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RESUMO

A neuroinflamacao tem sido apontada como um dos fatores relacionados a fisiopatologia dos
transtornos depressivos, € 0 hipocampo mostrou-se uma das principais areas cerebrais
afetadas. Embora existam diversos antidepressivos disponiveis para o tratamento da
depressdo, muitos pacientes ndo respondem a farmacoterapia convencional ou apresentam
efeitos adversos variados. Riparina | [(O-Metil)-N-benzoil-tiramina] (RIP 1) e Riparina Il [(O-
Metil)-N-2-hidroxi-benzoil-tiramina] (RIP 1) sdo substancias que apresentaram atividade
antidepressiva em modelos animais de estresse agudo e cronico por administracdo repetida de
corticosterona. Dessa forma, o presente trabalho se prop6s a investigar o efeito de RIP | e RIP
Il na neuroinflamacdo, utilizando o modelo de depressdo induzida pelo Estresse Cronico
Imprevisivel (ECI). Para isso, camundongos Swiss machos foram expostos a eventos
estressores durante 28 dias e a partir do 15° dia receberam RIP | ou RIP Il na dose de 50
mg/kg ou fluoxetina 10 mg/kg ou veiculo, via oral; um grupo ndo passou pelo ECI, para ser
usado como controle. No 29° dia, os animais foram submetidos a testes comportamentais para
avaliar a atividade locomotora (Campo Aberto), comportamentos depressivo-similes (Nado
forcado, Preferéncia pela sacarose), preferéncia social (Interacdo Social) e performance
cognitiva (Labirinto em Y e Reconhecimento do Objeto Novo) e, em seguida, tiveram seus
cérebros dissecados. Foram avaliadas as expressdes de marcadores de microglia e astrdcitos e
dosadas as citocinas TNF-a e IL-IB no hipocampo. Além disso, estratégias computacionais
foram utilizadas para predicdo de alvos proteicos e célculos de docking molecular. O ECI
induziu comportamentos ansiogénico e depressivo-similes, déficit cognitivo, niveis elevados
de citocinas TNF-a e IL-IB, hipoativacdo de astrdcitos, vista pela expressdo reduzida do
marcador GFAP e hiperativacdo da microglia, com expressdo aumentada do marcador Iba-1,
no hipocampo. Essas alteracbes foram revertidas pelo tratamento com RIP | ou RIP II,
mostrando sua atividade tipo antidepressiva, ansiolitica e anti-neuroinflamatoria. A predicéo
de alvos e docking molecular sugeriram as proteinas NLRP3, ASC e P2X7 como provaveis
alvos de RIP | e RIP Il. Na predicdo farmacocinética, com analise das propriedades fisico-
quimicas, RIP | e RIP Il mostraram-se bons candidatos a farmacos, apresentando boa
disponibilidade oral e capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica. RIP | e RIP 1l séo
provaveis inibidoras de isoformas das enzimas hepéaticas CYP1A2 e CYP2D6, porém néo se
mostraram substratos para a glicoproteina P. Os resultados apresentados mostram o potencial
antidepressivo de RIP | e RIP |1, com efeitos benéficos sobre os comportamentos relativos a

anedonia, interacdo social e desempenho cognitivo, frente a exposi¢do a um estresse cronico.



Esta capacidade esté relacionada a inibicdo de mecanismos inflamatorios, com destaque para
a capacidade de reverter danos associados a alteracfes astrociticas e microgliais. O
mecanismo de acdo proposto por meio de docking molecular parece estar relacionado a
modulacdo da via P2X7-NLRP3-IL1pB, provavelmente nos dominios NATCH de NLRP3,
CARD de ASC e P2X7, como corroborado pelas alteragfes visualizadas na atividade de
células gliais e niveis hipocampais de citocinas. RIP | e RIP Il se mostraram promissoras

frente aos farmacos disponiveis no mercado para o tratamento de depresséo.

Palavras-chave: doencas neuroinflamatorias; depressao; astrocitos; microglia; proteina 3 que

contém dominio de pirina da familia NLR.



ABSTRACT
RIPARIN | AND RIPARIN Il REDUCE NEUROINFLAMATION AND GLIAL CHANGES
IN MICE SUBMITTED TO THE CHRONIC UNPREDICTABLE STRESS-INDUCED
DEPRESSION MODEL

Neuroinflammation has been identified as one of the factors related to the pathophysiology of
depressive disorders, and the hippocampus has been shown to be one of the main brain areas
affected. Although there are several antidepressants available for the treatment of depression,
many patients do not respond to conventional pharmacotherapy or experience various adverse
effects. Riparin | [(O-Methyl)-N-benzoyl-tyramine] (RIP 1) and Riparin Il [(O-Methyl)-N-2-
hydroxy-benzoyl-tyramine] (RIP 1) are substances that showed antidepressant activity in
animal models of acute and chronic stress by repeated administration of corticosterone. Thus,
the present study aimed to investigate the effect of RIP I and RIP Il on neuroinflammation,
using the model of depression induced by Chronic Unpredictable Mild Stress (CUMS). For
this, male Swiss mice were exposed to stressful events for 28 days and from the 15th day
received RIP | or RIP 1l at a dose of 50 mg/kg or fluoxetine 10 mg/kg or vehicle, orally; one
group did not undergo the ECI, in order to be used as a control. On the 29th day, the animals
were submitted to behavioral tests to evaluate locomotor activity (Open Field), depressive-
like behaviors (Forced Swimming, Preference for Sucrose), social preference (Social
Interaction) and cognitive performance (Y Maze and Recognition of the New Object) and
then had their brains dissected. The expressions of microglia and astrocytes markers were
evaluated and the cytokines TNF-a and IL-IB measured in the hippocampus. Furthermore,
computational strategies were used to predict protein targets and molecular docking
calculations. CUMS induced anxiogenic and depressive-like behaviors, cognitive deficit, high
levels of TNF-a and IL-I cytokines, hypoactivation of astrocytes, seen by reduced expression
of the GFAP marker and hyperactivation of microglia, with increased expression of the Iba-1
marker, in the hippocampus. These changes were reversed by treatment with RIP I or RIP 11,
showing their antidepressant, anxiolytic and anti-neuroinflammatory activity. Target
prediction and molecular docking suggested NLRP3, ASC and P2X7 proteins as likely targets
for RIP 1 and RIP II. In pharmacokinetic prediction, with analysis of physicochemical
properties, RIP 1 and RIP Il proved to be good drug candidates, with good oral availability
and ability to cross the blood-brain barrier. RIP I and RIP Il are likely inhibitors of isoforms
of the liver enzymes CYP1A2 and CYP2D6, but they have not been shown to be substrates
for P-glycoprotein. The presented results show the antidepressant potential of RIP | and RIP



I1, with beneficial effects on behaviors related to anhedonia, social interaction and cognitive
performance, facing exposure to chronic stress. This ability is related to the inhibition of
inflammatory mechanisms, with emphasis on the ability to reverse damage associated with
astrocytic and microglial alterations. The proposed mechanism of action through molecular
docking seems to be related to the modulation of the P2X7-NLRP3-IL1f pathway, probably
in the NATCH domains of NLRP3, CARD of ASC and P2X7, as corroborated by the changes
seen in the activity of glial cells and hippocampal levels of cytokines. RIP | and RIP 1l proved
to be promising compared to the drugs available on the market for the treatment of

depression.

Keywords: neuroinflammatory diseases; depression; astrocytes; microglia; NLR family, pyrin

domain-containing 3 protein.
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1 INTRODUCAO

1.1 Depressao: aspectos gerais

A depressdo é uma doenca comum em todo o mundo, com cerca de 280 milhdes de
pessoas afetadas. E uma das principais causas de incapacidade e perda de qualidade de vida,
trazendo grande sofrimento ao individuo e baixo desempenho nas atividades diarias (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2022).

Durante a pandemia por COVID-19, segundo um estudo realizado com mais de 45.000
brasileiros, 40,4% se sentiam tristes ou deprimidos com frequéncia ou o tempo todo e dos
adultos que ndo tinham distdrbios do sono prévios, 43,5% passaram a apresenta-los. Embora o
sentimento de tristeza seja comum ao ser humano e deva ser diferenciado de um transtorno
depressivo, os resultados observados no estudo apontam para a necessidade de medidas de
acompanhamento de salde (BARROS et al., 2020).

Estudos sobre a etiologia da depressdo, embora ndo totalmente elucidativos,
apontam o estresse como o principal fator ambiental relacionado a predisposicdo dos
individuos a esse transtorno. A perda interpessoal e a rejeicdo social sdo 0s estressores mais
envolvidos com a depressdo, pois estdo fortemente associados ao tipo de sofrimento
emocional caracteristico da doenca (SLAVICH; IRWIN, 2014). De fato, a maior parte dos
episodios diagnosticados como depressdo sdo precedidos por um evento estressante de
natureza diversa. Em um estudo longitudinal, 88,1% dos casos diagnosticados foram
relacionados a um estressor, enquanto apenas 11,9% tinham origem enddgena (KELLER,;
NEALE; KENDLER, 2007).

A sintomatologia é diversificada, de modo que o individuo pode apresentar sintomas
fisicos, relacionados ao humor, ao apetite ou ao sono, bem como alteracdes cognitivas. Com
base nesses sintomas, o diagnéstico € essencialmente clinico e, de acordo com o Manual
Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5), deve incluir pelo menos 5 dos
nove sintomas listados (Figura 1), os quais devem estar presentes por pelo menos duas
semanas, e que um deles seja, obrigatoriamente, humor deprimido ou perda de
interesse/prazer (JESTE et al., 2013).
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Figura 1 — Critérios diagnosticos para o transtorno depressivo maior
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Fonte: adaptado do Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5)
1.2 Fisiopatologia da depressao
1.2.1 Hipotese Neuroinflamatdria

A fisiopatologia da depressdo ndo se encontra totalmente elucidada, embora diversas
teorias tenham sido propostas. Destas, a teoria monoaminérgica é a mais conhecida, a qual
afirma que ha reducdo nos niveis cerebrais de serotonina e noradrenalina e, em menor
extensdo, dopamina no cérebro de pacientes deprimidos (ANDREWS et al., 2015).

A teoria monoaminérgica, no entanto, ndo explica exaustivamente as alteracdes
encontradas nos transtornos depressivos. Por isso, diversas outras hipoteses tém sido
desenvolvidas, que possam explicar com mais clareza as vias cerebrais envolvidas, incluindo
o envolvimento das neurotrofinas (CAVIEDES et al., 2017), do eixo hipotalamo-hipé&fise-
adrenal (HHA) (ZUNSZAIN et al., 2011), do estresse oxidativo (BAKUNINA, 2015), da
disfuncdo glutamatérgica (HAROON; MILLER; SANACORA, 2017) e da neuroinflamacao
(MAES et al., 2011).

A depressdo tem sido interpretada como uma doenca inflamatoria caracterizada por
ativacdo imune mediada por células, que geralmente é desencadeada pelo estresse. Ha fortes

evidéncias de que processos inflamatorios mediados por citocinas estdo relacionados ao
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aparecimento de sintomas do tipo depressivo (ZUNSZAIN et al., 2011). A depressao tem alta
prevaléncia em doencas autoimunes e infecciosas, e essa comorbidade ndo pode ser atribuida
somente ao estresse do aparecimento da doenca (PRYCE; FONTANA, 2017; SIEGMANN et
al., 2018). Além disso, pacientes depressivos apresentam altos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, proteinas de fase aguda, quimiocinas e moléculas de adesdo. Dentre as citocinas
pro-inflamatorias, interleucina 1p (IL-1p) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), estdo em
niveis elevados em pacientes depressivos, sendo vistos como biomarcadores confiaveis da
inflamacéo relacionados com a doenca (CASSANO et al., 2017; DOWLATI et al., 2010;
SONG et al., 2009; ZUNSZAIN et al., 2011).

Evidéncias tém apontado uma relacdo entre a presenga das citocinas IL-13 ¢ TNF-a e
sintomas como anedonia, fadiga, comprometimento psicomotor e aumento da sensibilidade a
ameaca (ansiedade). Além disso, a inflamacgdo tem sido associada a ndo responsividade ao
tratamento com antidepressivos, visto que 45% dos pacientes que ndo respondem
apresentaram proteina C reativa (PCR) acima dos niveis amplamente aceitos (RAISON et al.,
2013; AU et al., 2015; MILLER; RAISON, 2016; MORRIS; CUTHBERT, 2012).

A hipotese neuroinflamatoria, ou das citocinas, sugere que estressores externos, ou
psicossociais, e estressores internos como condic¢des inflamatorias, podem levar a depressdo
via processos inflamatorios (MAES et al., 2009). Estudos com animais tém dado evidéncias
da participacéo das citocinas no contexto do estresse e depressao. Camundongos expostos ao
estresse cronico moderado mostraram niveis aumentados de IL-1f no hipocampo, em
conjunto com o desenvolvimento de mudangas comportamentais tipicas da depressdo, como
diminuicdo da preferéncia por sacarose e reducdo da exploracao social. Além disso, a delecao
do receptor de IL-1 previne o aparecimento dessas mudangas causadas pela exposi¢éo cronica
ao estresse (GOSHEN et al., 2008; KOO; DUMAN, 2008).

