENA et al., 2018).

Diversos estudos relacionaram a hiperatividade do eixo HHA como um dos principais
mecanismos patoldgicos que induzem a depressdao (CHOI et al., 2018; GOLD et al., 2015;
HARKNESS et al., 2011; JURUENA et al., 2014). Em excesso, os glicocorticoides podem
prejudicar a neurogénese, a funcao cognitiva, além de danificar estruturas cerebrais. Mudancas
atréficas no hipocampo sdo comuns, como a reducdo do volume hipocampal, devido ao
acumulo de receptores de glicocorticoides presentes nessa regido (CHAN et al., 2016; LIU et
al., 2017; SHELINE et al., 2011).

A superativacdo do eixo HHA tambem pode contribuir para a diminuigéo do transporte
de glicose e resisténcia a insulina. Altos niveis de cortisol produzido tem profundos efeitos
inibitorios sobre a resposta imune, além de causar alteracbes como agravamento da
aterosclerose, hipertensdo e dislipidemia, aumentando de duas a trés vezes o risco de
mortalidade de individuos afetados e reduzindo sua expectativa de vida (JOSEPH; GOLDEN,
2017; HEPSEN et al., 2020; TSIGOS, 2002). Além disso, o0 aumento desse glicocorticoide esta
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associado ao estresse oxidativo, outro fator envolvido na fisiopatologia da depressdo
(ASCHBACHER et al., 2013).

1.2.2 Estresse oxidativo e nitrosativo envolvidos na depressao

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) sdo produtos do
metabolismo aerdbico e desempenham diversas fungdes no organismo como sinalizacdo celular
e defesa contra patdgenos. Em casos onde ocorre a producdo excessiva de radicais livres, 0
resultado serd a reagdo com &cidos graxos, proteinas e DNA, ocasionando a peroxidacdo
lipidica, apoptose e posterior, morte celular (BLACK et al., 2015). O estresse oxidativo €
definido como um desequilibrio entre as defesas antioxidantes e a producdo de EROS/ERNS,
estando relacionado ao envelhecimento e a fisiopatologia de diversas doencas
neuropsiquiatricas, como Alzheimer e depressdo (BLACK et al., 2015; SALIM, 2017).

Diversos relatos sugerem que a depressdo é acompanhada da producdo excessiva de
radicais livres, uma vez que pacientes depressivos exibiram altos niveis de marcadores
relacionados ao estresse oxidativo (BJAPAI et al., 2014; LINDQVIST et al., 2017; LIU et al.,
2015). Esse desequilibrio no Sistema Nervoso Central (SNC) pode prejudicar a
neurotransmissdao bem como a funcdo neuronal e tal fato deve-se em parte, a grande
vulnerabilidade do cérebro ao estresse oxidativo, visto que esse 6rgao possui uma alta demanda
metabolica, grande conteudo lipidico e reduzida capacidade antioxidante (COBLEY;
FIORELLO; BAILEY, 2018; HALLIWELL, 2007).

O Malondialdeido (MDA) é um subproduto da peroxidagdo lipidica, processo pelo qual
radicais livres atacam os fosfolipideos das membranas celulares, alterando sua permeabilidade,
fluidez e integridade. Niveis elevados de MDA foram encontrados em pacientes com depressao,
sendo um indicativo de estresse oxidativo (BAJPAI et al., 2014; CAMKURT et al., 2016;
TALAROWSKA et al., 2012).

O oxido nitrico (NO) e uma molécula sinalizadora que participa da neuromodulacéo,
neurotransmisséo e plasticidade sinaptica e, em condigdes patologicas, atua como radical livre,
contribuindo para o estresse oxidativo e neuroinflamacdo. O NO é produzido pela ativacdo da
oxido nitrico sintase (NOS), que possui trés isoformas, sendo a dxido nitrico sintase induzivel
(INOS) uma delas. A expressdo dessa enzima é aumentada em condigdes estressantes e
inflamatorias, estando intrinsicamente relacionada a patogénese de doencgas neuropsiquiatricas,
como o transtorno depressivo maior (GALECKI et al., 2011; GALECKI; TALAROWSKA,
2018; DHIR; KULKARNI, 2011).
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Os agentes antioxidantes atuam de forma a conferir protecéo a célula e eliminar as EROs
e ERNs. O sistema de defesa enzimatico inclui a superoxido dismutase (SOD), glutationa
redutase (GPH-R), glutationa peroxidase (GPH-Px) e catalase (CAT). J& os antioxidantes nao
enzimaticos abrangem a glutationa reduzida (GSH), acido urico, vitamina C, vitamina E e
carotenoides (MIRONCZUK-CHODAKOWSKA; WITKOWSKA; ZUJKO, 2018; SALIM et
al., 2017).

A glutationa reduzida é um dos antioxidantes mais importantes responsaveis pela
detoxificacdo de radicais livres nas células. Essa substancia esta envolvida em diversos
processos fisioldgicos essenciais, como o equilibrio do estado redox intracelular, bem como a
diferenciacdo e proliferacdo celular, tornando fundamental a manutencéo dos seus niveis para
processos Vvitais do organismo e combate ao estresse oxidativo (AOYAMA; NAKAKI, 2013;
DRINGEN, 2000).

1.2.3 Hipdtese Inflamatéria da depressao

Além de todas as hipdteses ja elencadas anteriormente que abordam a fisiopatologia da
depressdo, estudos sugerem ainda que alteracBes no sistema imunoldgico periférico, com
subsequente ativacdo de citocinas pré-inflamatérias, podem desencadear a depressao
(MENARD; HODES; RUSSO, 2016).

As citocinas sdo moléculas pleiotrépicas importantes nas respostas inflamatorias, assim
como na neurogénese e na fungdo cognitiva. Sob condices fisioldgicas, sdo mantidas em niveis
basais, entretanto, durante situacdes em que ocorrem inflamacéo e infec¢do, o microambiente
do sistema nervoso central ¢ alterado e as citocinas sdo ativadas pelas células gliais (KIM et al.,
2016; MILLER; MALETIC; RAISON, 2009).

A ativacdo excessiva de citocinas pré-inflamatorias desencadeia inUmeros prejuizos na
neurotransmissdo noradrenérgica e serotoninérgica cerebral e na neurogénese (HALARIS,
2019). Além disso, exerce profundo efeito na atividade do eixo hipotalamo-hipofisario-adrenal,
ao promover mudancas na expressdo dos receptores de glicocorticoides, levando a uma
dessensibilizacdo, com posterior diminuicdo da resposta aos glicocorticoides circulantes
(LEONARD, 2018; PACE; MILLER, 2009).

Pacientes depressivos exibem todas as caracteristicas relacionadas a inflamacao,
incluindo aumento de citocinas pré-inflamatérias, como fator de necrose tumoral (TNF),
interleucina 1P (IL-1p) e interleucina 6 (IL-6), bem como elevadas concentragdes de proteinas

de fase aguda, sugerindo que a depressio é acompanhada da desregulacdo imune
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(COLASANTO; MADIGAN; KORCZAK, 2020; DOWLATI et al., 2010; HAAPAKOSKI et
al., 2015; JIA et al., 2019).

Estudos envolvendo administracao de indutores de citocinas, como o lipopolissacarideo
bacteriano (LPS), foram relacionados a sintomas como humor deprimido, anedonia, fadiga e
disfungdo cognitiva (CORDEIRO et al., 2019; DINEL et al., 2014), tornando necessario o
aprofundamento na relacéo entre inflamacé&o e depresséo, através do modelo de comportamento

do tipo depressivo induzido por ativagdo imune proposto neste trabalho.

1.3 LPS e aDepressdo

Lipopolissacarideo € uma endotoxina expressa na membrana externa da parede celular
de bactérias Gram negativas, como por exemplo a Escherichia coli, que pode desencadear
inflamacdo sistémica ao hospedeiro (CAVAILLON, 2018; SHIMADA et al., 2012). A
molécula é composta por 3 regiGes distintas, que consistem no lipideo A, um dominio
hidrofébico ancorado a membrana; o nicleo, formado por uma cadeia curta de agucares com
varias modificacdes; e 0 antigeno O, um polissacarideo que se prolonga para o meio extracelular
(Figura 2). O lipideo A € responsavel pela toxicidade do LPS, e tem sua estrutura bastante
conservada entre as espécies bacterianas Gram negativas (BROWN, 2019; DE CASTRO et al.,
2008; RAETZ; WHITFIELD, 2002).
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Figura 2- Representacdo da estrutura quimica do LPS
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Fonte: BATISTA et al. (2007). Adaptado pelo autor (2021)

A ativacdo celular induzida pelo LPS é mediada pelo receptor Toll-like 4 (TLR4)
presente na superficie de células eucaridticas, em particular macrofagos, neutrofilos, células
dendriticas e endoteliais. Para que tal ativacdo ocorra, é necessaria a presenca de uma proteina
de fase aguda do hospedeiro, a proteina de ligacdo ao LPS (LBP, do inglés “LPS binding
protein”), formando um agregado LPS-LBP. O agregado apresenta o LPS para uma proteina de
membrana periférica CD14, que por sua vez transfere o LPS ao complexo TLR4/MD2, levando
a uma dimerizacéo, e possibilitando o recrutamento de moléculas adaptadoras a jusante, como
o MyD88 (Figura 3) (KIM; KIM, 2017; MAZGAEEN; GURUNG, 2020).