A correlacdo entre citocinas, estresse e depressao ainda nao é totalmente conhecida, no
entanto, sabe-se que se configura como uma via de méo dupla (Figura 2). Citocinas podem
ativar o eixo HHA, causando uma elevacéo nos niveis de glicocorticoides (GC), e a0 mesmo
tempo, podem inibir a funcdo dos receptores glicocorticoides (GR), seja por translocagdo ou
indugdo de isoformas com menor capacidade de ligacdo ao ligante. Além disso, 0 estresse
crénico é acompanhado por resisténcia aos GC e ativacdo dos mecanismos pro-inflamatorios,
mesmo com a expressao normal de MRNA de GR e a producéo excessiva de GC (BEUREL et
al., 2020; PACE; HU; MILLER, 2007; ZUNSZAIN et al., 2011).
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Figura 2 - Interagdo de células imunes com o eixo HHA na liberagdo de citocinas
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Fonte: CHAVES (2019). Em situacdo de estresse, ha a estimulagdo do eixo HHA, com producéo do
hormdnio liberador de corticotrofina (CRF) pelo hipotdlamo e do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) pela
hip6fise, resultando na producdo de horménios glicocorticéides pela glandula adrenal, bem como das
catecolaminas adrenalina e noradrenalina. Os leucécitos possuem receptores para 0s horménios do estresse
(glicocorticoides) e podem ser modulados pela ligacdo desses hormdénios aos seus respectivos receptores, ou por
inervacdo simpética nos linfonodos. As citocinas produzidas pelas células imunes podem modular a atividade do
hipotalamo, ativando o eixo HHA, o que indica uma interacdo bidirecional. Legenda: HHA: eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal; TNF-o: fator de necrose tumoral alfa; IL-1f: interleucina-1 beta; IL-6: interleucina-6; APC:
célula apresentadora de antigeno NK, células natural killer.

Uma tipica resposta inflamatoria consiste em quatro componentes principais: (1)
indutores inflamatorios, representados pelos padrées moleculares associados a danos
(DAMPs) ou associados a patdégenos (PAMPs); (2) sensores que detectam os DAMPs ou
PAMPs; (3) mediadores inflamatdrios induzidos pelos sensores, como € o caso das citocinas,
qguimiocinas e prostaglandinas e (4) tecido alvo afetado pelos mediadores inflamatérios. O
fendmeno inflamatdrio observado em doengas neuropsiquiatricas, como a depressdo, €
compativel com uma inflamacéao estéril, ocasionada apds estressores fisicos ou psicoldgicos
(BAUER; TEIXEIRA, 2019).
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Em nivel periférico, a inflamagdo envolve mondcitos, neutrofilos e macréofagos, a
cascata do complemento, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs) nos locais de infeccdo
ou dano. A neuroinflamacdo é o processo de interacdo entre o Sistema Nervoso Central (SNC)
e o0 sistema imunologico. Deriva do processo de lesdo causada por infeccdo, estresse
psicologico ou fisico, resultando na ativacdo de células imunes inatas do cérebro, como
microglia, astrocitos e oligodendrdcitos, produzindo citocinas, quimiocinas e mediadores
inflamatdrios (BAUER; TEIXEIRA, 2019; MAES et al., 2011; TROUBAT et al., 2021;
YIRMIYA; RIMMERMAN; RESHEF, 2015).

1.2.2 Células gliais na depressao

1.2.2.1 Micrdglia

As micréglias, mais conhecidas como as células imunes do SNC, compdem cerca de
10% das células cerebrais e desempenham papéis importantes ndo apenas na infeccdo, como
também na memdria, neurogénese e plasticidade sindptica. A microglia é funcional e
morfologicamente dindmica. Por sua ampla distribuicdo, sabe-se que desempenha um papel
fundamental no reconhecimento de “sinais de perigo” (danger signals), como purinas,
citocinas proé-inflamatérias e fatores de necrose celular (YIRMIYA; RIMMERMAN;
RESHEF, 2015).

Em condicBes normais, a microglia permanece em um fenétipo ramificado quiescente,
porém grandemente dindmico e desempenha fun¢des como producdo de neurotrofinas,
fagocitose de restos celulares e controle das sinapses excitatdrias. No entanto, na presenca de
lesdo ou infeccdo, a micrdglia assume um fendtipo ameboide ativo e secreta citocinas proé-
inflamatdrias e radicais reativos, processo conhecido como ativacao classica (DUBELAAR,
2018; CHAVES-FILHO et al., 2019)

Embora a ativacdo da microglia seja frequentemente considerada uma resposta
imunoldgica necesséria e benéfica a sinais de perigo dentro do microambiente, a ativacdo
excessiva e/ou prolongada tem sido associada ao desenvolvimento de vérias doengas
(SANTIAGO et al., 2017; SUBRAMANIAM; FEDEROFF, 2017)

Estudos ja demostraram que o estresse promove a transicdo morfologica da micrdglia
de um estado de repouso ramificado para um estado ativado, caracterizado por um aumento na
densidade de material imunorreativo para um marcador de ativacdo especifico da micréglia.

Além disso, ha evidéncias de que essa resposta pode ser regionalmente especifica e variar em
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magnitude ao longo do tempo (BLANDINO et al., 2009; SUGAMA; KAKINUMA, 2020;
TYNAN et al., 2010).

Evidéncias ndo clinicas ja demostraram a relacdo da microglia com o desenvolvimento
de caracteristicas similares a depressao. Foi mostrado que CD11b, conhecido por ser expresso
por células da imunidade periférica e microglia, estd aumentado em varias estruturas cerebrais
associadas a depressdo, como o hipocampo e amigdala, em camundongos expostos a estresse
crénico imprevisivel (FAROOQ et al., 2012).

Além disso, algumas evidéncias clinicas mostram que o estado microglial é alterado
em alguns pacientes deprimidos, particularmente relacionados a suicidio (STEINER et al.,
2008). Ademais, citocinas pro-inflamatdrias, cuja principal fonte cerebral é a micrdglia, estéo
aumentadas no liquido cefalorraquidiano de pacientes deprimidos (DOWLATI et al., 2010;
HOWREN; LAMKIN; SULS, 2009). Some-se ainda que uma grande porcentagem de
pacientes com cancer ou hepatite C que recebem imunoterapia com IFNa, que ativa a
microglia, desenvolvem sintomas depressivos (RAISON; CAPURON; MILLER, 2006).

A molécula adaptadora de ligacdo de célcio ionizada 1 (lba-1) € um marcador
microglial especifico, constitutivamente expresso, que € regulado positivamente como
resultado da ativacdo da microglia. Ibal pode remodelar o citoesqueleto de actina e contribuir
para alteracGes morfoldgicas que se correlacionam a varios estados microgliais (HOVENS;
NYAKAS; SCHOEMAKER, 2014).

1.2.2.2 Astrécitos

Os astrécitos constituem as maiores e mais numerosas células da glia e possuem
funcBes importantes para a homeostase, que incluem a manutencao dos niveis ibnicos do meio
extracelular, a capacidade proliferativa para formar cicatriz glial ao redor das lesdes e a
producdo e liberacdo de fatores troficos que contribuem para a sobrevida de neurbnios
(SOFRONIEW; VINTERS, 2010; VOLTERRA; MELDOLESI, 2005).

A proteina acida fibrilar glial (GFAP) é a subunidade proteica de filamentos
intermediarios do citoesqueleto de células da glia, sendo principalmente encontrada em
astrocitos diferenciados, podendo ser utilizada como marcador. Quando ativados, astrocitos
tém sua estrutura modificada, resultando em aumento da expressdo de GFAP, também
chamada de gliose reativa. Os astrdcitos, além de participar da liberacdo de citocinas e
quimiocinas, também participam da producdo da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS),

expressdao de moléculas de adesdo e inibicdo da liberacdo de IL 12 (LI et al., 2020a;
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MIDDELDORP; HOL, 2011).

Evidéncias crescentes indicam que a disfuncéo astrocitica esta ativamente envolvida
na patogénese da depressdio (RAJKOWSKA; STOCKMEIER, 2013; SANACORA,;
BANASR, 2013). Diminuicdo do numero de astrocitos do hipocampo foi observado em
roedores submetidos a estresse crénico imprevisivel e separacdo materna (COBB et al., 2016;
LIU et al., 2009). Estudos post mortem de tecidos de pacientes deprimidos descrevem
numeros reduzidos de astrocitos no cérebro, e essas reducdes sdo suportadas pelo achado de
que a expressdao de GFAP é reduzida por estresses cronicos no cortex pre-frontal e no
hipocampo (ARAYA-CALLIS et al., 2012; CHANDLEY et al., 2013; CHEN et al., 2020;
MENARD; HODES; RUSSO, 2016; NAGY et al., 2015). Por outro lado, alguns estudos
relacionam a depressdo a alta expressdo de GFAP, o qual pode refletir uma reacéo
compensatéria ao dano neuronal, especialmente a longo prazo (COBB et al., 2013;
RAJKOWSKA,; STOCKMEIER, 2013).

1.2.3 Inflamassoma NLRP3, receptor P2X7 e depressao

Na resposta inflamatoria, o sistema imune, por meio da resposta imune inata age a
partir do reconhecimento de PAMPs e DAMPSs, cujo reconhecimento é feito através de
receptores de reconhecimento de padrBes (PRRs), expressos em células como a micrdglia.
Dentre os diferentes tipos de PRRs, 0 mais bem descrito é o inflamassoma. Trata-se de um
complexo multiproteico intracelular, localizado no citoplasma das células, responsavel pela
clivagem e ativacdo de caspases, especialmente a caspase-1, que exerce um papel
fundamental no processamento e maturacdo das citocinas pré-inflamatérias IL-1B e IL-18 e
em uma forma de morte pré-inflamatoria rapida chamada de piroptose (JIN; FLAVELL, 2010;
MARTINON; MAYOR; TSCHOPP, 2009).

O inflamassoma mais estudado e bem caracterizado é o NLRP3 (do inglés, NLR
family pyrin domain containing 3), pertencente a familia de receptores do tipo NOD,
constituido por trés partes (Figura 3): um dominio C terminal composto por repeticdes ricas
em leucinas (LRR); um dominio de ligacdo e oligomerizacdo de nucleotideos (NATCH),
centralmente localizado que regula a auto-oligomerizacdo; um dominio de pirina N-terminal
(PYD) que recruta a proteina adaptadora ASC, responsavel pela ligacdo a pro-caspase 1 (JIN;
FLAVELL, 2010; SWANSON; DENG; TING, 2019).
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Figura 3 — Representacdo dos componentes do inflamassoma NLRP3

NLRP3 PYD —— NATCH —— LRR
ASC PYD —— CARD
pro-caspase-1 CARD —— caspase
LRR — NATCH —— PYD
PYD —— CARD
CARD —— caspase
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Fonte: Adaptado de RONCALHO (2022). LRR: dominio de repeti¢des ricas em leucinas (leucine-rich
repeats); NATCH: dominio de ligacéo e oligomerizacdo de nucleotideos; PYD: dominio pirina (pyrin domain);
CARD: dominio recrutador de caspase (caspase recruitment domain); ASC: proeina adaptadora (apoptosis-
associated speck-like protein).

A ativacdo do inflamassoma depende de dois sinais (Figura 4). Primeiramente, ocorre
o reconhecimento de DAMPs ou PAMPs pelos receptores TLRs, comumente pelo TLR-4, o
qgual induz uma sinalizacdo intracelular nas células microgliais levando a ativacdo e
translocacéo do fator de transcricdo NF-«kB para o nucleo onde ele estimula a transcricdo dos
genes das formas imaturas de IL-1p e IL-18 e os proprios componentes do inflamassoma. Um
segundo sinal, que podem ser DAMPs, EROs ou outros estimulos ndo conhecidos, é
necessario para induzir a oligomerizacdo dos NLRs seguido pelo recrutamento da proteina
adaptadora ASC e o recrutamento e ativacdo da pro-caspase-1 em caspase-1 madura. Uma vez
que a caspase-1 € ativada, o inflamassoma NLRP3 pode processar as pro-formas de IL-1p e
IL-18 em interleucinas maduras que sdo liberadas e podem atuar como mediadores pro
inflamat6rios (MARIATHASAN; MONACK, 2007; SWANSON; DENG; TING, 2019).
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Figura 4 — Sinalizag&o e ativagdo de NLRP3
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Fonte: Adaptado de MARIATHASAN; MONACK (2007). No sinal 1, a estimulacdo de células imunes
pode ocorrer pela ligacdo de PAMPS ou DAMPS a receptores, por exemplo do tipo toll-like (TLR), ativando o
fator nuclear kB (NF-kB) e induzindo a sintese de pro-interleucina-1B (pré-1L-1B) e componentes do
inflamassoma. Este sinal prepara as células para a ativacdo da caspase-1, pro-IL-1B e pr6-1L-18 e subsequente
liberacdo de citocina madura. No sinal 2, agentes diversos podem causar perturbagdes idnicas, especificamente
efluxo de potéssio. O ATP, ativando o receptor purinérgico P2X7 é o principal exemplo. NLR: Receptor do tipo
NOD.