A cascata de sinalizagcdo formada ativa o fator de transcricdo NF-kB, promovendo a
liberacdo de diversos mediadores pré-inflamatorios, como TNF-a, IL-1p e IL-6, que, em
excesso, provocarao inumeras respostas inflamatdrias com danos aos tecidos, podendo levar ao
choque séptico (CAVAILLON, 2018; CHRISTIANSEN et al., 2012; MAZGAEEN;
GURUNG, 2020). Além disso, repetidos desafios imunes por LPS também ativam o sistema
complemento cléssico, desencadeando uma ativagdo microglial e neurodegeneracdo
dopaminérgica (BODEA et al., 2014).
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Figura 3- Mecanismo de ativacédo do receptor TLR4 pelo LPS
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Fonte: MAZGAEEN; GURUNG (2020). Adaptado pelo autor (2021)

O modelo animal de comportamento tipo-depressivo induzido pela administracao
sistémica do LPS foi proposto pela primeira vez por Yirmiya em 1996, a fim de investigar a
relacdo entre a ativacdo do sistema imunoldgico e comportamentos semelhantes a depressao.
Ele observou que a administracdo de LPS provocava sintomas depressivos em roedores, como
anedonia, desespero e inibicdo comportamental, sendo atenuados através do tratamento crénico
com antidepressivos (YIRMIYA, 1996).

Tal protocolo ja foi bastante estudado e demonstrou também ser capaz de causar perda
de peso (HE et al., 2019), comprometer a memoria e o aprendizado (SALMANI et al., 2020),
induzir comportamento ansiolitico (CASARIL et al., 2019), aumentar os niveis séricos de
citocinas (YANG et al., 2020) e induzir a astrogliose e microgliose (AHN et al., 2012; WU et
al., 2019).

E interessante relatar que o desafio imune por LPS conduz perfis comportamentais
distintos baseados no tempo-dependente (DANTZER et al, 2008). Um ocorre
aproximadamente 2 horas ap0s a administracdo de LPS, conhecido como sickness behavior,
caracterizado por um comportamento de doenga que ocorre juntamente com o pico de liberagdo
de citocinas pro-inflamatdrias, enquanto o outro acontece 24 horas apds a administracdo da
endotoxina, correspondendo a um comportamento do tipo depressivo (MELLO et al., 2013;
LASSELIN et al., 2020).

O modelo induzido por LPS tem sido cada vez mais utilizado para o screening de novos

antidepressivos por causar alteracfes estruturais nas areas cerebrais relacionadas a regulacao
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do humor (CUSTODIO et al., 2013; MELLO et al., 2013). Além disso ele possui uma forte
validade preditiva para pesquisas de farmacos com atividade anti-inflamatoria e possivel

atividade antidepressiva.

1.4 Tratamento farmacoldgico para a depressdo

Atualmente para o tratamento da depressdo séo utilizados antidepressivos de diversas
classes como os Inibidores da monoaminoxidase (IMAOs), Antidepressivos Triciclicos
(ATCs), Inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRSs), Inibidores seletivos da
recaptacédo de serotonina e noradrenalina (ISRSNSs) e antidepressivos atipicos (NCCMH, 2010).

A primeira geracdo de antidepressivos foram os IMAOs e os ATCs, que atuam
aumentando os niveis de monoaminas na fenda sinaptica ao inibir a enzima monoamina oxidase
e a recaptacdo de neurotransmissores, respectivamente. O grande problema associado ao uso
desses antidepressivos sdo as interacbes medicamentosas e 0s vastos efeitos adversos, que
prejudicam a adesdo ao tratamento, tendo sido posteriormente, substituidos por outros mais
seguros e com um menor perfil de efeitos colaterais (PEREZ-CABALLERO et al., 2019).

Os antidepressivos mais recentes, como o0s ISRSs, tornaram-se os de primeira linha para
o tratamento da depressdo, podendo também serem utilizados para controlar o transtorno de
estresse pés-traumatico (TEPT) e transtorno de ansiedade. Eles atuam na inibi¢do da recaptacao
neuronal da serotonina, de forma mais seletiva que os ATCs. S&o relativamente bem tolerados
e possuem um bom perfil de seguranca, embora ainda estejam associados a diversos efeitos
adversos (SABELLA, 2018). Alguns farmacos dessa classe sdo escitalopram, paroxetina,
fluoxetina, citalopram, sertralina e fluvoxamina (VASWANI; LINDA; RAMESH, 2003).

O escitalopram é o antidepressivo mais utilizado para o tratamento farmacolégico de
pacientes com depressdo e seu inicio de acdo é relativamente rapido (DONG et al., 2016).
Alguns estudos relatam que ele é mais eficaz e mais tolerdvel que o citalopram e outros
antidepressivos (BALDWIN, 2007; KENNEDY; ANDERSEN; THASE, 2009; ZHANG et al.,
2012).

Uma limitag&o ainda relacionada a terapéutica com os antidepressivos atuais, é a demora
no aparecimento da resposta clinica benéfica experimentada pelo paciente, que pode levar cerca
de duas a quatro semanas para ocorrer (PEREZ-CABALLERO et al., 2019). Além disso,
aproximadamente 50% dos pacientes ndo atingem a remissdo completa, revelando uma eficacia
parcial do medicamento (THASE et al., 2010).
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Diante das dificuldades observadas no tratamento com os antidepressivos disponiveis
no mercado, surge a necessidade de buscar terapias alternativas para o tratamento da depressao,

destacando-se a glimepirida.

1.5 Glimepirida

A glimepirida pertence ao grupo das Sulfonilureias, agentes hipoglicemiantes orais
utilizados como terapia adjuvante no controle do diabetes melitus tipo Il (DEL PRATO,;
PULIZZI, 2006). Atua estimulando a liberacdo de insulina ao ligar-se no receptor de
sulfonilureia (SUR1), um canal de K*ATP dependente, localizado na superficie de células p.
Essa ligacdo promove o fechamento dos canais de K*, levando a uma despolarizagdo da célula
e subsequente influxo de célcio através dos canais de Ca*? voltagem dependente, provocando a
secrecdo das vesiculas de insulina, conforme demonstrado na figura 4 (KORYTKOWSKI,
2004).

Figura 4- Mecanismo de agéo das sulfonilureias
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Fonte: KUMAR; CLARK (2012). Adaptado pelo autor (2021). Legenda: A: Canal de K+ sensivel ao

ATP; B: Canal de calcio voltagem dependente.

Diversos estudos mostram que bloqueadores desses canais apresentam efeitos benéficos
adicionais, além da secrecdo de insulina e reducdo dos niveis de glicose no sangue. Foi
demonstrado que eles exercem efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios e neuroprotetores,
tendo aplicacdo no tratamento de doengas do SNC, onde a inflamagdo é um componente
importante do déficit neurolégico progressivo (KRAUSS et al., 2003; INGHAM; WILLIAMS;
BATE, 2014; ISHOLA et al., 2019; SU et al., 2017).
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A esse respeito, Ishola et al. (2019), sugeriram a utilizagdo da glimepirida como uma
nova abordagem no tratamento de Parkinson. Verificou-se que ela foi capaz de atenuar o
estresse oxidativo e a neuroinflamacdo em camundongos Swiss, evitando o comprometimento
da memoria.

Além disso, outros estudos utilizando cultura de neurénios primarios levantaram a
possibilidade desse farmaco em retardar o déficit cognitivo no Alzheimer. Tal evidéncia foi
comprovada através da protecdo dos neurdnios contra danos sinapticos induzidos pelo acimulo
de peptideos B-amiloides (AB) (OSBORNE et al., 2016), assim como na reducéo da expressao
e da atividade da BACEL (LIU et al., 2013), um marcador bioldgico relacionado a patogénese
da doenga.

A glimepirida apresenta uma boa tolerabilidade, baixa incidéncia de efeitos adversos,
ndo promove ganho de peso e, em comparacdo a outras sulfonilureias, como a glibenclamida,
apresenta um histérico maior de seguranca, estando relacionada a um menor risco de
hipoglicemia e problemas cardiacos, ja que possui baixa interacdo com canais K*ATP na fibra
cardiaca (HOLSTEIN; PLASCHKE; EGBERTS, 2001; RAPTIS; DIMITRIADIS, 2001;
WANG et al., 2020).

E bem absorvida oralmente, atingindo concentragdes séricas maximas em cerca de 2,5
horas apds a administracdo oral. A ingestdo de alimentos ndo exerce nenhuma influéncia
relevante na absorcdo deste medicamento. Apresenta um pequeno volume de distribuicéo, alta
taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas e baixo clearance. E metabolizada principalmente no
figado pelo sistema citocromo P450 (CYP), estando a CYP2C9 principalmente envolvida.
(LANGTRY; BALFOUR, 1998). Sua estrutura quimica esta representada na Figura 5.

Figura 5- Estrutura quimica da glimepirida
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Fonte: FAHIM (2014).
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2. JUSTIFICATIVA

O ndmero de pessoas vivendo com depressdo aumentou 18,4% entre 2005 e 2015,
atingindo mais de 300 milhdes de pessoas mundialmente (OPAS, 2018). Esse cenario se torna
ainda mais alarmante com a pandemia da COVID-19 e o isolamento social, promovendo um
profundo impacto na salde mental da populacdo e um aumento no numero de casos de
depressdo (MAIA, DIAS; 2020; NEARCHOU et al., 2020). A depressao afeta a qualidade de
vida do paciente, tornando-o incapacitado de realizar atividades habituais. Alem disso, aumenta
as chances do individuo de desenvolver sindrome metabdlica e diabetes. (MUKHERJEE;
CHATURVEDI, 2019).