Os sinais que levam a unido dos componentes do inflamassoma NLRP3 ainda séo
pouco elucidados. PAMPs como virus e bactérias, além de diversos DAMPs foram indicados
como ativadores do inflamassoma, assim como o efluxo de K+ causado pela ativacdo dos
receptores de adenosina trifosfato (ATP) do subtipo P2X7, cristais de silica, de ureia e 0
peptideo B-amiloide (HALLE et al., 2008; HORNUNG et al., 2008; MARIATHASAN;
MONACK, 2007; MARTINON; MAYOR; TSCHOPP, 2009). Além disso, a sinalizacdo
mediada por espécies reativas de oxigénio (EROs) e o excesso de glicocorticoides também
parecem estar envolvidos na ativacdo do inflamassoma NLRP3 (FRANK et al., 2014;
HARUITH; EBENEZER; NATARAJAN, 2014).

O P2X7 é um receptor ionotropico ativado por ATP, presente na membrana microglial,

sendo 0 mais estudado no contexto de transtornos psiquiatricos, dentre os receptores
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purinérgicos. Com uma cauda N-terminal curta, 2 dominios transmembranicos ligados por
uma al¢a extracelular e uma cauda C-terminal longa, composta por 239 aminoacidos (em
contraste com os 27-129 aminoacidos que formam a cauda C-terminal dos outros receptores
P2X), 0s receptores P2X7 requerem uma concentracdo de ATP cerca de 100 vezes maior do
que a dos outros receptores P2X para a sua ativagao, sendo, portanto, ativados em situagcoes
em que ha altos niveis de ATP (VOLONTE et al., 2012).

A exposicdo a eventos estressores (psicologicos ou fisicos) é capaz de causar um
aumento na liberacdo de ATP, o que pode ser interpretado como um DAMP pelo sistema
imune no SNC, ativando os receptores P2X7, altamente expressos na microglia. Essa ativagdo
permite o influxo de Ca?* e Na*, bem como o efluxo de K*, sendo a diminuigdo deste Gltimo
ion no microambiente citosolico um gatilho para a ativacdo do inflamassoma NLRP3 que
culmina na liberacdo das citocinas pro-inflamatérias (CISNEROS-MEJORADO et al., 2015)
(Figura5).

Figura 5 — Ativacdo de NLRP3 na micrdglia por influéncia do receptor P2X7
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Fonte: RONCALHO (2022). 1: ATP liberado de neur6nios e/ou astrocitos ativam os receptores P2X7 localizados
nas microglias; 2: Ativacdo de P2X7 tem como consequéncia o efluxo de K*, gatilho para a oligomerizacéo e
montagem do inflamassoma; 3: Inflamassoma NLRP3 é um mediador da ativacdo de caspase-1; 5: caspase-1
cliva as formas precursoras de IL-1pe IL-18, sendo as formas ativas liberadas no espaco extracelular.
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Vérias evidéncias sugerem que a fisiopatologia da depressdo pode estar associada ao
inflamassoma NLRP3, e sua ativagdo consegue relacionar o papel das citocinas, estresse
psicoldgico e depressdo (ARIOZ et al., 2019; IWATA et al., 2016; MASLANIK et al., 2013;
WANG et al., 2020; ZHANG et al., 2014). O inflamassoma NLRP3 ativado ja foi detectado
em células mononucleares de pacientes com Transtorno Depressivo Maior (TDM)
(ALCOCER-GOMEZ et al., 2014). Outros estudos sugeriram que a depressdo resulta da
ativacdo do inflamassoma NLRP3 no hipocampo e no cortex pré-frontal de ratos e
camundongos submetidos a modelos de estresse crénico (PAN et al., 2014; SU et al., 2017;
WANG et al., 2021).

Resultados em conjunto indicam que a ativagdo do NLRP3 desempenha um papel
fundamental no desenvolvimento do comportamento depressivo e nas alteracdes celulares e
moleculares associadas a depressao. Dados sugerem que o inflamassoma é provavelmente um
elemento central no desenvolvimento de comportamentos depressivos induzidos pelo estresse
e, portanto, pode representar um novo alvo terapéutico para gerenciar a depressdo
(ALCOCER-GOMEZ et al., 2014, 2016).

1.2.4 Hipocampo

O hipocampo é uma estrutura cerebral pertencente ao sistema limbico, localizada no
lobo temporal medial, em ambos os hemistérios. Consiste em duas ldaminas: o gyrus dentatus
(Giro dentado - GD) e o cornu ammonis (Corno de Amon — CA: trés subareas — CAl, CA2,
CA3), e tem vasta conexdo com 0 neocOrtex e outras areas do sistema limbico, como a
amigdala (Figuras 6A e 6B). Sua principal funcdo esta relacionada a memoria, contudo,
estudos recentes tém atribuido um papel também na regulacdo do estresse e do humor
(BLISS, 2007; MASI; BROVEDANI, 2011).
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Figura 6 — Localizacdo (A) e estrutura (B) do hipocampo

A Neocortex B
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frontal
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da base

Fonte: A) Adaptado de Levent Efe, disponivel em: https://italo.com.br/blog/italo/memoria/; B) Adaptado
de Bliss et al. (2007).

O hipocampo ¢ a regido cerebral mais comumente estudada na pesquisa da depresséo.
Sabe-se que 0 hipocampo contém altos niveis de receptores de glicocorticoides e glutamato e
regula o eixo HHA, o que o torna mais suscetivel ao estresse e a depressdo, tendo sua
plasticidade afetada, principalmente no que diz respeito a alteracdo de volume, neurogénese e
apoptose (LIU et al., 2017). Estudos mostraram que o estresse crénico prejudica a memoria
explicita dependente do hipocampo em modelos animais de depressdo e esse efeito pode estar
relacionado a mudancas na plasticidade sinaptica do hipocampo, diminuindo a
potencializacdo de longo prazo (LTP) e aumentando a depressdao de longo prazo (LTD)
(GOSHEN et al., 2008; KOO; DUMAN, 2008; PRICE; DUMAN, 2020).

1.3 Modelo de Estresse Crénico Imprevisivel (ECI)

Modelos animais sdo comumente utilizados como uma maneira eficiente de estudar a
etiologia de desordens humanas, por permitir a associacdo de sintomas encontrados em
humanos as alteragdes comportamentais e neuroquimicas encontradas nos animais. No
entanto, na depressdo essa correlacdo torna-se por vezes, dificil, visto que os sintomas sédo
frequentemente subjetivos e variaveis. Portanto, para que um modelo animal de depressédo
seja (til, ele deve apresentar maneiras de avaliar o grau de semelhanga com este distlrbio

clinico. Sendo assim, 0 modelo devera compreender uma série de criterios estabelecidos para
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a sua validade (WILLNER, 2016, 2017).

A depressdo é considerada um distarbio relacionado ao estresse, havendo robusta
evidéncia de que o inicio e a recidiva podem ser precipitados por estresse repetido ou
experiéncias estressantes graves. Além da depressdo, o estresse € um dos principais
contribuintes para as doencas neuropsiquidtricas, como transtornos de ansiedade, entre eles o
transtorno de estresse pds-traumatico, e disfuncdes de memoria a e aprendizagem. O modelo
de estresse crénico imprevisivel (ECI), portanto, tem se mostrado Util para o estudo da
depressdo (MEHTA; PARASHAR; UDAYABANU, 2017; NORMANDEAU et al., 2018).

O modelo ECI foi inicialmente proposto por Katz em 1982 para utilizagdo em ratos,
sendo posteriormente modificado por Papp e Willner, e € considerado um dos modelos
animais mais Uteis para avaliar atividade antidepressiva. O ECI possui validade de face,
constructo e preditiva, e responde a administracdo de antidrepressivos (WILLNER, 2017). O
modelo também foi validado em camundongos, tendo um alto valor translacional, pois induz
alteragBes moleculares semelhantes as observados em pacientes deprimidos (HERVE et al.,
2017).

O ECI consiste na exposi¢cdo do animal a uma série de estressores, ao longo de varias
semanas, em momentos imprevisiveis. Observa-se, entdo, o desenvolvimento de alteracGes
comportamentais como anedonia e apatia, além de alteragdes enddcrinas e neurais que se
assemelham aquelas encontradas em individuos com transtornos depressivos (WILLNER,
2016, 2017).

Diversos estudos mostram alteraces, em consequéncia da aplicacdo do modelo, em
parametros como tempo de imobilidade no teste do nado forcado, reducéo da preferéncia pelo
consumo de sacarose (DE SOUZA et al., 2022), aumento na atividade das enzimas catalase e
superéxido dismutase (FARIA et al., 2014), diminuicdo do peso corporal (GUPTA;
RADHAKRISHNAN; KURHE, 2014), aumento da peroxidacdo lipidica e nitrito (RINWA,;
KUMAR, 2012).

A depressdo também cursa com alteracdes na resposta inflamatdria, bem como na
estrutura de componentes cerebrais e 0 ECI tém se mostrado Util para a investigacdo dessas
alterac6es. O ECI reduz o metabolismo glial e a expressdo do mRNA da proteina acida fibrilar
glial (GFAP), um marcador de astrocitos no cérebro de ratos (BANASR et al., 2010). O
estresse cronico também aumenta o numero de células positivas para Iba-1, um marcador de
microglia, em areas cerebrais de camundongos (DE SOUZA et al., 2022).

Esses e outros achados mostram a confiabilidade desse modelo para o estudo de

diversos aspectos comportamentais encontrados na depressdo, bem como alteracOes
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neuroquimicas, incluindo a neuroinflamacéo induzida pelo estresse (FAROOQ et al., 2012;
NOLLET, 2021).

1.4 Ferramentas computacionais na pesquisa farmacologica
1.4.1 Docking molecular

No desenvolvimento de farmacos, o grande objetivo é determinar compostos com
capacidade de promover ou inibir determinada acéo bioldgica, normalmente mediada por um
receptor ou enzima. O desenvolvimento de um composto com caracteristica desejavel envolve
etapas ndo clinicas e clinicas, que podem demorar em média 15 anos. As abordagens
computacionais ocupam um lugar de importancia nas estratégias de desenvolvimento de
farmacos, provendo informacdes valiosas a respeito das interaces moleculares entre
compostos com potencial farmacoldgico e seus alvos (LOHNING et al., 2017).

As ferrramentas de docking molecular séo capazes de fornecer as interagdes existentes
entre uma molécula de interesse, chamada de ligante, e um receptor-alvo, a partir de
algoritmos de busca e funcbes de pontuacdo. Considerado um modelo in silico, pode ser
utilizado para prever modos de ‘encaixe’, comparando ¢ ranqueando as conformacdes obtidas
na interacdo ligante-proteina. Este processo consiste primeiramente na busca da orientagéo
molecular de um ligante dentro de um receptor, seguida por uma funcdo de pontuagdo que
representa a afinidade de ligacdo (FERREIRA et al., 2015).

As etapas de realizacdo do docking molecular consistem em 1) obtencdo do ligante ou
molécula de interesse, que pode estar disponivel em bancos de dados ou deve ser desenhado, e
sua consequente preparacgdo; 2) obtencéo da proteina-alvo de bancos de dados ou por meio de
modelagem por homologia e sua preparagéo; 3) estimativa da energia de ligacdo do complexo
proteina-ligante; 4) validacdo; 5) analise dos resultados (LOHNING et al., 2017).

Na prética, a realizacdo das simulacdes de docking molecular requer um método de
busca para explorar o espago conformacional disponivel para o sistema e um campo de forca
para avaliar a energia de cada conformacdo. Para isso, existem disponiveis diversas
ferramentas online, dentre as quais, uma das mais utilizadas € o pacote Autodock tools e Vina
que apresentam diferentes fungbes de pontuagcdo para estirmativa de interecdo ligante-
receptor, possuindo velocidade e precisdo na realizacdo dos célculos (QUIROGA,;
VILLARREAL, 2016).
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1.4.2 Predigéo farmacocinética

Durante o longo processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos, a
investigacdo de aspectos farmacocinéticos € de fundamental importancia ja nas etapas iniciais,
visto que a maioria das falhas sdo relacionadas aos processos de ADME (absorcéo,
distribuicdo, metabolismo, excre¢do), e ndo de eficacia (DONG et al., 2018). Lipinsk foi um
dos pioneiros em analisar as caracteristicas fisico-quimicas de um composto e relaciona-las a
sua disponibilidade oral, 0 que ficou conhecido como ‘Regra dos cinco’. Esta estabelece que
um bom candidato a farmaco, com boa disponibilidade oral, precisa apresentar as seguintes
caracteristicas: ter massa molecular menor ou igual a 500 Da, possuir log P menor ou igual a
5, ndo ultrapassar 5 grupos doadores de hidrogénio e 10 aceptores de hidrogénio (LIPINSKI
etal., 2001).

Modelos computacionais tém sido promovidos como uma alternativa valida a
procedimentos experimentais para predicdo de ADME, especialmente em etapas iniciais,
quando investigadas substancias quimicas. Uma grande variedade de métodos in silico
compartilham o objetivo de predizer parametros de ADME a partir da estrutura molecular.
Atualmente, existem vérias ferramentas computacionais gratuitas e comerciais para avaliar
propriedades ADME. Essas ferramentas sdo capazes de prever propriedades fisico-quimicas,
permeabilidade gastrointestinal, permeabilidade da barreira hematoencefalica, ligacdo a
proteinas plasmaticas, afinidade por proteinas transportadoras, depuracdo metabodlica e
potencial para inibir ou induzir enzimas metabolizadoras de drogas (DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2017).

A ferramenta SwissADME, disponivel gratuitamente, € um sistema eficaz na predigédo
ADME de diversas moléculas a partir de modelos preditivos rapidos e robustos, para
propriedades fisico-quimicas, farmacocinética e semelhanca com drogas, fornecendo
informacdes claras e acessiveis, por meio de métodos como o BOILED-Egg, iLOGP e Radar
de Biodisponibilidade (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; DAINA; ZOETE, 2016).

1.5 Riparinas

Riparina | [(O-Metil)-N-benzoil-tiramina] (RIP 1) e Riparina Il [(O-Metil)-N-2-
hidroxi-benzoil-tiramina] (RIP 1), inicialmente isoladas do fruto verde de Aniba riparia
(Ness) Mez (Lauraceae) e, posteriormente obtidas por sintese por Barbosa et al. (1987), sdo
alcamidas naturais, uma classe especial de alcaloides, contendo uma funcdo amida restrita a

poucos representantes na natureza. S&o consideradas compostos bioativos, sendo formadas da
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unido da tiramina (uma feniletilamina) com o acido benzoico. RIP Il difere de RIP I por
apresentar uma hidroxila como substituinte no acido benzoico (Figura 7). A tiramina é uma
amina simpaticomimética de acao indireta que causa liberacdo de catecolaminas armazenadas
(STAHL, 2014).

Figura 7 — Estrutura quimica das Riparinas
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RIPARINA I (R,=R,=H)
RIPARINA Il (R,=OH, R,=H)

Fonte: Castelo-Branco et al. (2000).

Em estudos prévios do nosso grupo, RIP | e RIP Il, administradas agudamente,
apresentaram efeitos sobre o Sistema Nervoso Central, incluindo atividade ansiolitica,
antidepressiva e antioxidante, além de anti-inflamatéria e antinociceptiva. O efeito
antidepressivo parece ser mediado por uma interacdo com os sistemas dopaminérgico
(receptores D1 e D2), noradrenérgico (receptor al) e serotonérgico (receptor 5-HTia). O
efeito antioxidante é relacionado a melhora dos sistemas antioxidantes enzimaticos endégenos
e a reducdo da peroxidacdo lipidica (DE SOUSA et al., 2005, 2007, 2014; TEIXEIRA et al.,
2013).

Ademais, RIP | e RIP Il apresentaram atividade antidepressiva em animais
submetidos ao modelo de depressdo induzida por administracdo crbénica de corticosterona,
mostrando tambem melhora no comportamento ansioso e déficit cognitivo em testes
comportamentais, além de aumentar os niveis de BDNF (fator neurotréfico derivado do
ceérebro), sugerindo que sua atividade antidepressiva esteja relacionada a estimulagdo da
producdo de fatores neurotréficos (LOPES et al., 2018; MAIA OLIVEIRA et al., 2021).

A toxicologia pre-clinica de RIP | e RIP Il foi determinada por intermédio de
citoxicidade utilizando MTT (Sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium), CAN (Acidos Nucleicos Totais) e CVN (Captacdo do Vermelho Neutro). N&o

foram observadas alteracdes no citoplasma ou no nucleo das células tratadas com as riparinas
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que sugerissem morte celular por apoptose ou necrose. A RIP | e RIP Il ndo causaram perda
da integridade da membrana celular, ndo induziram fragmentagédo do DNA nem promoveram
parada no ciclo celular, sendo consideradas substancias de baixa toxicidade (SILVEIRA,
2007).

Diante de resultados expressivos, torna-se evidente a relevancia de investigar os
mecanismos pelos quais RIP | e RIP Il exercem seu efeito antidepressivo, com énfase na

hipdtese neuroinflamatdria da depresséo, e sua atividade sobre microglia e astrocitos.
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2 JUSTIFICATIVA

A depressdo é um transtorno de humor crénico e severo que afeta homens e mulheres de
todas as idades, causando um enorme impacto pessoal, social e econémico. Por ser uma
doenca complexa e heterogénea, torna-se dificil definir, diagnosticar e tratar.

Atualmente, os antidepressivos disponiveis, apesar de amplamente prescritos para
transtornos relacionados ao humor e ansiedade, apresentam limitacfes significativas. Entre
estes, um longo intervalo de tempo para o inicio da resposta terapéutica e baixas taxas de
resposta (apenas um terco dos pacientes responde ao primeiro medicamento e até dois tercos
respondem a varios medicamentos). Isso é particularmente problematico para uma doenca
associada a altas taxas de suicidio (OTTE et al., 2016; PATEL, 2016). Além disso, mesmo
com o tratamento prolongado, alguns pacientes tendem a apresentar recidivas e pouca
melhora dos sintomas cognitivos (BAUNE; BRIGNONE; LARSEN, 2018; MCINTYRE et
al., 2013). Assim, o estudo de novos alvos terapéuticos, bem como de coadjuvantes no
tratamento da depressdo, tem sido grandemente estimulado, visto que podem gerar um
substancial impacto benéfico na qualidade de vida dos pacientes, bem como na saude publica.

Diversos estudos mostram o envolvimento da inflamacdo na fisiopatologia da
depressdo, podendo estar relacionada também a resposta ao tratamento (UHER et al., 2014).
O Estresse Cronico Imprevisivel (ECI) € um modelo validado de depressdo, que ocorre por
meio da inducdo de neuroinflamacédo. Assim, o estudo da atividade das Riparinas | e 1l sobre a
neuroinflamacéo, usando o modelo de ECI, mostra-se muito promissor.

Além disso, em estudos prévios, Riparina | e Riparina Il apresentaram atividade
ansiolitica, antidepressiva e antioxidante, anti-inflamatéria e antinociceptiva. Ainda, a
administracdo subcrénica de Riparina | e Riparina Il em camundongos submetidos ao modelo
de estresse crbnico induzido por corticosterona foi capaz de reverter comportamento tipo
depressivo, ansioso e deficit cognitivo, além de reverter parametros de estresse oxidativo e
aumentar os niveis de BNDF no hipocampo de camundongos, sugerindo que sua atividade
antidepressiva pode estar relacionada a estimulacéo da producéo de fatores neurotréficos (DE
SOUSA et al., 2005, 2007, 2014; LOPES et al., 2018; MAIA OLIVEIRA et al., 2021;
TEIXEIRA et al., 2013).

Diante do rico potencial farmacolégico de Riparina | e Riparina Il e de sua atividade
antidepressiva ja demonstrada, torna-se relevante investigar, mais detalhadamente, as vias
pelas quais essas substancias exercem seu efeito antidepressivo, com énfase na hipGtese

neuroinflamatdria da depresséo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito de Riparina | (RIP I) e Riparina Il (RIP Il) sobre a resposta
neuroinflamatdria e alteraces gliais em camundongos submetidos ao modelo de depressdo

induzida por estresse cronico imprevisivel (ECI).

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito de RIP I e RIP Il sobre a atividade locomotora e comportamentos

ansiogénico e depressivo simile, provocados pelo ECI, em camundongos;

e Determinar o efeito de RIP I e RIP 1l sobre a performance cognitiva de camundongos
submetidos ao ECI,

e Investigar o efeito de RIP | e RIP Il sobre a expressdo de marcadores de astrocitos

(GFAP) e de microglia (Ibal) em hipocampo de camundongos submetidos ao ECI;

e Determinar o efeito de RIP I e RIP 1l sobre a expressao das citocinas pro-inflamatérias

TNF-a e IL-If em hipocampo de camundongos submetidos ao ECI;
e Realizar a predicdo farmacocinética de RIP I e RIP II;

e Realizar a predicéo dos alvos bioldgicos de RIP I e RIP Il e docking molecular com as
proteinas NLRP3, ASC e P2X7.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 22 e 26 g, com idade
aproximada de 8 a 10 semanas, provenientes do Biotério Central do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, da Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do Ceara. Os
animais foram mantidos em caixas de propileno, com temperatura controlada (22+1°C), com
ciclo claro/escuro alternado de doze horas, recebendo racéo padrdo e agua a vontade, exceto
nos periodos de estresse para inducdo de comportamento tipo depressivo, conforme protocolo
experimental descrito adiante.

Os experimentos foram realizados apds aprovacdo do projeto (N° protocolo:
7608051018/2018) (Anexo A) pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Ceara. Os protocolos experimentais seguiram os principios éticos do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA). Todos os esfor¢os foram feitos para minimizar o

sofrimento e reduzir o nimero de animais usados nos experimentos.

4.2 Substancias utilizadas

Riparina | e Riparina Il, provenientes do Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos (IpeFarM - Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa-PB, Brasil) foram
dissolvidas em &gua destilada, contendo 2% de Tween® 80, e administradas na dose de 50
mg/kg, por gavagem. A via de administracdo e a dose foram selecionadas a partir de estudos
prévios (DE SOUSA et al., 2014b; LOPES et al., 2018; MAIA OLIVEIRA et al., 2021;
TEIXEIRA et al., 2013).

Fluoxetina (Lilly®, Indiana, EUA), utilizada como o antidepressivo padrdo, foi
dissolvida em &gua destilada e administrada por gavagem, na dose de 10mg/kg (GUPTA;
RADHAKRISHNAN; KURHE, 2014). A administracdo de todas as substancias foi feita em
um volume de 10 ml/kg de peso do animal.
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4.3 Delineamento Experimental

O protocolo (Figura 8) foi proposto para avaliar os efeitos comportamentais e
neurogquimicos da administracdo de Riparina | e Riparina Il em camundongos submetidos ao
modelo de depressdo induzida por estresse cronico imprevisivel (ECI).

Os camundongos foram primeiramente divididos em dois grupos, “saudaveis” (que
ndo passaram pelo protocolo de estresse) e “ECI” (que foram submetidos aos eventos
estressores), os quais foram subdivididos nos grupos VEICULO, RIP I, RIP 1l e
FLUOXETINA (n=10 animais por grupo):

- Grupo 1. SAUD+VEI: animais foram mantidos na caixa sem nenhum fator estressor

durante 4 semanas e administracao de agua destilada por via oral (v.0.) do 15%0 28° dia.

- Grupo 2: SAUD+RIP I: animais foram mantidos na caixa sem nenhum fator estressor
durante 4 semanas e administragdo de Riparina | 50 mg/Kg por via oral (v.0.) do 15%o0 28°
dia.

- Grupo 3: SAUD+RIP I1: animais foram mantidos na caixa sem nenhum fator estressor
durante 4 semanas e administracdo de Riparina Il 50 mg/Kg por via oral (v.0.) do 15° ao 28°
dia.

- Grupo 4: SAUD+FLU: animais foram mantidos na caixa sem nenhum fator estressor
durante 4 semanas e administragdo de Fluoxetina 10 mg/Kg por via oral (v.0.) do 15%o0 28°
dia.

- Grupo 5: ECI+VEI: animais foram submetidos a fatores estressores durante 28 dias e

administracdo de agua destilada por via oral (v.0.) do 15° ao 28° dia.

- Grupo 6: ECI+RIP I: animais foram submetidos a fatores estressores durante 28 dias e

administracdo de Riparina | 50 mg/Kg por via oral (v.0.) do 15° ao 28° dia.

- Grupo 7: ECI+RIP I1: animais foram submetidos a fatores estressores durante 28 dias e
administracdo de Riparina Il 50 mg/Kg por via oral (v.0.) do 15° ao 28° dia.

- Grupo 8: ECI+FLU: animais foram submetidos a fatores estressores durante 28 dias e

administracdo de Fluoxetina 10 mg/Kg por via oral (v.0.) do 15° ao 28° dia.
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Durante 28 dias, os animais foram expostos a fatores estressores e a partir do 15° dia
do inicio do protocolo, tempo necessario para o animal desenvolver comportamentos
depressao-simile, iniciaram-se os tratamentos em todos os grupos, uma vez ao dia. Os grupos
ECI receberam as drogas 30 minutos antes da aplicacdo didria do estresse. No mesmo
momento do dia, os animais saudaveis receberam iguais tratamentos (veiculo, RIP I, RIP Il ou
FLU). No 29° dia, todos os animais foram submetidos a testes comportamentais, conforme

descrito abaixo. O delineamento do experimento esta representado na Figura 8.