Apesar do grande conhecimento acerca da neurobiologia da depressdo, nenhum
mecanismo consegue explicar todas as vertentes da doenca. Atualmente, a teoria
monoaminérgica € a mais aceita, porém a incidéncia de efeitos adversos e o grande periodo de
laténcia dos antidepressivos fazem com que muitos pacientes abandonem o tratamento
(PEREZ- CABALLERO et al., 2019).

Nos ultimos anos, varias hipoteses destacaram o0s sistemas imune e enddocrino na
fisiopatologia da depressdo. A hiperatividade do eixo HHA em resposta ao estresse contribui
no desenvolvimento da doenga (JURUENA et al., 2018). Além do mais, foi evidenciado que
pacientes depressivos possuiam altos niveis séricos de citocinas pré-inflamatorias,
demonstrando uma possivel relacdo entre depressdo e inflamacdo (LEONARD; 2018; JIA et
al., 2019).

Nesse contexto, a busca por substdncias com efeito antidepressivo que ja estdo
disponiveis no mercado farmacéutico e que causem uma tolerabilidade melhor ao paciente,
torna-se interessante. Como a inflamacdo é um fator chave na relacdo bidirecional entre a
depressao e o diabetes tipo 1, a utilizacdo de uma droga hipoglicemiante bem estabelecida no
mercado e que tem propriedades anti-inflamatdrias podera proporcionar melhora aos pacientes
que possuem essa co-morbidade, além de reduzir os anos de pesquisa em relacdo a
farmacocinética e seguranca, através do redirecionamento desse farmaco (INGHAM;
WILLIAMS; BATE, 2014).

A utilizagdo da glimepirida em animais submetidos ao modelo do tipo depressivo
induzido por lipopolissacarideo abre novas possibilidades, podendo desempenhar um papel
significativo no tratamento da depressdao maior. Nessa perspectiva, pretendeu-se investigar o
efeito antidepressivo da glimepirida e sua modulacdo através do estresse oxidativo e

neuroinflamacéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da glimepirida no sistema nervoso central de camundongos submetidos a

administracdo repetida de lipopolissacarideo (LPS).

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar a glicose de camundongos antes e depois da administracao da glimepirida;

e Avaliar a atividade exploratoria e locomotora de camundongos através do teste do
campo aberto;

e Avaliar nos camundongos o0s testes comportamentais preditivos de efeito
antidepressivo, como o teste do Nado Forcado e Suspensdo pela cauda;

e Avaliar amemoria e o aprendizado nos camundongos através dos testes do labirinto em
Y e reconhecimento de objetos;

e Mensurar parametros de estresse oxidativo através do MDA, Nitrito e GSH nas areas
cerebrais do hipocampo e cortex pré-frontal;

e Mensurar as concentragfes de citocinas (IL-1p e TNF) nas &reas cerebrais do

hipocampo e cortex pré-frontal.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos adultos jovens, pesando entre 20-30g,
provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal do Ceard (UFC). Os mesmos foram mantidos em ambiente com temperatura controlada
(22+£1°C), com ciclo claro/escuro de doze horas e recebendo agua e comida a disposicao.

O experimento foi realizado conforme os principios éticos de experimentacdo animal,
sendo aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFC, sob o nGimero
22760110109.

4.2 Substancias utilizadas

4.2.1 Lipopolissacarideo

Os animais, exceto os do grupo controle, receberam injecdo intraperitonial (i.p) de
Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli, sorotipo 055:B5 (Sigma-Aldrich Corporation,
St. Louis, EUA) na dose de 0,5 mg/kg dissolvido em soluc¢do salina estéril.

4.2.2 Glimepirida

A droga teste utilizada foi a glimepirida (GLI) (Medley), diluida em solucéo salina 0,9%
e administrada através de gavagem por via oral, durante 5 (cinco) dias consecutivos, na dose de
2 mg/kg. A escolha da dose € justificada por apresentar efeitos benéficos perante o estresse

oxidativo e a inflamacéo em modelo animal (ISHOLA et al., 2019).

4.2.3 Escitalopram

O controle positivo foi o Escitalopram (ESCI) (Medley), diluido em solugéo salina 0,9%

e administrado através de gavagem por via oral, durante 5 (cinco) dias consecutivos, na dose
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de 10mg/kg. A dose foi definida com base em um estudo anterior em modelo animal (DE
SOUSA TOMAZ et al., 2020).

4.3. Desenho experimental

O protocolo foi proposto para avaliar os efeitos da administracdo de glimepirida em um
modelo animal do tipo depressivo através da exposicdo sistémica a lipopolissacarideo como
descrito por (MELLO et al., 2017), com adaptacdes. Durante dez dias, pela manha, uma vez ao
dia, foi administrado injecdes intraperitoniais (i.p) de lipopolissacarideo 0,5 mg/kg de forma a
induzir um comportamento do tipo depressivo no animal. Do 6° ao 10° dia do protocolo, foi
acrescido administracdo oral por gavagem das drogas, uma hora apds a administracdo do LPS.
Para estes experimentos os grupos tratados foram divididos conforme listados abaixo, com cada

grupo contendo em média, 6 a 8 animais:

- Grupo controle: animais receberam inje¢des intraperitonialmente de solucdo salina
0,9% i.p durante dez dias, e posteriormente, receberam administracdo diaria de solucdo salina
0,9% por via oral (v.0.) entre 0 6° e 10° dias.

- Grupo LPS+SAL: animais receberam injecdes intraperitonialmente de LPS (0,5
mg/kg) durante dez dias e administracdo diaria de solucdo salina 0,9% por via oral (v.0.) entre
0 6° e 10° dias.

- Grupo LPS+GLI: animais receberam injecdes intraperitonialmente de LPS (0,5
mg/kg) durante dez dias e administracdo diaria de Glimepirida (2 mg/kg) por via oral (v.0.)
entre 0 6° e 10° dias.

- Grupo LPS+ESCI: animais receberam injecGes intraperitonialmente de LPS (0,5
mg/kg) durante dez dias e administracdo diaria de Escitalopram (10mg/kg) por via oral (v.0.)

entre o 6° e 10° dias.

Antes de iniciar a administracéo oral da glimepirida, foi retirado uma pequena amostra
de sangue dos animais desse grupo para mensuracdo de glicose venosa. Esse procedimento se
repetiu no ultimo dia de tratamento com a droga teste. Vinte e quatro horas ap6s a ultima
administracdo de glimepirida ou escitalopram ou salina, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais. Imediatamente apds o0s testes comportamentais, o0s animais foram

sacrificados por decapitacédo e tiveram os encéfalos rapidamente retirados e colocados no gelo



36

para dissecac¢do do hipocampo (HP) e cortex pré-frontal (CPF). Ao final da dissecagdo, as areas
foram colocadas em microtubos de plasticos devidamente identificados, pesados e conservados
a -70°C para uso posterior. Os detalhes do delineamento experimental estdo representados no

fluxograma a seguir:

Figura 6- Fluxograma do protocolo experimental

LPS ou SALINA (i.p)

1° a0 10° dia tempo

SALINA v.o
GLIMEPIRIDA v.o 2mg/kg
ESCITALOPRAM v.o 10 mg/kg

>

6°ao 10° dia

tempo

24 horas

Il

Testes comportamentais e
dissecacdo das areas
cerebrais

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2021). Abreviagdes: LPS- lipopolissacarideo; i.p- intraperitonial;
v.0- via oral.

4.4 Determinacao de glicose venosa

A concentracdo de glicose venosa dos animais foi mensurada antes e depois da
administracdo de 5 dias da glimepirida, a fim de eliminar possiveis efeitos hipoglicémicos que
pudessem comprometer os resultados dos testes comportamentais. Para isso, 0s animais foram
contidos suavemente, e uma pegquena amostra de sangue da veia caudal foi retirada e a glicemia
avaliada utilizando o glicosimetro (One Touch Select Plus®). A variacao dos niveis de glicemia

foi obtida em mg/ dL.
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4.5 Testes comportamentais

4.5.1 Avaliacao da Atividade Locomotora e Exploratoria

4.5.1.1 Teste do Campo Aberto

A metodologia de ARCHER (1973), com adaptacdes, foi utilizada para avaliar a
atividade locomotora e exploratoria do animal. Para isto, foi utilizado um campo aberto feito
de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30x30x15 cm) dividido em 9 quadrantes iguais,
como mostra a figura 7. O animal é colocado no centro do aparato e durante cinco minutos foi
avaliado o nimero de cruzamentos entre os quadrantes (crossings), o nimero de levantamentos
verticais ou rearings (nimero de vezes que 0 animal se ergue nas patas dianteiras) e 0 nimero
de movimento de auto limpeza (groomings). O teste foi realizado em uma sala com som

atenuado.

Figura 7- Representacdo do Teste do Campo Aberto

Crossings 6 minutos (1 min de adaptacéo)
Rearings

Groomings

Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).
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4.5.2 Avaliacdo do fenotipo depressivo

4.5.2.1 Teste do Nado Forgcado

Os animais foram colocados individualmente em um cilindro plastico (altura: 35 cm;
diametro: 24 cm), contendo 13,5 cm de agua, por um periodo de 6 minutos, sendo os 2 primeiros
de adaptacdo (YANKELEVITCH-YAHAV et al., 2015). Durante 4 minutos, foi registrado o
tempo total de imobilidade para cada animal, e considera-se como imobilidade quando o animal
faz apenas os movimentos minimos para manter a cabeca fora da 4gua. A figura 8 representa o

teste.