Figura 8 — Representacdo esquematica do protocolo experimental

TESTES

COMPORT.
TRATAMENTO

DISSECACAO

ESTRESSE CRONICO IMPREVISIVEL
OU AUSENCIA DE ESTRESSE

Fonte: elaborada pela autora.

4.4 Protocolo de inducdo de comportamento depressivo-simile por estresse crénico

imprevisivel (ECI)

O protocolo de estresse crénico imprevisivel (ECI) foi conduzido como previamente
descrito na literatura com modificacdes (GARZA et al., 2012; GUPTA; RADHAKRISHNAN;
KURHE, 2014; WILLNER, 1997, 1997). Para tanto, os animais submetidos ao ECI foram
expostos a eventos estressores randomicamente organizados, durante 28 dias, de modo que
cada evento foi aplicado uma vez a cada semana. Os eventos estressores foram aplicados
diariamente, um por dia, em diferentes horarios, a fim de minimizar sua predictibilidade.

Todos os eventos estressores foram aplicados em uma sala de procedimentos separada, na
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qual os animais ainda permaneceram por cerca de 1-2h apds o procedimento, para permitir
que o odor proveniente do estresse fosse dissipado. Os eventos estressores utilizados foram

descritos no Quadro 1.

Quadro 1 — Eventos estressores aplicados durante o protocolo de ECI

DIADO EXPERIMENTO EVENTO ESTRESSOR DURACAO
1 Ciclo claro 24 horas
2 Contencéo em tubo 2 horas
3 Choque nas patas (1mA) 2 segundos
4 Privacdo de agua 18 horas
5 Ciclo intermitente 24 horas
6 Inclinacdo da caixa 8 horas
7 Contencdo em tubo 2 horas
8 Ciclo claro 24 horas
9 Choque nas patas (1mA) 2 segundos
10 Ciclo intermitente 24 horas
11 Maravalha molhada 18 horas
12 Privacdo de &gua 18 horas
13 Contenc¢do em tubo 2 horas
14 Ciclo intermitente 24 horas
15 Inclinacéo da caixa 8 horas
16 Maravalha molhada 18 horas
17 Privacdo de 4gua 18 horas
18 Ciclo claro 24 horas
19 Inclinacéo da caixa 8 horas
20 Choque nas patas (1mA) 2 segundos
21 Maravalha molhada 18 horas
22 Contencédo em tubo 2 horas
23 Privacdo de &4gua 18 horas
24 Ciclo claro 24 horas
25 Maravalha molhada 18 horas
26 Inclinacéo da caixa 8 horas
27 Choque nas patas (1mA) 2 segundos
28 Ciclo intermitente 24 horas

Fonte: elaborado pela autora.

Para a conducdo do protocolo experimental, foram utilizados 160 animais, distribuidos
conforme apresentado na Figura 9, com a finalidade de evitar vieses decorrentes da avaliagdo

comportamental extensiva.
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Figura 9 — Distribuigdo dos animais utilizados no protocolo experimental

Total de animais utilizados 160 animais

Animais utilizados em cada
fase do trabalho

Campo Aberto, Preferéncia por
Reconhecimento sacarose,
do Objeto Novo, Labirintoem Y,
Nado Forcado Interacdo Social

Testes comportamentais

Dosagem de
Andlises neuroquimicas citocinas IL-1B e
TNF-a

Imunofluorescéncia
GFAPe |ba-1

Fonte: elaborada pela autora.

4.5 Testes Comportamentais
4.5.1 Campo Aberto

O teste do campo aberto foi realizado utilizando-se um aparato de acrilico (paredes
transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm; dividido em 9 quadrantes iguais), com o objetivo
de avaliar a atividade exploratéria do animal (ARCHER, 1973). Foram investigados 0s
seguintes parametros: nimero de cruzamentos, nimero de comportamentos de autolimpeza
(grooming) e numero de exploragfes verticais (rearing), registrados durante um tempo de 5
minutos, apds 1 minuto de habituacéo.

4.5.2 Nado Forgado
O teste do Nado Forcado foi realizado de acordo com o modelo de Porsolt et al.,

(1977). Os animais foram colocados no cilindro com agua, e a duracgdo total da imobilidade

(em segundos) foi registrada durante um tempo de 5 minutos, ap6s 1 minuto de adaptacdo,
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por um observador cego ao tratamento dado a cada animal. O camundongo foi considerado
imével quando permaneceu flutuando passivamente, podendo fazer leves movimentos para

manter a cabeca fora da agua.

4.5.3 Preferéncia por sacarose

O teste de preferéncia pela solucdo de sacarose foi realizado como descrito
previamente (LOPES et al., 2018; WILLNER et al., 1987). Antes do teste, no vigesimo sexto
dia do protocolo, houve a adaptacdo, periodo em que os camundongos foram expostos a dois
frascos de uma solucdo de sacarose (2%, v/v), durante 18 horas; em seguida, no vigésimo
sétimo dia do protocolo, uma das garrafas foi substituida por dgua durante 18 horas. Apds a
adaptacdo, no vigésimo oitavo dia do protocolo, para a realizacdo do teste, os animais foram
colocados em gaiolas individuais e receberam a opc¢do de uma garrafa contendo 100 mL de
agua e outra contendo 100 mL de sacarose (2%, v/v), durante 18 horas. O teste foi realizado
no periodo da noite com privacdo de comida. No vigésimo nono dia do protocolo, foram
determinados o consumo de agua e a porcentagem de preferéncia pela solucdo de sacarose a
qual foi calculada pela seguinte formula:

Preferéncia de sacarose (%) = consumo de sacarose x 100
consumo de 4gua + consumo de sacarose

4.5.4 Interacao Social

Para a realizacdo do teste, os animais foram colocados no aparato constituido por trés
compartimentos. Em um dos compartimentos laterais havia uma gaiola contendo um animal
da mesma espécie, sexo e idade, enquanto no outro compartimento lateral havia uma gaiola
vazia. A avaliagdo ocorreu por 5 minutos, durante os quais se observou o tempo de
permanéncia do animal em cada um dos compartimentos (MOY et al., 2004). A preferéncia
social foi definida como: (% tempo gasto na camara social) — (% tempo gasto na camara

oposta).

455 Labirintoem Y

A memodria de trabalho foi avaliada por meio do teste de labirinto em Y (SARTER;
BODEWITZ; STEPHENS, 1988). O labirinto consiste em trés bracos idénticos (A,B,C) de 40
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cm de comprimento, 25 cm de altura e 6 cm de largura, cada um convergindo a um angulo
igual. Cada camundongo foi colocado na extremidade de um brago e deixado para explorar o
ambiente por oito minutos. A sequéncia dos bragos em que 0s animais entraram foi entdo
anotada e as informaces analisadas de forma a determinar o numero de entrada nos bracos
sem repeticdo. Uma alternacgdo foi considerada correta se o animal visitou um novo braco e
ndo retornou ao braco anteriormente visitado. Por exemplo, se o animal fez o trajeto
ABCACBACCAB, o nimero de entradas sera 11 e as alternagdes corretas ABC, BCA, ACB,
CBA, BAC, CAB. Portanto, a porcentagem de alternagdes corretas, de acordo com a formula
abaixo, sera [6/(11 - 2)] x 100 = 66.7%.

Alternacdes corretas (%) = alternacdes corretas  x 100
ntmero total de entradas - 2

4.5.6 Reconhecimento do Objeto Novo

O teste de reconhecimento do objeto novo avalia a memdria de reconhecimento a
partir da tendéncia inata dos roedores de explorar objetos desconhecidos. Inicialmente, 0s
camundongos foram individualmente colocados em um aparato de campo aberto
(30x30x15cm) por 5 min (fase de habituacdo). Apés um intervalo de 15 min, o animal foi
novamente colocado no aparato, no qual havia dois objetos idénticos, podendo explora-los
livremente (fase de aquisicdo) durante 5 min. Esses objetos eram pesados e altos o suficiente
para que os animais ndo pudessem mové-los ou escala-los. Apés um intervalo de 15 min,
ocorreu a fase de teste, na qual o animal foi colocado no mesmo ambiente, agora com um dos
objetos substituido por um novo, diferente em cor, forma e tamanho, podendo livremente
explorar os dois objetos durante 5 minutos. Ennaceur e Delacour (1988) definiram como
exploracdo o direcionamento do focinho para o objeto a uma distancia de 2 cm ou menos dele,
como também toca-lo com o focinho ou cheira-lo.

Os objetos familiar e novo foram alternados de posicao para cada animal testado, e foi
feita assepsia dos objetos e da arena com alcool 10% entre 0s ensaios. Um indice de
reconhecimento foi calculado como a seguir: (tempo explorando o objeto novo — tempo
explorando o objeto familiar)/(tempo explorando o objeto novo + tempo explorando o objeto
familiar) (DE SOUZA et al., 2019).
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4.6 Testes Neuroquimicos

4.6.1 Eutanasia e obtencdo do material biologico

A eutandsia dos animais ocorreu no 29° dia, apds 1h da realizacdo dos testes
comportamentais.

Para a coleta das areas cerebrais por dissecacdo (utilizadas na técnica de Elisa), 0s
animais foram eutanasiados por decapitacdo, os cérebros retirados e o hipocampo separado
em tubos e armazenados a -80°C para utilizag&o posterior.

Para a coleta das areas cerebrais usadas na técnica de imunofluorescéncia, os animais
foram previamente anestesiados com mistura de cetamina e xilazina (90mg/kg e 9mg/kg,
respectivamente, via intraperitoneal) e perfundidos transcardiacamente com solucédo
fisiologica 0,9% e paraformaldeido 4%. Os cérebros foram coletados e armazenados
conforme protocolo explicado posteriormente.

4.6.2 Marcacéo de GFAP e Iba-1 por imunofluorescéncia

Os cérebros dos animais de cada grupo foram coletados e submersos em
paraformaldeido 4% por cerca de 12 horas e posteriormente transferidos para uma solugéo de
sacarose a 30% por 72 horas. Decorrido esse tempo, foram embebidos em gel para
congelamento (Allkimia®) e armazenados a -80°C. Os cérebros foram cortados em secdes
coronais de 10um, utilizando um Criostato CM 1850 para cortes em congelagdo (Leica®) e
montados em laminas silanizadas.

Para a realizacdo da analise, os cortes passaram pelo processo de recuperacdo
antigénica, sendo posteriormente realizada a imunomarcacdo de acordo com protocolo
padréo. Secdes cerebrais foram incubadas com anticorpo GFAP (policlonal de cabra 1:200,
Santa Cruz Biotechnology) e posteriormente, foram incubados no anticorpo secundario Alexa
Fluor 488 IgG anti-cabra (1:200, Invitrogen), para marcar astrdcitos, ou com o anticorpo
monoclonal Iba-1 (E404W) XP® anti-coelho, conjugado com Alexa Fluor® 555 (1:300, Cell
Signaling Technology), para marcar microglia.

Por fim, os cortes foram marcados com 2-(4-Amidinophenyl-6-indolecarbamidine
dihydrochloride (DAPI) (SigmaAldrich, USA) por 20 minutos segundo orientagdes do
fabricante, para marcagdo nuclear. As laminas foram entdo montadas com solucdo anti-

desbotamento ProlongGold (Invitrogen, USA) e fotografadas, na magnificancia de 10x e de
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20x em leitor de laminas Cytation 3 ImageReader (Carl Zeiss, White Plains, NY, EUA). Os
subcampos do hipocampo CAl, CA3 e GD foram identificados de acordo com Paxinos e
Franklin (2001) e quatro a cinco fotomicrografias de cada area para cada grupo foram
analisadas. O experimentador que tirou as imagens estava cego para os tratamentos. A analise

da intensidade de fluorescéncia foi semiquantitativa, usando o pacote de software ImageJ.

4.6.3 Determinacao dos niveis de IL-18 e TNF-a

As areas cerebrais foram homogeneizadas em 8 volumes de tampdo PBS e
centrifugadas, sendo utilizado o sobrenadante conforme o protocolo do fabricante
(BioLegend, San Diego, EUA). A analise foi feita por Elisa, por meio de comparacdo das

absorbancias nos comprimentos de onda 450 e 570nm, e o resultado expresso por pg/g tecido.

4.7 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com GraphPad Prism for Windows (verséo 8.0, San
Diego, EUA). Os dados dos testes comportamentais e neuroquimicos foram expressos como
médias £ E.P.M. os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, para verificar a
normalidade da amostra. Para os dados comportamentais, as analises foram realizadas por
two-way ANOVA (andlise de variancia), usando como fatores “modelo ECI” (grupos ECI ou
grupos SAUD) e "tratamento™ (RIP I, RIP Il, FLU), seguido pelo teste de Tukey. Para dados
neuroquimicos, as analises foram realizadas por one-way ANOVA, seguido também pelo teste

de Tukey. O nivel de significancia estabelecido foi p<0,05.

4.8 Testes in silico

4.8.1 Predicao de alvos

A predicdo dos alvos biologicos de RIP I e RIP 11 foi realizada por meio dos servidores
Swiss Target Prediction (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2019) e Similarity Ensemble
Approach (SEA) (KEISER et al., 2007). Por meio destes servidores é possivel estimar alvos
macromoleculares mais provaveis de uma pequena molécula, considerada bioativa. A
predicdo é baseada em uma combinagédo de similaridade desta com uma biblioteca de ativos
conhecidos.
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4.8.2 Obtencéo dos ligantes e proteinas

Para determinar os modos de ligacdo potenciais de RIP | e RIP Il com as proteinas
NLRP3, ASC e P2X7, estudos de docking molecular foram realizados utilizando os softwares
Autodock Tools (ADT) versdo 1.5.6 e Autodock Vina. Ambos os softwares podem ser
adquiridos gratuitamente pelo site: http://mgtools.scripps.edu/downloads. A estrutura
cristalina de NLRP3 (PDB: 6NPY), de ASC (PDB: 2KN6) e de P2X7 (PDB: 5U1L) foram
recuperadas do RSCB Protein Data Bank (endereco da web: http://www.rsch.org/pdb/) e
foram usadas como receptores de docking molecular.

Para a selecéo das proteinas, foram utilizados critérios como: resolucéo, R-value free,
R-value work e a presenca de ligantes. Resolu¢do é uma medida da qualidade dos dados que
foram coletados no cristal que contém a proteina, havendo uma maior confianca na
localizacdo dos &tomos em estruturas com valores de resolucdo pequenos, chamadas de
"estruturas de alta resolucdo”. O R-value work mede o qudo bem o padrdo de difracdo
simulado com base no modelo construido corresponde ao observado experimentalmente. Um
processo de refinamento é frequentemente usado para melhorar o modelo atbmico e, assim, o
valor-R. O R-value free indica 0 qudao bem o modelo prevé a parte das observacoes
experimentais que ndo passaram pelo refinamento.

As moléculas dos ligantes RIP | (CID: 3083797) e RIP Il (CID: 18107456) foram
obtidas dos bancos de dados de compostos PUBCHEM (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov).

4.8.3 Preparacdo de ligantes e proteinas e estudos de encaixe

As estruturas dos ligantes e proteinas foram convertidas em arquivos no formato PDB,
utilizando o programa Discovery Studio 2020. Foram removidas as moléculas de agua e 0s
ligantes co-cristalizados das proteinas. Os arquivos PDB, assim obtidos, foram convertidos
posteriormente para o formato PDBQT utilizando ADT versdo 1.5.6. Usando ADT, todos 0s
atomos de hidrogénio polares foram adicionados as proteinas. As cargas de Gasteiger foram
adicionadas a cada atomo e os atomos de hidrogénio ndo polares foram dissolvidos com a
estrutura da proteina. Todas as estruturas foram salvas em arquivos PDBQT para posterior
avaliacdo usando ADT.

Os célculos GRID foram realizados usando um espacamento de grade de 1,000 A.
Para proteina NLRP3 (PDB: 6NPY), o pardmetro de grade foi 110 x 82 x 96 A com centro de
grade definido como 105.9 x, 104.62 y, 104.804 z A (Figura 10). Para a proteina ASC (PDB:
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2KNG), o parametro de grade foi 72 x 44 x 62 A com centro de grade definido como -0.29 X, -
0.175'y, -0.437 z A (Figura 11). Para proteina P2X7 (PDB: 5U1L), o parametro de grade foi

74 x 62 x 84 A com centro de grade definido como -34.484 x, -43.414 vy, 34.144 z A (Figura
12).

Figura 10 — Estudo de encaixe para docking molecular da proteina NLRP3 (PDB: 6NPY) pelo
Autodocktools versédo 1.5.6.
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Figura 11 — Estudo de encaixe para docking molecular da proteina ASC (PDB: 2KN6) pelo
Autodocktools versédo 1.5.6.
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Figura 12 — Estudo de encaixe para docking molecular da proteina P2X7 (PDB: 5U1L) pelo
Autodocktools verséo 1.5.6.
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4.8.4 Docking molecular

O Algoritmo Genetico Lamarckiano (LGA) foi usado no AutoDock 1.5.6 para calculos
de acoplamento flexivel de ligante fixo em receptor. Para cada acoplamento proteina-ligante,
um méaximo de 10 poses de ligacdo foram geradas, e a pose mais adequada foi escolhida com
base na interacdo dos residuos de aminoacidos do sitio ativo com o ligante. Uma vez que 0s
complexos proteina-ligante acoplados foram concluidos, uma analise dos locais de ligacao foi
realizada a fim de criar um diagrama da interacdo 2D e projecOes 3D para cada composto. A
visualizacdo e a analise do complexo acoplado de proteinas e ligantes foram feitas por meio
do software Discovery Studio Visualizer 2020. Os valores de Root Mean Square Deviation
(RMSD) foram avaliados dentro do parametro ideal, inferior a 2 A (YUSUF et al., 2008). A
afinidade foi medida pela energia livre de Gibbs (AG), considerando reacdes exergonicas cuja
liberagdo de energia seja maior que 6,0 kcal/mol (SHITYAKOV; FORSTER, 2014).

4.8.5 Predi¢do Farmacocinética

RIP I e RIP Il foram submetidas a uma triagem in silico ADME usando o banco de

dados do servidor SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php). A colecdo ADME
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fornece componentes que calculam as propriedades previstas de absorcdo, distribuicéo,
metabolismo e excrecdo para colecbes de compostos testados (DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2017; DAINA; ZOETE, 2016). As analises foram baseadas em propriedades fisico-
quimicas, como estimativa de absor¢do intestinal humana (HIA) e barreira hematoencefalica
(BBB), permeabilidade pelo método Brain Or IntestinaL EstimateD permeation (BOILED-
Egg), bem como estimativa de permeabilidade passiva (Papp), efluxo passivo por P-gp e
inibicdo de isoformas enzimaticas do citocromo P450 (CYP450). Para avaliar a
permeabilidade de RIP | e RIP Il sobre as membranas plasmaticas foram adotadas as regras
dos 5 de Lipinski et al., (2001).
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5 RESULTADOS

5.1 Testes Comportamentais

5.1.1 Efeito da administracdo de RIP I e RIP 11 (50 mg/kg) sobre a atividade locomotora e
comportamentos ansiedade-simile no teste do campo aberto em camundongos submetidos
ao ECI

No teste do campo aberto, foram avaliados os pardmetros cruzamentos, rearings e
groomings. N&o houve diferenca no nimero de cruzamentos entre os grupos avaliados,
mostrando que o modelo ECI e o tratamento com RIP | ou RIP Il ndo alteraram a atividade
locomotora dos animais (Figura 13).

Quanto ao numero de rearings, a analise revelou uma diferenca entre os grupos [F (3,
60) = 3,107; p = 0,0330], visto que houve aumento significativo neste pardmetro no grupo
ECI + VEI em comparagdo ao grupo controle (SAUD + VEI) (p=0,0412). O grupo tratado
com RIP | apresentou reversao nessa alteracdo (p=0,0357).

No pardmetro nimero de groomings, também néo houve diferenca entre 0s grupos.
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Figura 13 — Efeito da administragdo de RIP | e RIP Il (50 mg/kg) sobre a atividade
locomotora e comportamentos ansiedade-simile no teste do campo aberto em camundongos
submetidos ao ECI
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Os resultados sdo expressos como a média+tEPM (n=8-10animais/grupo). A andlise estatistica foi determinada
por two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Valores significativos: #p <0,05 vs SAUD+VEI, *p<0,05 vs
ECI+VEI (Abreviaturas: SAUD - saudavel; ECI — estresse cronico imprevisivel; RIP — riparina; FLU —
fluoxetina).
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5.1.2 Efeito da administracdo de RIP I e RIP 11 (50 mg/kg) sobre o tempo de imobilidade no
teste do nado forcado em camundongos submetidos ao ECI

A analise do tempo de imobilidade por two-way ANOVA demonstrou uma interacao
significativa [F (3, 61) = 9,489; p <0,0001] entre os fatores “modelo ECI” e “tratamento”. O
ECI aumentou o tempo de imobilidade em relacdo ao grupo controle saudavel (p<0,001).
Como mostrado na Figura 14, o tratamento com RIP | (p<0,0001) ou RIP Il (p=0,0004) foi
capaz de reduzi-lo, em 74% e 60% respectivamente, em comparagdo ao grupo estressado que

n&o recebeu tratamento, enquanto FLU reduziu em 78%.

Figura 14 — Efeito da administracdo de RIP | e RIP Il (50 mg/kg) sobre o tempo de

imobilidade no teste do nado forcado em camundongos submetidos ao ECI
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Os resultados sdo expressos como a médiatEPM (n=8-10animais/grupo). A andlise estatistica foi determinada
por two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Valores significativos: ###p <0,001 vs SAUD+VEI,
***p<(0,001 e ****p<0,0001 vs ECI+VEI. (Abreviaturas: SAUD - saudavel, ECI — estresse cronico

imprevisivel; RIP — riparina; FLU — fluoxetina)

5.1.3 Efeito da administracdo de RIP I e RIP 11 (50 mg/kg) sobre a preferéncia pela solugdo

de sacarose em camundongos submetidos ao ECI

Na avaliagdo do comportamento tipo aneddnico (Figura 15), ECI diminuiu
significativamente (p<0,0012) a preferéncia dos animais pela solugdo de sacarose quando em
comparagdo ao grupo controle (SAUD+VEI), enquanto o tratamento com RIP | ou RIP 11 foi

capaz de recuperar a preferéncia de sacarose em animais expostos ao estresse (p<0,05). A
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interacdo entre os fatores foi significativa [F (3, 56) = 9,081; p <0,0001].

Figura 15 — Efeito da administracdo de RIP | e RIP 11 (50 mg/kg) sobre a preferéncia pela

solucéo de sacarose em camundongos submetidos ao ECI
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Os resultados sdo expressos como a médiatEPM (n=7-9animais/grupo). A andlise estatistica foi determinada por
two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Valores significativos: ##p <0,01 vs SAUD+VEI, *p<0,05 e
****p<0,0001 vs ECI+VEI. (Abreviaturas: SAUD — saudavel; ECI — estresse cronico imprevisivel; RIP —

riparina; FLU — fluoxetina)

5.1.4 Efeito da administracdo de RIP I e RIP Il (50 mg/kg) sobre a preferéncia social no
teste de interacéo social em camundongos submetidos ao ECI

Na avaliacdo do parametro de preferéncia social (Figura 16), houve significativa
interacdo entre os fatores [F (3, 54) = 7,724; p=0,0002]. O grupo submetido ao ECI teve
menor interagdo com o animal estranho comparado ao grupo controle (SAUD+VEI) enquanto
0s animais estressados que foram tratados com RIP | ou RIP Il apresentaram melhor indice de

preferéncia social.
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Figura 16 — Efeito da administracéo de RIP | e RIP Il (50 mg/kg) sobre a preferéncia social no
teste de interacdo social em camundongos submetidos ao ECI
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Os resultados sdo expressos como a médiaxtEPM (n=7-9animais/grupo). A analise estatistica foi determinada por
two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Valores significativos: #p <0,05 vs SAUD+VEI, *p<0,05 e
****p<0,0001 vs ECI+VEI. (Abreviaturas: SAUD — saudavel; ECI — estresse cronico imprevisivel, RIP —

riparina; FLU — fluoxetina)

5.1.5 Efeito da administracdo de RIP I e RIP Il (50 mg/kg) sobre a porcentagem de
alternagdes corretas no teste do labirinto em Y em camundongos submetidos ao ECI

Com relacdo ao parametro analisado, nimero de alternacdes corretas (Figura 17),
percebeu-se um prejuizo na resposta cognitiva dos animais estressados (ECI+VEI) em relacéo
aos animais ndo estressados (SAUD+VEI) (p=0,0137). A analise por two-way ANOVA
demonstrou uma interacdo significativa [F (3, 54) = 4,674, p=0,0056] entre os fatores “modelo
ECI” e “tratamento”. O tratamento com RIP | ou RIP Il aumentou esse indice em 23% e 24%,

respectivamente, resultados ndo considerados significativos.
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Figura 17 - Efeito da administracdo de RIP | e RIP Il (50 mg/kg) sobre a porcentagem de
alternacdes corretas no teste do labirinto em Y em camundongos submetidos ao ECI
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Os resultados sdo expressos como a médiaxtEPM (n=7-9animais/grupo). A analise estatistica foi determinada
por two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Valores significativos: #p <0,05 vs SAUD+VEI.

(Abreviaturas: SAUD - saudavel; ECI — estresse cronico imprevisivel; RIP — riparina; FLU — fluoxetina).