Figura 8- Teste do Nado Forcado

Tempo de imobilidade

6 minutos (2 min de adaptacéao)

Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).

4.5.2.2 Teste da Suspenséo pela Cauda

No teste de suspensao pela cauda, os camundongos ficaram suspensos a 50 cm do chéo
por uma fita fixada a 1 cm a partir da ponta da cauda e o tempo de imobilidade foi registrado
durante 5 minutos (STERU et al., 1985). Os animais foram testados individualmente, sendo

considerado imdvel apenas quando permaneceu passivamente suspenso (Figura 9).
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Figura 9- Teste da Suspensdo pela Cauda

50 cm do chao

Tempo de imobilidade

6 minutos (1 min de adaptacéo)

Fonte: Elaborada pelo préprio autor (2021).

4.5.3 Avaliacao da memdria e aprendizado

4.5.3.1 Teste do labirintoem Y

O teste proposto por Sarter (1988), avalia a memdria de curto prazo e o aprendizado dos
animais. O labirinto em Y consiste em trés bragos idénticos (A, B, C) de 40 cm de comprimento,
16 cm de altura e 5 cm de largura (Figura 10). Cada camundongo foi colocado na intersec¢éao
das extremidades e durante 8 minutos foi permitido explorar o ambiente. A sequéncia dos
bracos em que os animais entraram foi registrada e as informagfes analisadas de forma a
determinar o nUmero de entrada nos bracos sem repeticdo. Uma alternacgdo é considerada correta
se 0 animal visitar um novo braco e ndo retornar ao braco anteriormente visitado. A
porcentagem de alternagdes corretas € dada por: n° de alternancias corretas/(n° total de entradas)
x 100.
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Figura 10- Teste do Labirinto em Y
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Tempo de teste: 8 minutos

Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).

4.5.3.2 Teste de Reconhecimento de objetos

Este teste é baseado na tendéncia natural dos animais a buscarem 0 novo
(ENNANCEUR; DELACOUR, 1988). Inicialmente, os animais foram habituados e colocados
em um campo aberto de acrilico (30x30x15) durante 5 minutos. Posteriormente, eles foram
retirados e colocados em uma outra caixa por 15 minutos, até o inicio da fase de treino. Na fase
de treino, o animal foi colocado novamente no aparato de acrilico contendo 2 objetos iguais
(Ol) e durante 5 minutos, foi permitido explorar o ambiente e os objetos. Apds 15 min de
intervalo, ocorreu efetivamente o teste, o animal foi colocado novamente na arena teste e um
dos objetos iguais foi substituido pelo objeto novo (ON). Durante 5 minutos, o tempo que 0
animal explorou cada um dos objetos foi anotado (DE AQUINO et al., 2020) (Figura 11). O
resultado foi expresso como indice de reconhecimento a um objeto novo, sendo obtido a partir

da seguinte férmula:

indice de reconhecimento: (tempo ON - tempo Ol)/ (tempo ON + tempo Ol)
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Figura 11- Teste de Reconhecimento de Objetos

15 min

Habituagao - 5 minutos Treino - 5 minutos

15 min

Teste - 5 minutos

Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).

4.6 Testes Neuroquimicos

4.6.1 Determinagéo de Parametros de Estresse Oxidativo

4.6.1.1 Avaliacdo do grau de Lipoperoxidacao

O grau de lipoperoxidacdo nas areas cerebrais (hipocampo e cortex pré-frontal) foi
mensurado através da determinacdo dos niveis de malondialdeido (MDA), conforme o método
de (DRAPER; HADLEY, 1990). Foram preparados 0s homogenatos das areas cerebrais a 10%
em tampao fosfato de potassio monobasico, 50 mM, pH 7,4 e 63uL destes foram adicionados a
100 pL de acido perclorico 35% em tubos eppendorf, que posteriormente foram centrifugados
a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida, 150 puL do sobrenadante foi adicionado a 50
uL de acido tiobarbitarico 1,2%, que ficaram em banho-maria a 95°C por 30 minutos. Ao final,
150 uL da mistura foram adicionados aos poc¢os da placa de ELISA e foi realizado a leitura a
535nm. Os resultados foram expressos em pg de MDA/g de tecido.
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4.6.1.2 Determinacao das concentragdes de Nitrito

Os niveis de nitrito foram determinados nos homogenatos cerebrais (hipocampo e cortex
pré-frontal). Para isto, 100 pL do Reagente de Griess (acido fosforico 5%, sulfonilamida 1%
em acido fosférico 5%, NEED 0,1% e agua destilada) foram adicionados a 100 pL do
sobrenadante do homogenato e incubados a temperatura ambiente por 10 min, de acordo com
o0 protocolo de GREEN et al., (1982). A curva padrdo foi elaborada com vérias concentracdes
de NaNO2 (variando de 0,75 a 100 mM) sob as mesmas condi¢des. Os brancos foram
preparados pela adigdo de 100 uL do Reagente de Griess a 100 pL. do tampao usado para o
homogenato (fosfato de potassio monobésico 50 mM, pH 7,4). A absorbancia foi medida em

540 nm, e o resultado expresso em nmol de nitrito/g de tecido.

4.6.1.3 Determinacao das concentracgdes de Glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de Glutationa reduzida (GSH) foram medidos para avaliar a capacidade de
defesa antioxidante. O método € baseado na reacdo de reagente de Ellman (DTNB), com grupos
tiol livres. As areas do cérebro (hipocampo e cértex pré-frontal) foram diluidas em tampdo de
0,02 M de EDTA (10% p/v) e adicionadas a uma solucdo de &cido tricloroacético a 50%.
Posteriormente, foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 min e o sobrenadante foi retirado. As
amostras foram misturadas com 0,4 M de tampao trisHCI, pH 8,9 e 0,01 M de DTNB
(SEDLAK; LINDSAY, 1968). Niveis de GSH foram determinados por espectrofotometria a
412 nm, calculada com base numa curva padrao de glutationa e expressos como pg de GSH/g

de tecido.

4.7 Mensuracao das concentracgdes de IL-1p e TNF

As areas cerebrais (hipocampo e cortex pré-frontal) dissecadas foram homogeneizadas
em 8 volumes de tampdo PBS com protease (EMD Biosciences) e fosfatase (Sigma-Aldrich) e
posteriormente, foram centrifugadas (10000 rpm, 5 min), e utilizando sobrenadante da diluig&o.
A concentrag¢do das citocinas, em 50 pL de amostras, foi determinada por ELISA (R&D®
Systems, Minneapolis, MN, EUA) conforme o protocolo do fabricante e expressa em pg/g de

tecido.
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4.8 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism versao
8.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego California EUA). Inicialmente, 0s
resultados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, para verificar a normalidade dos dados.
Para a comparacao entre duas variaveis, foi realizado o teste T de Student para resultados
paramétricos ou teste de Mann-Whitney, para resultados ndo paramétricos. Para mais de trés
grupos, foi utilizado o teste de andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (post
hoc) para resultados paramétricos ou Kruskall-Walis seguido do teste de Dunn’s (post hoc) para
0s nao paramétricos. Em todas as analises estatisticas, os valores foram representados pela

Média + Erro Padrdo da Média (EPM) com valores significativos quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Dosagem de glicose venosa em animais tratados com Glimepirida

Foi verificado que o tratamento de 5 dias consecutivos da Glimepirida na dose de 2
mg/kg ndo alterou significativamente os niveis de glicose (mg/dL) dos animais (DIA 1: 145,4
+5,1; DIA 5: 156,3 + 10,3), como demonstrado na Figura 12.

Figura 12- Efeito da administracdo da Glimepirida (2 mg/kg) sobre os niveis
de glicose venosa dos animais.

de glicose (mg/dL)

90

-

niveis

|
DIA1 DIAS

Tempo (em dias) apos a administragdao com glimepirida (2mg/kg)

Fonte: Autoria prépria (2021). Os animais (n=6-8 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias
com glimepirida (2 mg/kg) apds a administragao repetida de LPS. Foram mensurados os niveis
de glicose nos dias 1 e 5, antes da primeira e ap6s a Ultima administracdo de glimepirida,
respectivamente. Os valores estdo representados como média + EPM. O teste utilizado foi o de
Mann-Whitney.
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5.2 Avaliagdo Comportamental

5.2.1 Efeito da administracao da Glimepirida (2 mg/kg) sobre a atividade locomotora e

exploratoria através do Teste do Campo Aberto em camundongos expostos ao LPS.

Os resultados nao revelaram diferencas significativas na locomocéo e exploracdo dos
animais nos parametros analisados: nimero de crossings, nimero de rearings e nimero de
groomings. A administracdo sistémica do LPS ndo alterou significativamente o nimero de
crossings dos animais quando comparado ao grupo controle (CONTROLE: 55,3 + 4,7,
LPS+SAL.: 61,8 + 4,8). O tratamento com a glimepirida e o escitalopram também demonstrou
ndo alterar significativamente o comportamento estudado (LPS+GLI: 66,3 = 4,7; LPS+ESCI:
51,2 + 3,6; LPS+SAL: 61,8 + 4,8). (Figura 13A).