5.1.6 Efeito da administracdo de RIP | e RIP Il (50 mg/kg) sobre o indice de
reconhecimento no teste do reconhecimento do objeto novo em camundongos submetidos
ao ECI

Com relagdo a memoria episodica (Figura 18), observou-se que o ECI também causou
prejuizo, visto pela reducdo do indice de reconhecimento (p=0,0003), comparando-se ao grupo
controle (SAUD+VEI). Além disso, os grupos submetidos ao ECI tratados com RIP | ou RIP Il
apresentarem resultados melhores quando comparados aos nao tratados [F (3, 62) = 7,633,

p=0,0002] com aumento de 317% e 250% no indice de reconhecimento, respectivamente.
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Figura 18 — Efeito da administracdo de RIP | e RIP Il (50 mg/kg) sobre o indice de
reconhecimento no teste do reconhecimento do objeto novo em camundongos submetidos ao
ECI
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Os resultados sdo expressos como a médiaxtEPM (n=8-10animais/grupo). A analise estatistica foi determinada
por two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Valores significativos: ####p<0,0001 vs SAUD+VEI,
***p<0,001 e **p<0,01 vs ECI+VELI. (Abreviaturas: SAUD — saudavel; ECI — estresse cronico imprevisivel; RIP

—riparina; FLU — fluoxetina).

5.2 Testes Neuroquimicos

5.2.1 Efeito da administragcdo de RIP I e RIP 11 (50mg/kg) sobre a expresséo de GFAP em
hipocampo de camundongos submetidos ao ECI

A ativacdo astrocitica foi avaliada com o marcador GFAP nos subcampos CAL, CA3 e
GD do hipocampo (Figura 19 — A, B e C). Na area CA1, a expressdo de GFAP foi reduzida no
grupo ECI em relagdo ao controle (SAUD) (p=0,0002) e o tratamento com RIP | foi capaz de
reverter esta reducdo (p=0,0002) [F (3, 16) = 14,74, p<0,0001]. RIP Il ndo apresentou
resultado significativo, apesar de aumentar em 32% a expressao de GFAP, em comparagao ao
grupo ECI.

Na area CA3, ECI diminuiu a expressdo de GFAP [F (3, 16) = 10,51, p=0,0005] em
relagdo ao grupo ndo estressado (p=0,0003). RIP I e RIP Il aumentaram em 43% e 22%,
respectivamente a expressdo de GFAP em comparagdo ao grupo ECI, porém esse ndo foi

considerado um aumento significativo.
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Quanto ao subcampo GD, o estresse crénico também reduziu (p<0,0080) a expressdo
de GFAP [F (3, 16) = 6,657, p=0,0040], a qual foi significativamente aumentada pelo
tratamento com RIP | (p=0,0119). Quanto ao tratamento com RIP II, o aumento causado foi

de 22% em relacdo ao grupo ECI, embora essa diferenca ndo seja significativa.

Figura 19 - Efeito da administracdo de RIP I ou RIP Il (50mg/kg) sobre a expressao de GFAP

em hipocampo de camundongos submetidos ao ECI
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Acima, fotomicrografias representativas do hipocampo Cornu Ammonis (CA) subcampos CAl (A), CA3 (B) e
giro dentado (GD) (C) mostrando células coradas apenas para GFAP (em vermelho); nucleos corados com 4 ', 6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) (em azul) e mistura da coloracdo de GFAP e DAPI (merge). Abaixo, a
quantificacdo refere-se a densidade integrada de fluorescéncia nas respectivas subareas do hipocampo. Os
resultados sdo expressos como a médiatEPM (n= 5 animais/grupo). A analise estatistica foi realizada por one-
way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Valores significativos: ###p <0,001 e ##p <0,01 vs SAUD; *p<0,05 e

***p<0,001 vs ECI. (Abreviaturas: SAUD — saudavel; ECI — estresse cronico imprevisivel; RIP — riparina).
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5.2.2 Efeito da administracéo de RIP | e RIP 11 (50mg/kg) sobre a expresséo de Iba-1 em
hipocampo de camundongos submetidos ao ECI

A ativacdo microglial foi avaliada com o marcador Iba-1 nos subcampos CAl, CA3 e
GD do hipocampo (Figura 20 - A, B e C). Nas trés &reas analisadas, ECl aumentou a
expressao de Iba-1 em relagcdo ao grupo néo estressado (p<0,0001). O tratamento com RIP |
(p<0,0001), bem como RIP Il (p<0,0001), foi capaz de reverter esse aumento. CAL: [F (3, 18)
= 28,54, p<0,0001]; CA3: [F (3, 14) = 23,60, p=0,0001]; GD: [F (3, 16) = 67,58, p=0,0001].

Figura 20 - Efeito da administracéo de RIP | OU RIP Il (50mg/kg) sobre a expresséo de Iba-1
em hipocampo de camundongos submetidos ao ECI.
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Acima, fotomicrografias representativas do hipocampo Cornu Ammonis(CA) subcampos CA1 (A), CA3 (B) e
giro dentado (GD) (C) mostrando células coradas apenas para Iba-1 (em vermelho); ndcleos corados com 4, 6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) (em azul) e mistura da coloracdo de Iba-1 e DAPI (merge). Abaixo, a
guantificacdo refere-se a densidade integrada de fluorescéncia nas respectivas subareas do hipocampo. Os
resultados sdo expressos como a médiatEPM (n= 5-6 animais/grupo). A andlise estatistica foi realizada por one-
way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Valores significativos: ####p <0,0001 vs SAUD; **p<0,01 e

****n<0,0001 vs ECI. (Abreviaturas: SAUD - saudavel; ECI — estresse crénico imprevisivel; RIP — riparina)
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5.2.3 Efeito da administracdo de RIP I e RIP 11 (50mg/kg) sobre a concentracéo de TNF-a

e IL-1f em hipocampo de camundongos submetidos ao ECI

Os niveis de TNF-o no hipocampo foram aumentados (p<0,0001) com a exposi¢ao ao
ECI [F (4, 34) = 18,28, p<0,0001], em comparagdo ao grupo saudavel e o tratamento com RIP
I (p<0,0001) ou RIP Il (p<0,001) foi capaz de reverter esse aumento, como Vvisto na Figura 21
(A). De forma semelhante, ECI aumentou os niveis de IL-p em comparagdo ao grupo controle
(SAUD) (p<0,0001). Os animais tratados com RIP | (p<0,0001) e RIP Il (p<0,0001)
apresentaram menores niveis de IL-B, como representado na Figura 21 (B), quando

comparados com o0 grupo estressado que ndo recebeu tratamento [F (4, 34) = 30,04,

p<0,0001].

Figura 21 — Efeito da administracdo de RIP I e RIP 11 (50mg/kg) sobre a concentracédo de

TNF-a e IL-1p em hipocampo de camundongos submetidos ao ECI.
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Os resultados sdo expressos como a média+tEPM (n= 8 animais/grupo). A analise estatistica foi realizada por
one-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Valores significativos: ####p <0,0001 vs SAUD; **p<0,01,
***n<0,001 e ****p<0,0001 vs ECI. (Abreviaturas: SAUD — saudavel; ECI — estresse cronico imprevisivel; RIP

—riparina; FLU — fluoxetina).
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5.3 Testes in silico
5.3.1 Predicao de alvos

Para estimar os alvos humanos mais provaveis para os efeitos anti-neuroinflamatorios
de RIP | e RIP Il, as estruturas quimicas foram submetidas aos servidores Swiss Target
Prediction e Similarity Ensemble Approach, os quais apresentaram os alvos proteicos mais
provaveis de ligacdo com RIP | e RIP II, com base na similaridade desta com as estruturas
quimicas do banco de dados de compostos ChemMBL. Os Graficos 1 e 2 mostram as classes
das proteinas mais provaveis de ligacdo. Para ambas as moléculas, a maioria dos alvos
provaveis de ligacdo sdo receptores acoplados a proteina G, além de proteases e canais idnicos

ativados por ligante ou por voltagem.

Gréafico 1 — Representacdo das classes das 15 principais proteinas provaveis as quais RIP |
pode se ligar para exercer seu efeito com base nos dados obtidos do servidor Swiss Target

Prediction

M Receptor acoplado a proteina G
M Protease
® Enzima
Hidrolase
® Receptor de membrana
M Canal idnico dependente de voltagem
M Canal idnico dependente de ligante
B Transportador eletroquimico

B Eraser

Fonte: obtido do servidor Swiss Target Prediction
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Gréfico 2 - Representacdo das classes das 15 principais proteinas provaveis as quais RIP 11
pode se ligar para exercer seu efeito com base nos dados obtidos do servidor Swiss Target
Prediction

B Receptor acoplado a proteina G
m Cinase

B Oxirredutase

Protease

m Enzima

M Eraser

Fonte: obtido do servidor Swiss Target Prediction

A seguir, sdo apresentados nas Tabelas 1 e 2 os principais alvos protéicos com sua
respectiva probabilidade para RIP | (A) e RIP Il (B), obtidos dos servidores Swiss Target

Prediction e Similarity Ensemble Approach.
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Tabela 1 (A) - Provaveis alvos de ligacdo de RIP I obtidos do servidor Swiss Target Prediction

Ativos
conhecidos
Alvo Nome comum Probabilidade (3D/2D)

Quinone reductase 2 NQO2 0,567787772 86/31
Mu opioid receptor OPRM1 0,151315357 99/ 422
Kappa Opioid receptor OPRK1 0,143473412 90/ 229
Delta opioid receptor OPRD1 0,135616203 106 /430
Melatonin receptor 1A MTNR1A 0,127750341 656/ 294
Melatonin receptor 1B MTNR1B 0,127750341 590/ 251
Serotonin 2¢ (5-HT2c) receptor HTR2C 0,127750341 344/ 114
P2X purinoceptor 7 P2RX7 0,119895127 602/ 36
Acetylcholinesterase ACHE 0,119895127 323/ 292
Glycine transporter 2 SLC6A5 0,112041901 7/ 72
Sigma opioid receptor SIGMAR1 0,112041901 52/ 318
Vanilloid receptor TRPV1 0,112041901 552/ 69
Histone deacetylase 2 HDAC?2 0,112041901 144/ 9
Cannabinoid receptor 2 CNR2 0,112041901 1151/105
Histone deacetylase 6 HDACG6 0,112041901 164/ 40
Monoamine oxidase B MAOB 0,112041901 783/ 67
Dopamine D4 receptor DRD4 0,112041901 285/ 172
Dopamine D3 receptor DRD3 0,112041901 232/ 337
Monoamine oxidase A MAOA 0,112041901 377/ 39
Serotonin 2a (5-HT2a) receptor (by homology) HTR2A 0,112041901 423/ 232
Dopamine D1 receptor DRD1 0,112041901 148/ 71
Tyrosine-protein kinase JAK3 JAK3 0,112041901 474/ 0
Tyrosine-protein kinase JAK1 JAK1 0,112041901 401/ 0
Estrogen receptor beta ESR2 0,112041901 150/ 19
Tyrosine-protein kinase SYK SYK 0,112041901 459/ 1
Phosphodiesterase 9A PDE9A 0,112041901 45/ 0
Serotonin 2b (5-HT2b) receptor HTR2B 0,112041901 114/ 105
Norepinephrine transporter SLC6A2 0,112041901 35/ 166
CREB-binding protein/p53 CREBBP 0,112041901 92/ 0
P2X purinoceptor 3 P2RX3 0,112041901 51/ 0
Metabotropic glutamate receptor 1 GRM1 0,112041901 136/ 0
Dopamine D2 receptor DRD2 0,112041901 496/ 598
Mineralocorticoid receptor NR3C2 0,112041901 188/ 0

Fonte: obtido do servidor Swiss Target Prediction



Tabela 1 (B) - Provaveis alvos de ligacdo de RIP Il obtidos do servidor
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Swiss Target

Prediction
Ativos
conhecidos
Alvo Nome comum  Probabilidade (3D/2D)
Quinone reductase 2 NQO2 0,231637185 70/ 19
Melatonin receptor 1A MTNR1A 0,108770969 440/ 250
Melatonin receptor 1B MTNR1B 0,108770969 401/ 210
Delta opioid receptor OPRD1 0,100578902 113/ 359
Kappa Opioid receptor OPRK1 0,100578902 122/ 173
Mu opioid receptor OPRM1 0,100578902 129/ 323
Dopamine D1 receptor DRD1 0,100578902 165/ 61
Dopamine D2 receptor DRD2 0,100578902 412/ 571
Dopamine D3 receptor DRD3 0,100578902 144/ 295
Avrachidonate 5-lipoxygenase ALOX5 0,100578902 346/ 18
Serotonin 2¢ (5-HT2c) receptor HTR2C 0,100578902 178/ 88
P2X purinoceptor 7 P2RX7 0,100578902 468/ 29
Dopamine D4 receptor DRD4 0,100578902 196/ 160
Sigma opioid receptor SIGMAR1 0,100578902 59/ 273
Arachidonate 12-lipoxygenase ALOX12 0,100578902 28/ 0
Histone deacetylase 6 HDAC6 0,100578902 384/ 24
Protein kinase C (PKC) PRKCZ 0,100578902 26/ 0
Tyrosine-protein kinase SYK SYK 0,100578902 441/ 1
Phospholipase A-2-activating protein PLAA 0,100578902 12/ 0
Vanilloid receptor TRPV1 0,100578902 481/ 59
Estrogen receptor beta ESR2 0,100578902 473/ 16
Monoamine oxidase B MAOB 0,100578902 522/ 52
Estrogen receptor alpha ESR1 0,100578902 482/ 18
Acetylcholinesterase ACHE 0,100578902 236/ 258
Protein kinase C alpha PRKCA 0,100578902 47/ 0
Cannabinoid receptor 2 CNR2 0,100578902 511/ 80
Glutathione S-transferase Al GSTA1 0,100578902 3/ 0
Cytochrome P450 17A1 CYP17Al 0,100578902 107/ 0
Apoptosis regulator Bcl-2 BCL2 0,100578902 42/ 10
Monoamine oxidase A MAOA 0,100578902 281/ 37
Corticotropin releasing factor receptor 1 CRHR1 0,100578902 153/ 0
Beta-adrenergic receptor kinase 2 GRK3 0,100578902 23/ 0