Em relacdo ao nimero de rearings, o grupo LPS+SAL em compara¢do ao grupo
controle ndo promoveu nenhuma alteracao estatisticamente significativa (LPS+SAL: 3,1 +1,2;
CONTROLE: 5,2 + 1,3). O mesmo foi observado nos grupos tratados com a glimepirida e o
escitalopram ap6s o LPS (LPS+GLI: 4,2 £ 0,9; LPS+ESCI: 2,6 + 1,3; LPS+SAL: 3,1 £ 1,2).
(Figura 13B).

No numero de groomings, também nao foi observado diferencas significativas entre os
grupos LPS+SAL e controle (CONTROLE: 4,1 £ 0,5; LPS+SAL: 3,1 +0,2) . A administracdo
oral de glimepirida e escitalopram ap6s o LPS também ndo alterou significativamente esse
parametro (LPS+GLI: 3,1 + 0,2; LPS+ ESCI: 2,8 £ 0,3; LPS+SAL: 3,1 + 0,2). (Figura 13C).
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Figura 13- Efeito do tratamento da Glimepirida (2 mg/kg) no teste do Campo aberto.
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Fonte: Autoria propria (2021). Os animais (n=6-8 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com glimepirida
(2 mg/kg) ou escitalopram (10 mg/kg), apds a administracao repetida de LPS. No 11° dia do protocolo experimental
foram analisados o nimero de crossings (A), rearings (B) e groomings (C) dos animais durante 5 minutos através
do teste do Campo aberto. Os testes utilizados foram o ANOVA, seguido de Tukey como (post hoc) para (A) e
(C), e Kruskal-Wallis, sequido do teste de post hoc de Dunn’s para comparagdes multiplas para (B). Os valores
estéo representados como média £ EPM. SAL: Salina, LPS: Lipopolissacarideo, GLI: Glimepirida 2 mg/kg, ESCI:
Escitalopram 10 mg/kg.
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5.2.2 Efeito da administracdo da Glimepirida (2 mg/kg) sobre o tempo de imobilidade no

Teste do Nado Forgado em camundongos expostos ao LPS.

A administracéo sistémica do LPS resultou em um aumento pronunciado na duragéo da
imobilidade de 209% em comparacéo ao grupo controle (CONTROLE: 17,5 £ 5,6; LPS+SAL.:
54,1 + 11,3, P<0,05), sendo possivel verificar a indugdo do comportamento depressivo-simile.
O tratamento com a glimepirida na dose de 2 mg/kg foi capaz de reverter esse comportamento,
reduzindo o tempo de imobilidade em quase 60% em relagéo ao grupo LPS+SAL, indicando
um efeito antidepressivo-simile superior a droga de referéncia, escitalopram, que reduziu o
tempo de imobilidade em 54% (LPS+SAL: 54,1 £ 11,3; LPS+GLI: 22 + 5,8; LPS+ ESCI: 24,5
+ 2,0, P<0,05) (Figura 14).

Figura 14- Efeito da administracdo da Glimepirida (2 mg/kg) sobre o tempo de

imobilidade no teste do Nado Forgado.
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Fonte: Autoria propria (2021). Os animais (n=6-8 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com
glimepirida (2 mg/kg) ou escitalopram (10 mg/kg), ap6s a administracéo repetida de LPS. No 11°
dia do protocolo experimental foram submetidos ao teste do Nado Forgado para verificar o tempo
de imobilidade (s) durante 4 minutos. Os valores estdo representados como média + EPM. *p<0,05
vs CONTROLE; #p<0,05 vs LPS+SAL. Teste ANOVA, seguido do Tukey como (post hoc). SAL:
Salina, LPS: Lipopolissacarideo, GLI: Glimepirida 2 mg/kg, ESCI: Escitalopram 10 mg/kg.
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5.2.3 Efeito da administracio da Glimepirida (2 mg/kg) sobre o tempo de imobilidade no
Teste da Suspenséo pela Cauda em camundongos expostos ao LPS.

No teste de Suspensédo pela Cauda foi verificado um aumento de 23% no tempo de
imobilidade (s) do grupo LPS+SAL em relacdo ao grupo controle (CONTROLE: 80,8 + 5,5;
LPS+ SAL: 99,7 £ 6,2, P<0,05). O grupo tratado com glimepirida apresentou uma reducéo
significativa de 41% no mesmo parametro, quando comparado ao grupo exposto ao LPS tratado
somente com SAL, (LPS+ SAL: 99,7 £ 6,2; LPS+GLI: 58,7 £ 6,6; P< 0,01), enquanto o grupo
tratado com escitalopram reduziu em 32% (LPS+ SAL: 99,7 + 6,2; LPS+ ESCI: 67,5 + 8,9,

P<0,05). Os resultados sdo expressos na Figura 15.

Figura 15- Efeito da administracdo da Glimepirida (2 mg/kg) sobre o tempo de

imobilidade no teste da Suspenséo pela Cauda.
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Fonte: Autoria propria (2021). Os animais (n=6-8 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com
glimepirida (2 mg/kg) ou escitalopram (10 mg/kg), ap6s a administracéo repetida de LPS. No 11°
dia do protocolo experimental foram submetidos ao teste da Suspensédo pela Cauda para verificar o
tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Os valores estdo representados como média + EPM.
*p<0,05 vs CONTROLE; #p<0,05; ##p<0,01 vs LPS+SAL. Teste ANOVA, seguido do Tukey
como (post hoc). SAL: Salina, LPS: Lipopolissacarideo, GLI: Glimepirida 2 mg/kg, ESCI:
Escitalopram 10 mg/kg.
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5.2.4 Efeito da administracdo da Glimepirida (2 mg/kg) sobre a memoria de camundongos
expostos ao LPS no Teste do Labirintoem Y.

O grupo LPS+SAL apresentou uma reducdo de 11% no namero de alternancias corretas
comparado ao grupo controle (CONTROLE: 63,5 + 1,7; LPS+SAL.: 56,4 + 1,6, P<0,05) e 0
tratamento com a glimepirida e com o escitalopram melhorou significativamente esse
parametro em 18% e 16%, respectivamente, quando comparado ao grupo desafiado pelo LPS
tratado somente com SAL (LPS+SAL: 56,4 £ 1,6; LPS+GLI: 66,8 + 2,5, P<0,01; LPS+ESCI:
65,5 + 23,5, P<0,05), conforme demonstra a figura 16.

Figura 16- Efeito da administracdo da Glimepirida (2 mg/kg) sobre o nimero de
alternancias corretas no teste Labirintoem Y.
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Fonte: Autoria propria (2021). Os animais (n=6-8 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com
glimepirida (2 mg/kg) ou escitalopram (10 mg/kg), apés a administracéo repetida de LPS. No 11°
dia do protocolo experimental foram submetidos ao teste do Labirinto em Y para verificar o nimero
de alternancias corretas durante 8 minutos. Os valores estdo representados como média £ EPM.
*p<0,05 vs CONTROLE; #p<0,05; ##p<0,01 vs LPS+SAL. Teste ANOVA, seguido do Tukey

como (post hoc). SAL: Salina, LPS: Lipopolissacarideo, GLI: Glimepirida 2 mg/kg, ESCI:
Escitalopram 10 mg/kg.
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5.2.5 Efeito da administracdo da Glimepirida (2 mg/kg) sobre a memoria de camundongos
expostos ao LPS no teste de Reconhecimento de objetos

O grupo exposto ao LPS tratado com SAL apresentou uma reducéo significativa de 48%
no indice de reconhecimento a um objeto novo, quando comparado ao grupo controle
(CONTROLE: 0,54 £ 0,03; LPS+SAL: 0,28 £ 0,12, P<0,05). (Figura 17). A administracdo de
glimepirida e escitalopram ndo foi capaz de reverter tal alteragéo, entretanto ndo houve uma
diferenca significativa desses grupos em relagcdo ao grupo controle. (LPS+GLI: 0,49 + 0,03;
LPS+ESCI: 0,54 + 0,07; CONTROLE: 0,54 + 0,03; LPS+SAL: 0,28 £ 0,12).

Figura 17- Efeito da administracdo da Glimepirida (2 mg/kg) sobre o indice de

reconhecimento a um objeto novo.

indice de reconhecimento
do objeto novo
o
I
]

Fonte: Autoria propria (2021). Os animais (n=6-8 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com
glimepirida (2 mg/kg) ou escitalopram (10 mg/kg), apés a administracdo repetida de LPS. No 11°
dia do protocolo experimental foram submetidos ao teste do Reconhecimento de objetos para
verificar o indice de reconhecimento a um objeto novo. Os valores estéo representados como média
+ EPM. *p<0,05 vs CONTROLE. Teste ANOVA, seguido do Tukey como (post hoc). SAL: Salina,
LPS: Lipopolissacarideo, GLI: Glimepirida 2 mg/kg, ESCI: Escitalopram: 10 mg/kg.
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5.3 Avaliacao Neuroquimica

5.3.1 Determinacao dos parametros de estresse oxidativo

5.3.1.1 Efeito do tratamento com Glimepirida (2 mg/kg) sobre a concentracdo de

Malondialdeido (MDA) no hipocampo e cortex pré-frontal

Foi observado um aumento significativo nos niveis (mcg/g de tecido) de MDA no grupo
LPS+SAL em comparagdo ao grupo controle, tanto no hipocampo (CONTROLE: 628,8 + 35,4;
LPS+SAL: 804,1 + 39,2, P<0,05) (Figura 18A) como no cortex pré-frontal (CONTROLE:
568,2 £ 103,2; LPS+SAL: 832,9 £ 62,6, P<0,05) (Figura 18B). O tratamento com a glimepirida
e com o escitalopram, reduziu significativamente as concentracées de MDA em ambas as areas
cerebrais, quando comparado ao grupo LPS+SAL (Hipocampo: LPS+SAL: 804,1 + 39,2;
LPS+GLI: 324,3 + 33,6, P<0,001; LPS+ESCI: 423,3 + 55,7, P<0,05; Cdrtex pré-frontal:
LPS+SAL: 832,9 + 62,6; LPS+GLI: 232,1 + 61,3, P<0,001; LPS+ESCI: 309,8 + 13,3).

Figura 18- Efeitos da Glimepirida (2 mg/kg) sobre a dosagem de malondialdeido (MDA) no

Hipocampo e no Cortex pré-frontal
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Fonte: Autoria propria (2021). Os animais (n=6-8 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com glimepirida
(2 mg/kg) ou escitalopram (10 mg/kg), ap6s a administracéo repetida de LPS. No 11° dia do protocolo experimental
as areas foram dissecadas para avaliar a dosagem de malondialdeido (MDA). Os valores estdo representados como
média + EPM. *p<0,05 vs CONTROLE. #p<0,05; ###p<0,001 vs LPS+SAL. Teste Kruskal-Wallis, seguido do
teste de post hoc de Dunn’s. SAL: Salina, LPS: Lipopolissacarideo, GLI: Glimepirida 2 mg/kg, ESCI:
Escitalopram: 10 mg/kg.
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5.3.1.2 Efeito do tratamento com Glimepirida (2 mg/kg) sobre a concentracdo de nitrito no

hipocampo e cortex pré-frontal

O grupo exposto ao LPS tratado somente com SAL aumentou significativamente os
niveis (nM/g de tecido) de nitrito comparado ao grupo controle, no hipocampo (CONTROLE:
864,6 + 66,7; LPS+SAL: 1436 + 54,3, P<0,01) (Figura 19A) e no cortex pré-frontal
(CONTROLE: 699,5 + 63,6; LPS+SAL: 1022 + 48,7, P<0,01) (Figura 19B). O tratamento com
a glimepirida foi capaz de reverter as concentraces de nitrito apenas no cortex pré-frontal
(Cortex pré-frontal: LPS+ GLI: 597,9 + 140,7; LPS+SAL.: 1022 + 48,7, P<0,05), enquanto que
0 escitalopram reverteu este aumento apenas no hipocampo (Hipocampo: LPS+ ESCI: 705,2 +
78,6; LPS+SAL: 1436 + 54,3, P<0,05).

Figura 19- Efeitos da Glimepirida (2 mg/kg) sobre os niveis de nitrito no Hipocampo e no

Cortex pre-frontal
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Fonte: Autoria prépria (2021). Os animais (n=6-8 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com glimepirida
(2 mg/kg) ou escitalopram (10 mg/kg), ap6s a administracéo repetida de LPS. No 11° dia do protocolo experimental
as areas foram dissecadas para avaliar a dosagem de nitrito. Os valores estdo representados como média + EPM.
**p<0,01 vs CONTROLE. #p<0,05; ##p<0,01 vs LPS+SAL. Teste Kruskal-Wallis, seguido do teste de post hoc
de Dunn’s. SAL: Salina, LPS: Lipopolissacarideo, GLI: Glimepirida 2 mg/kg, ESCI: Escitalopram: 10 mg/kg.

5.3.1.3 Efeito do tratamento com Glimepirida (2 mg/kg) sobre a concentracdo de Glutationa

reduzida (GSH) no hipocampo e cortex pré-frontal
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Na avaliacdo dos niveis (mcg/g de tecido) de GSH (Figura 20), o grupo LPS+SAL néo
apresentou diferenca estatistica frente ao grupo controle, em nenhuma das areas cerebrais
analisadas. Entretanto, o tratamento com a glimepirida aumentou significativamente a
concentracdo de GSH no cortex pré-frontal quando comparado ao grupo LPS tratado somente
com SAL, como mostra a figura 20B (LPS+SAL: 3005 + 466,7; LPS+GLI: 5998 + 470,
P<0,01).

Figura 20- Efeitos da Glimepirida (2 mg/kg) sobre os niveis de GSH no Hipocampo e no Cdrtex
pré-frontal
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Fonte: Autoria propria (2021). Os animais (n=6-8 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com glimepirida
(2 mg/kg) ou escitalopram (10 mg/kg), apds a administracdo repetida de LPS. No 11° dia do protocolo experimental
as areas foram dissecadas para avaliar a dosagem de GSH. Os valores estdo representados como média £ EPM.
##p<0,01 vs LPS+SAL. Teste Kruskal-Wallis, seguido do teste de post hoc de Dunn’s. SAL: Salina, LPS:
Lipopolissacarideo, GLI: Glimepirida 2 mg/kg, ESCI: Escitalopram: 10 mg/kg.
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5.3.2 Determinacdo dos marcadores inflamatorios

5.3.2.1 Efeito da administracdo da Glimepirida (2 mg/kg) na resposta inflamatoria por meio
da dosagem de Interleucina 14 (IL-/8) no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos

expostos ao LPS

O grupo exposto ao LPS tratado somente com salina apresentou um aumento
significativo dos niveis de IL-1B comparado ao grupo controle, tanto no hipocampo
(CONTROLE: 624 * 61,4; LPS+SAL: 1047 + 54,5, P<0,01) como no cértex pré-frontal
(CONTROLE: 694,5+51,3; LPS+SAL: 1249 + 78,1, P<0,0001) (Figura 21). O tratamento com
a glimepirida na dose de 2 mg/kg foi capaz de reverter o aumento dessa citocina pro-
inflamat6ria no hipocampo, como demonstrado na figura 21A (LPS+GLI: 672,6 + 42,0;
LPS+SAL: 1047 £ 54,5, P<0,05).

Figura 21- Efeitos da Glimepirida (2 mg/kg) sobre os niveis de IL-1p no Hipocampo e no

Cortex pré-frontal
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Fonte: Autoria prdpria (2021). Os animais (n=6-8 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com glimepirida
(2 mg/kg) ou escitalopram (10 mg/kg), apds a administracdo repetida de LPS. No 11° dia do protocolo experimental
as areas foram dissecadas para avaliar a dosagem de IL-1p. Os valores estdo representados como média + EPM.
**p<0,01; ****p<0,0001 vs CONTROLE. #p<0,05 vs LPS+SAL. Os testes utilizados foram o Kruskal-Wallis,
seguido do teste de post hoc de Dunn’s para (A) e ANOVA, seguido de Tukey como (post hoc) para (B). SAL:
Salina, LPS: Lipopolissacarideo, GLI: Glimepirida 2 mg/kg, ESCI: Escitalopram: 10 mg/kg.
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5.3.2.2 Efeito da administracdo da Glimepirida (2 mg/kg) na resposta inflamatéria por meio
da dosagem de TNF no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos expostos ao LPS

As concentraces de TNF aumentaram no grupo exposto ao LPS tratado somente com
salina no hipocampo (CONTROLE: 30,1 + 3,6; LPS+SAL.: 39,7 + 2,0, P<0,05) e no cortex pré-
frontal (CONTROLE: 33,6 = 2,5; LPS+SAL: 50,5 + 2,0, P<0,001) (Figura 22). O tratamento
com a glimepirida diminuiu os niveis de TNF no hipocampo, bem como o tratamento com o
escitalopram, conforme demonstra a figura 22A (LPS+GLI: 26,9 £ 2,3; LPS+ESCI: 31,4 £ 2,2;
LPS+SAL: 39,7 + 2,0, P<0,01; P<0,05). Entretanto, nenhum efeito significativo foi observado

nos grupos tratados com Glimepirida ou Escitalopram, no cértex pré-frontal.

Figura 22- Efeitos da Glimepirida (2 mg/kg) sobre os niveis de TNF no Hipocampo e no Cdrtex

pré-frontal
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Fonte: Autoria propria (2021). Os animais (n=6-8 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com glimepirida
(2 mg/kg) ou escitalopram (10 mg/kg), apds a administracdo repetida de LPS. No 11° dia do protocolo experimental
as areas foram dissecadas para avaliar a dosagem de TNF. Os valores estdo representados como média £ EPM.
*p<0,05; ***p<0,001 vs CONTROLE. #p<0,05; ##p<0,01 vs LPS+SAL. Teste ANOVA, seguido de Tukey como
(post hoc). SAL: Salina, LPS: Lipopolissacarideo, GLI: Glimepirida 2 mg/kg, ESCI: Escitalopram: 10 mg/kg.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalhou demonstrou que o modelo de administracdo de dez dias
consecutivos de LPS foi eficaz na inducdo do comportamento depressivo-simile nos animais,
com evidentes alteracfes comportamentais e neuroquimicas. Tal modelo ja foi descrito
anteriormente na literatura por provocar desespero e inibicdo comportamental em camundongos
machos, assim como alteracdes do estresse oxidativo e neuroinflamacdo (MELLO, 2017
SILVA, 2020).

A glimepirida, f&rmaco mais recente da classe das sulfonilureias, foi o hipoglicemiante
oral estudado para reverter as alteracbes comportamentais, oxidativas e inflamatdrias induzidas
pela administracdo repetida de LPS, por base em estudos que revelam efeitos de neuroprotecao
desses secretagogos de insulina (ESMAEILI etal., 2020; ISHOLA etal., 2019; SU et al., 2017),
e foi possivel comprovar que o tratamento com esse farmaco reverteu tais alteracdes.

Antes e depois, da administracdo de cinco dias com glimepirida, foi mensurada a
concentracdo de glicose venosa dos animais. O tratamento com o farmaco na dose escolhida
ndo alterou significativamente os niveis de glicose, 0 que ndo compromete os resultados dos
testes comportamentais posteriores.

Um estudo de MORI (2007) mostrou que o tratamento com glimepirida na dose de 0,1
mg/kg por quatro semanas em animais ndo-diabéticos ndo prejudicava a homeostase glicémica.
A glimepirida em comparacdo a outras sulfonilureias, tende a causar menor hipoglicemia,
devido & sua baixa afinidade pelo receptor de sulfonilureia da célula  pancreética.

O teste do campo aberto é amplamente utilizado para avaliar a atividade locomotora e
exploratdria dos animais (ARCHER, 1973). Nos nimeros de crossings e rearings analisados,
ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos, mostrando que nem o desafio
imune repetido por LPS, nem o tratamento com a glimepirida e o escitalopram produziram
alteracdes na locomocéo e exploracdo dos animais. Estes resultados sugerem que os efeitos
posteriormente observados nos testes do nado forgado e suspensdo pela cauda nédo estdo
relacionados a uma agéo psicoestimulantes ou sedativa da glimepirida.

Estudos com exposicéo sistémica ao LPS por dez dias consecutivos ndo observaram
alteracéo na atividade locomotora dos animais (SILVA, 2020; MELLO, 2017), assim como em
estudos com administracdo Unica de LPS (CASARIL et al., 2019; TANIGUTI, 2018),

corroborando com 0 nosso achado.
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Em um outro trabalho utilizando exposic¢éo ao LPS foi observado reducgéo na atividade
locomotora dos animais, seis horas apds a administracdo Unica do lipopolissacarideo (SENS et
al.,, 2017). Tal alteragdo ¢é conhecida como ‘“sickness behavior”, um comportamento
caracteristico da doenca referente ao pico das citocinas pro-inflamatorias, que leva a uma
alterac@o na locomocéo e exploragéo dos animais, diferentemente do comportamento do tipo-
depressivo, que é observado 24h apds a exposicao ao LPS (MELLO, 2013; O’CONNOR et al.,
2009; OHGI et al., 2013).

Em relacdo ao numero de groomings, comportamento de auto-limpeza do animal
caracteristico pelo ato de lamber a cabeca, as patas e os pelos (TIKHONOVA; KULIKOV,
2011), ndo ter sido observado diferenca significativa entre 0os grupos corrobora com outros
trabalhos que também utilizaram exposic¢éo ao LPS e ndo encontraram alteracfes no nimero de
groomings (SILVA, 2020; VOJTECHOVA, 2018). Nesse contexto, 0s trés parametros
analisados no teste do campo aberto, sugerem que as drogas utilizadas ndo causam inibicdo nem
excitacdo no Sistema Nervoso Central, preservando os resultados dos testes posteriores.

O nado forcado e a suspensdo pela cauda sdo testes de forte validade preditiva para
avaliar o potencial antidepressivo de drogas. Esses testes baseiam-se no ‘“desespero
comportamental” do animal quando é exposto a uma situacdo sem possibilidade de fuga, e
aquele com sintomatologia pré-depressiva tende a permanecer maior tempo imovel, apds um
tempo de agitacdo (YAN et al., 2010; YANKELEVITCH-YAHAV et al. 2015).

Em ambos os testes, os animais do grupo LPS+SAL apresentaram um aumento
significativo do tempo de imobilidade, em comparacdo ao grupo controle, indicando que a
exposicdo sistémica ao LPS produz um comportamento do tipo-depressivo. Resultados
semelhantes foram encontrados em outros estudos que também utilizaram a exposicdo ao LPS
e verificaram um aumento do tempo de imobilidade nos testes de avaliacdo do fendtipo
depressivo (CASARIL et al., 2019; CHANG et al., 2019; GE et al., 2015; HE et al, 2019;
MELLO, 2013).

O tratamento com a Glimepirida foi capaz de reverter esse comportamento nos testes do
nado forgado e suspenséo pela cauda, através da reducéo significativa do tempo de imobilidade
dos roedores. Tal efeito também é observado com a utilizacdo do Escitalopram, ja relatado na
literatura na mesma dose utilizada deste trabalho (DE SOUSA TOMAZ et al., 2020). Estudos
utilizando a metformina, um antidiabético oral, apresentaram efeitos similares no mesmo
modelo (CHEN et al., 2020; YANG et al., 2020). No entanto, ndo ha relatos que mostrem a
reversdo do tempo de imobilidade da glimepirida nos referidos testes, tornando esse achado

pioneiro.
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A memoria e a fungdo cognitiva sdo elementos associados a plasticidade no SNC.
Evidéncias sugerem que alteragOes na neuroplasticidade hipocampal induzidas pela inflamacéo
periférica estdo associadas a comportamentos depressivos com déficits de memoria e
aprendizagem (CHESNOKOVA; PECHNICK; WAWROWSKY, 2016; LI et al., 2017). Um
achado de SCHAEFFER et al., (2021) observou que niveis mais altos de depresséo e inflamacao
em adultos jovens parecem piorar a memoria de reconhecimento familiar.

Com o préposito de estabelecer a relevancia da memoria nesse modelo, foi realizado o
teste do Labirinto em Y, que se baseia no comportamento natural do animal em descobrir novos
ambientes, tendendo explorar os trés bracos do aparato, um apds o outro. E um teste bem
documentado e confiavel para avaliar a meméria de trabalho em curto prazo de roedores,
estando o cortex pré-frontal envolvido (KRAEUTER; GUEST; SARNYAI, 2019).

Os resultados obtidos revelam uma diminui¢do no namero de alternancias corretas do
grupo LPS tratado somente com SAL em relacdo ao grupo controle, demonstrando que a
exposicdo ao LPS causa deficit de memoria e aprendizado nos animais. Estudos em modelos
de Alzheimer mostraram que a administracdo sistémica de LPS causa neuroinflamagdo com
comprometimento de memdria e declinio cognitivo, resultando em uma hiperfosforilacdo da
proteina Tau em camundongos (EKLADIOUS, 2019; THINGORE et al., 2020).

Em contrapartida, o grupo tratado com glimepirida foi capaz de aumentar
significativamente o nimero de alternancias corretas dos animais, indicando um efeito benéfico
no prejuizo a memoria de trabalho, causado pela exposicdo ao LPS. ISHOLA (2019), em seu
estudo com o0 modelo de Parkinson induzido por Paraquat, verificou que o pré-tratamento com
glimepirida na dose 2 mg/kg por vinte e um dias melhorou a fungdo cognitiva e o
comprometimento da memdria nos animais, atraves da diminuigdo do estresse oxidativo.

Um outro teste utilizado para avaliar a memoria de curto prazo é o de Reconhecimento
de objetos. Esse teste avalia a memaria ndo espacial dos animais, e sua premissa é baseada na
preferéncia do animal saudavel em explorar objetos ainda ndo vistos, despendendo mais tempo
explorando o objeto novo, apos reconhecer um objeto familiar (ENNANCEUR; DELACOUR,
1988).

No presente estudo, o grupo LPS+SAL apresentou menor indice de reconhecimento de
objeto novo, em comparagdo ao grupo controle. Resultados semelhantes ao prejuizo cognitivo
causado pela exposi¢cdo ao LPS também foram observados previamente por SALMANI et al.
(2020). Tal evidéncia pode ser explicada devido a liberacdo de prostaglandinas e citocinas pro-
inflamatdrias no hipocampo e no cértex, levando a um menor reconhecimento de objetos novos
(HABA et al., 2012).
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O grupo tratado com GL1I, assim como o ESCI ndo apresentou diferenca estatistica, ndo
conseguindo melhorar a memoria de reconhecimento dos animais. Na literatura, ndo ha estudos
de tratamento com a glimepirida e o referido teste comportamental.

Um outro parametro relacionado a fisiopatologia da depressdo, bem como de diversas
doencas neuropsiquiatricas, é o estresse oxidativo. Este é definido como um desequilibrio
metabdlico entre as defesas antioxidantes e a producdo de espécies reativas (SALIM, 2017;
VAVAKOVA; DURACKOVA; TREBATICKA, 2015). Sabe-se por exemplo, que o cérebro é
um 6rgdo altamente vulneravel aos efeitos nocivos do estresse oxidativo por apresentar alta
atividade metabdlica e grande contetdo lipidico, favorecendo a peroxidagéo lipidica, com
liberacdo de produtos toxicos, como o malondialdeido (COBLEY; FIORELLO; BAILEY,
2018).

O malondialdeido é um importante marcador de dano celular causado pelo estresse
oxidativo, e seu aumento é bastante descrito em pacientes deprimidos (BAJPAI et al., 2014;
SOWA-KUCMA et al., 2018). Nesse contexto, no presente trabalho foram avaliadas as
concentracdes de MDA nos grupos estudados.

O grupo LPS tratado com salina apresentou altos niveis de MDA no hipocampo e no
cortex pré-frontal, resultados estes, semelhantes aos previamente encontrados em outros
estudos com modelo de exposi¢do ao LPS que mostraram um aumento da peroxidacdo lipidica
em camundongos (CASARIL et al., 2017; TANIGUTI et al., 2019).

O tratamento com a GLI diminuiu de forma significativa as concentracdes de MDA no
hipocampo e no cértex pré-frontal, bem como o antidepressivo de referéncia. De forma
semelhante, dados prévios utilizando a glimepirida mostraram que ela foi capaz de atenuar 0s
efeitos deletérios do MDA no hipocampo de ratos diabéticos (BALBAA; ABDULMALEK;
KHALIL, 2017).

O oxido nitrico, € outro elemento o qual quando produzido em excesso danifica 0s
tecidos cerebrais, contribuindo para o estresse oxidativo e neuroinflamacéo (GALECKI et al.,
2011). Em nosso protocolo experimental, observamos o aumento dos niveis de nitrito no
hipocampo e no cortex pré-frontal apds a administracdo repetida de LPS. Tal resultado
corrobora com o de MELLO (2017) em que foi verificado alto contetdo de nitrito nas areas
cerebrais de animais expostos ao lipopolissacarideo. O aumento dos niveis de NO induzido pelo
LPS compromete a memoria e o aprendizado (BEHESHTI, et al., 2020), confirmando o déficit
cognitivo encontrado no presente trabalho.

Nos animais tratados com glimepirida, foi verificado uma diminuicao significativa dos

niveis de nitrito apenas no cortex pré-frontal. Este resultado esta de acordo com os efeitos
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antioxidantes anteriormente descritos da glimepirida que parecem melhorar a memodria de
trabalho de curto prazo (ISHOLA et al., 2019).

A Glutationa reduzida ¢ um dos compostos ndo enzimaticos mais importantes na
protecdo das células contra danos causados pelo aumento das espécies reativas. Sua deplecédo
esta associada a diversas condi¢des patologicas, como a depressdo (HOMMA,; FUJII, 2015).

No presente estudo, 0 grupo exposto ao LPS tratado somente com salina ndo foi capaz
de diminuir significativamente os niveis de GSH em nenhuma das areas estudadas, quando
comparado ao grupo controle, corroborando com um recente trabalho do nosso grupo de
pesquisa que verificou que dez dias de administracdo sistémica ao LPS também n&o foi capaz
de diminuir os niveis desse antioxidante (SILVA, 2020).

O tratamento com a glimepirida foi capaz de aumentar a concentracdo de GSH no cortex
pré-frontal. Um estudo utilizando modelo de diabetes induzido por estreptozotocina apontou
que o uso da glimepirida por oito semanas aumentou as concentra¢cdes de GSH no figado
(HARITHA et al., 2013), demonstrando que a GLI exerce um papel relevante na protecao
contra o estresse oxidativo. Ja& no presente trabalho, com apenas 5 dias de tratamento foi
possivel observar o aumento das concentracdes desse antioxidante.

H& fortes evidéncias que relacionam o aumento de citocinas pro-inflamatorias no
desenvolvimento de distarbios depressivos. A citocina pro-inflamatéria IL-1p parece ser um
mediador chave nas alteragcbes comportamentais do transtorno depressivo (MENDIOLA;
CARDONA, 2018). A administracdo dessa citocina induz febre, fadiga, perda de peso,
depressdo comportamental e déficit de memadria em modelos animais (ANISMAN; GIBB;
HAYLEY, 2008; LI et al., 2017). Além disso, o knock-down de IL-1B em camundongos
demonstrou ser benéfico na neuroinflamagao, atenuando comportamento do tipo-depressivo (LI
etal., 2017). A desregulacdo do TNF também tem relacéo direta com a depressao, ao promover
a recaptacdo pré-sinaptica da serotonina (ZHU; BLAKELY; HEWLETT, 2006).

No presente estudo, foi verificado o aumento das concentrages de TNF e IL-1p no
hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos, ap0s exposicéo repetida ao LPS. A inflamacao
sisttmica induzida pela administragdo do lipopolissacarideo desencadeia a neuroinflamagéo e
a ativacdo microglial, com consequente produgdo de mediadores pro-inflamatorios e ativagdo
do eixo HHA (ZHAO et al., 2019). Estudos anteriores em modelos com LPS corroboram com
0s nossos resultados (DONG e tal., 2016; LI et al., 2021; RODRIGUES et al., 2018; ZHANG
etal., 2019).

O tratamento com a GLI foi capaz de reduzir as concentragdes de IL-13 e TNF no

hipocampo. Essa area cerebral é importante para a plasticidade neuronal e regulacdo das
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emocdes e da memoria (GULYAEVA, 2019). Em consonancia com 0s nossos resultados,
estudos com modelo animal de Parkinson (ISHOLA et al., 2019) e isquemia-reperfusdo (I/R)
(WANG etal., 2020) e in vitro (INGHAM; WILLIAMS; BATE, 2014) mostraram a diminuicao
da secrecdo de citocinas IL-1p e TNF com o uso da glimepirida.

O escitalopram diminuiu somente os niveis de TNF hipocampais, parecendo exercer um
efeito anti-inflamatdrio na resposta terapéutica. De fato, pacientes deprimidos responsivos ao
escitalopram tiveram seus niveis de TNF reduzidos ap0s o tratamento crénico (POWELL et al.,
2013).

O presente estudo demonstrou que a glimepirida possui atividade antidepressiva, além
de melhorar a memdria de curto prazo em animais submetidos a um modelo de exposi¢édo
sistémica ao LPS. Tais efeitos parecem estar relacionados a atividade antioxidante e anti-
inflamatdria observadas, sendo assim, a utilizacdo dessa sulfonilureia poderia se tornar uma
opcao terapéutica no tratamento de distarbios psiquiatricos, como a depressdo. Um resumo dos
resultados obtidos neste trabalho pode ser evidenciado no Quadro 1.
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O quadro 1 demonstra um resumo dos resultados obtidos neste protocolo, atraves dos
testes comportamentais e neuroquimicos, segundo os parametros analisados e em comparagdo

ao grupo controle.

Quadro 1- Resumo dos resultados obtidos ap6s o tratamento com a Glimepirida 2mg/kg
em animais submetidos a exposicéo de LPS

TESTES GRUPO LPS GRUPO LPS+ GLI
COMPORTAMENTAIS E

NEUROQUIMICOS

Campo aberto NS NS
Nado forcado 1 tempo de imobilidade | tempo de imobilidade
Suspensdo pela Cauda 1 tempo de imobilidade | tempo de imobilidade
Labirintoem Y | n°de alternancias 1 n° de alternancias corretas
corretas

Reconhecimento de objetos | | indice de reconhecimento NS

a um objeto novo
Malondialdeido (MDA) 1T HP e 1 CPF | HPe | CPF
Nitrito 1 HP e 1 CPF | CPF
GSH NS 1 CPF
Interleucina IL-13 1 HP e 1 CPF | HP
Fator de necrose tumoral 1T HP e 1 CPF | HP
(TNF)

Fonte: Autoria propria (2021).
Legenda: 1 aumento significativo (p<0,05);
| diminuigdo significativa (p<0,05); NS: ndo significativo.

LPS: lipopolissacarideo; Gli: glimepirida; HP: hipocampo; CPF: cértex pré-frontal.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A glimepirida foi avaliada em relacdo ao seu efeito antidepressivo e na memoria de
curto prazo em camundongos machos expostos ao lipopolissacarideo de Escherichia coli. Além
disso, foi analisado pardmetros oxidativos e inflamatorios. Os resultados obtidos demonstram

as seguintes observacdes acerca da glimepirida:

e Na&o causou efeitos hipoglicémicos nos animais;

e O tratamento com a glimepirida e a exposi¢do ao LPS néo alterou a locomogéo e
exploracdo dos roedores, demonstrado no teste do Campo Aberto;

e O modelo de exposicdo ao LPS de dez dias induziu um comportamento depressivo-
simile com prejuizo cognitivo nos camundongos, sendo evidenciados pelos testes do
Nado forgado, Suspenséo pela Cauda, Labirinto em Y e Reconhecimento de Objetos;

e Demonstrou atividade antidepressiva, ao reverter o aumento do tempo de imobilidade,
evidenciado pelos testes de Nado forgado e Suspensdo pela Cauda;

e Melhorou a memoria de trabalho, a0 aumentar o nimero de alternancias corretas no
teste do Labirinto em Y;

e Foi capaz de diminuir os niveis de MDA no hipocampo e no cértex pré-frontal,
indicando um efeito antioxidante;

e Apresentou diminui¢do nos niveis de nitrito no cértex pré-frontal;

e Aumentou os niveis de GSH no cortex pré-frontal, demonstrando um aumento na defesa
enddgena;

e Apresentou atividade anti-inflamatéria ao reduzir os niveis de citocinas pro-

inflamatorias IL-1B e TNF causados pela administracéo sistémica do lipopolissacarideo.
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8 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que o tratamento com a glimepirida na dose de 2 mg/kg
foi efetivo na reversdo do comportamento do tipo depressivo e na melhora da memoria de
trabalho de animais submetidos a administracdo repetida do lipopolissacarideo de Escherichia
coli.

Os efeitos observados parecem estar relacionados a diminuicdo do estresse oxidativo e
de citocinas pro-inflamatorias, tornando-se relevante o redirecionamento dessa sulfonilureia
como opgdo terapéutica no tratamento da depressdo, assim como em pacientes diabéticos
apresentando comorbidade com depressao.
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