Fonte: obtido do servidor Swiss Target Prediction
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Tabela 2 (A) - Provéaveis alvos de ligacdo de RIP | obtidos do servidor Similarity Ensemble

Approach
Alvo Descricdo P MaxTC
ESRRG Estrogen-related receptor gamma 5,41E-39 0.68
NQO2 Ribosyldihydronicotinamide dehydrogenase [quinone] 1,66E-41 0.64
SIGMAR1  Sigma non-opioid intracellular receptor 1 2,92E-23 0.59
MTNR1B Melatonin receptor type 1B 1,49E-186  0.55
CYP2C19 Cytochrome P450 2C19 1.23e-39 0.55
CYP1A2 Cytochrome P450 1A2 1,08E-27 0.55
CHRM3 Muscarinic acetylcholine receptor M3 1,69E-05 0.54
CHRM1 Muscarinic acetylcholine receptor M1 2,33E-12 0.51
CYP2D6 Cytochrome P450 2D6 2,21E-18 0.50
PPARG Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 1,03E-50 0.49
DRD2 D(2) dopamine receptor 3,18E-32 0.49
MTNR1A Melatonin receptor type 1A 4,30E-205  0.47
HDAC3 Histone deacetylase 3 2,77TE-37 0.47
OPRM1 Mu-type opioid receptor 7,99E-21 0.47
OPRD1 Delta-type opioid receptor 3,67E-18 0.47
NLRP3 NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3 4,47E-18 0.45
GSK3B Glycogen synthase kinase-3 beta 1,72E-15 0.44
ADRB1 Beta-1 adrenergic receptor 1,85E-31 0.43
ADRA1A Alpha-1A adrenergic receptor 5,31E-05 0.43
HSD11B1 Corticosteroid 11-beta-dehydrogenase isozyme 1 4,50E-03 0.42
CASP3 Caspase-3 2,38E-09 0.41
HCAR2 Hydroxycarboxylic acid receptor 2 4,60E-06 0.41
CHRM2 Muscarinic acetylcholine receptor M2 1,17E-03 0.40
CASP7 Caspase-7 9,41E-03 0.40
BCL2A1 Bcl-2-related protein Al 9,32E-08 0.39
NR3C2 Mineralocorticoid receptor 3,73E-05 0.39
MAPK3 Mitogen-activated protein kinase 3 2.73e-07 0.39
P2RX7 P2X purinoceptor 7 1.38e-06 0.38
P2RX4 P2X purinoceptor 4 6,20E-08 0.37
GRIN2B Glutamate receptor ionotropic, NMDA 2B 4,44E-13 0.35
APP Amyloid-beta precursor protein 1,71E-10 0.35
KEAP1 Kelch-like ECH-associated protein 1 2,93E-14 0.34
HRH2 Histamine H2 receptor 6,84E-03 0.33
RELA Transcription factor p65 6,88E-03 0.33

Fonte: servidor Similarity Ensemble Approach
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Tabela 2 (B) - Provaveis alvos de ligacdo de RIP Il obtidos do servidor Similarity Ensemble

Approach
Alvo Descricdo P MaxTC
ESRRG Estrogen-related receptor gamma 3,12E-28 0.68
SLC6A5 Sodium- and chloride-dependent glycine transporter 2 1,75E-54 0.60
CYP2C19 Cytochrome P450 2C19 7,92E-19 0.52
CYP1A2 Cytochrome P450 1A2 2,44E-12 0.52
CYP2D6 Cytochrome P450 2D6 1,28E-10 0.52
CHRM3 Muscarinic acetylcholine receptor M3 7.46e-06 0.49
CYP2C9 Cytochrome P450 2C9 5,19E-16 0.48
NQO2 Ribosyldihydronicotinamide dehydrogenase [quinone] 6,68E-33 0.46
CNR2 Cannabinoid receptor 2 3,71E-16 0.46
CNR1 Cannabinoid receptor 1 1.11e-16 0.46
CHRM1 Muscarinic acetylcholine receptor M1 1,43E-06 0.46
HDAC1 Histone deacetylase 1 2,32E-25 0.44
GSK3B Glycogen synthase kinase-3 beta 3.73e-14 0.44
SIGMAR1  Sigma non-opioid intracellular receptor 1 3,38E-09 0.44
DRD2 D(2) dopamine receptor 2,16E-15 0.43
BCL2A1 Bcl-2-related protein Al 3,01E-09 0.43
P2RX7 P2X purinoceptor 7 3.82e-08 0.43
MTNR1A Melatonin receptor type 1A 1,13E-166 0.42
MTNR1B Melatonin receptor type 1B 5,45E-147 0.42
NLRP3 NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3 5,36E-15 0.42
HCAR2 Hydroxycarboxylic acid receptor 2 1,89E-12 0.42
HTR2C 5-hydroxytryptamine receptor 2C 3,71E-03 0.41
MCHR1 Melanin-concentrating hormone receptor 1 2.22e-16 0.39
PPARG Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 3,11E-12 0.39
OPRM1 Mu-type opioid receptor 1,68E-04 0.39
OPRD1 Delta-type opioid receptor 2,52E-04 0.39
CASP3 Caspase-3 4,23E-03 0.39
ADRB1 Beta-1 adrenergic receptor 6,55E-29 0.38
HDAC3 Histone deacetylase 3 4,32E-19 0.38
P2RX4 P2X purinoceptor 4 3,52E-07 0.35
HTR2A 5-hydroxytryptamine receptor 2A 4,26E-04 0.34
HTR1A 5-hydroxytryptamine receptor 1A 3,85E-03 0.34
RELA Transcription factor p65 9,76E-03 0.31
KEAP1 Kelch-like ECH-associated protein 1 1.78e-12 0.30

Fonte: servidor Similarity Ensemble Approach
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Dentre os alvos preditos, foi realizada uma andlise critica para selecionar quais
proteinas tém relevancia para o presente estudo, direcionando a escolha aquelas proteinas que
tém, como base na literatura, papel importante em mecanismos neuroinflamatorios. A via
P2X7 — NLRP3 — IL-1p tem sido amplamente investigada e relacionada aos mecanismos
envolvidos em transtornos de humor, o que motivou a investigacdo dessa via como alvo de
RIP | e RIP Il. Portanto, foi avaliada a interacdo dessas moléculas com as proteinas NLRP3,
ASC e P2X7.

5.3.2 Célculos de Docking molecular

5.3.2.1 Interacdo de RIP | e RIP Il com a proteina NLRP3

A Tabela 3 apresenta os parametros de interacdo para RIP | e RIP Il com a proteina
NLRP3. As energias livres de ligacdo para ambas as moléculas foram bem semelhantes (RIP
I: -7.7 Kcal/mol e RIP II: -7.6 Kcal/mol), porém o valor de RMSD para RIP | foi menor que
para RIP Il (0.189 e 1.096, respectivamente), embora ambos sejam menor que 2.0, valor

desejavel, indicando que séo interacfes provaveis.

Tabela 3 — Lista de parametros e pontuacgdo gerados a partir de encaixe molecular da interacdo
entre a proteina NLRP3 e RIP | ou RIP 1.

Ligante Energia de ligagdo RMSD
RIP I -7.7 Kcal/mol 0.189
RIP I -7.6 Kcal/mol 1.096

Foram analisados também a categoria das interacGes intermoleculares, a distancia
entre as ligagdes e os aminoacidos envolvidos. A Tabela 4 mostra que RIP | interagiu com 0s
aminoacidos Arg335 por ligagdo de hidrogénio e com Phe255, 11e285, Leu270, 11285 e
Arg335 por interacBes hidrofobicas. RIP Il interagiu com o aminoacido Arg335 por ligagédo
de hidrogénio e com Phe297 por ligacao hidrofobica do tipo empilhamento-Pi, a qual refere-
se a interacdo entre anéis aromaticos, alem de Phe255, 11e285, Leu270, 11285 por interacdes
hidrofébicas (Figura 22).



Tabela 4 - InteracOes de hidrogénio e hidrofébicas entre RIP | e RIP 1l e a proteina NLRP3

Ligante LigacOes de Distancia Interacdes Distancia
hidrogénio hidrofobicas
RIP | ARG 335 3,35309 PHE 255 3,81066
PHE 297 3,74931
PHE 297 5,79022
ILE 285 4,42919
PHE 297 5,29742
LEU 270 5,207
ILE 285 5,09969
ARG 335 5,1472
RIP 11 ARG 335 3,14335 PHE 255 3,79455
ARG 335 3,18993 PHE 297 3,8982
PHE 297 5,77909
ILE 285 4,54615
PHE 297 5,23819
LEU 270 5,28507
ILE 285 5,01707

ARG 335 4,51872



Figura 22 — Complexo RIP I e RIP 11 e proteina NLRP3 (Esquemas em 3D e 2D)
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Fonte: Discovery Studio Visualizer 2020

5.3.2.2 Interagdo de RIP 1 e RIP Il com a proteina ASC
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Sabe-se que a ativacdo do inflamassoma NLRP3 requer a interacdo, mediada por ASC,

da proteina sensora NLRP3 com caspase-1. ASC interage com a proteina NLRP3 através de

seu dominio de pirina (PYD) e recruta enzimas caspase através de seu dominio de ativacao e

recrutamento de caspase (CARD). Portanto, foi realizada também a investigacdo da ligacdo de

RIP 1 com a proteina ASC.

Ao avaliar a interagdo de RIP | e RIP 1 (Figura 23) com ASC, a energia de ligacéo foi

-6.0 e -6.1 Kcal/mol, respectivamente, apresentando interacdo com o residuo Serl195, por

ligacdo de hidrogénio, um importante residuo ativo. RIP Il apresentou mais duas ligacfes de

hidrogénio com os residuos His118 e Leul92 (Tabelas 5 e 6).
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Tabela 5 — Lista de parametros e pontuacgdo gerados a partir de encaixe molecular da interacéo
entre a proteina ASC e RIP 1 ou RIP 11.

Ligante Energia de ligacéo RMSD
RIP | -6.0 Kcal/mol 0.690
RIP I -6.1 Kcal/mol 1.422

Tabela 6 - Interacdes de hidrogénio e hidrofébicas entre a proteina ASC e RIP | ou RIP 11

Ligante Ligagdes de Distancia Interagdes Distancia
hidrogénio hidrofébicas

RIP I SER 195 2,63249 HIS 118 4,27082
PHE 114 5,31029
ALA 121 3,80342
LEU 192 5,48067
RIP 11 HIS 118 2,55325 HIS 118 3,90419
SER 195 2,05424 ALA 121 3,98328

LEU 192 2,36174
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Figura 23 — Complexo RIP | e RIP 1l e proteina ASC (Esquemas em 3D e 2D)
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5.3.2.3 Interacdo de RIP I e RIP 1l com a proteina P2X7

A liberacdo de IL-1p pela microglia via ativagao do inflamassoma NLRP3, pode ter a
participacdo de P2X7, um receptor purinérgico ativado por ATP presente em diversas células,
incluindo a membrana microglial. Desse modo, a fim de investigar 0 mecanismo anti-
neuroinflamatorio de RIP I e RIP Il em concomitancia com o possivel bloqueio de P2X7, os
calculos de docking molecular foram realizados também para este alvo proteico.

Como representado nas Tabelas 7 e 8, as interacOes entre RIP | e RIP Il e P2X7,
apresentaram energia de ligacdo de -7.1 e -7.0 Kcal/mol, respectivamente. RIP | apresentou
interacdo com ligacdo de hidrogénio no residuo Serl01, enquanto RIP Il com ligagcdo de
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hidrogénio nos residuos Lys110 e Glul112. A Figura 24 mostram os complexos formados entre

as moléculas e a proteina P2X7.

Tabela 7 - Lista de parametros e pontuacdo gerados a partir de encaixe molecular da interacao
entre a proteina P2X7 e RIP 1 ou RIP Il

Ligante Energia de ligacéo RMSD
RIP I -7.1 Kcal/mol 0.141
RIP I -7.0 Kcal/mol 0.151

Tabela 8 - InteracBes de hidrogénio e hidrofobicas entre a proteina P2X7 e RIP 1 ou RIP 11

Ligante LigacOes de Distancia Interacdes Distancia
hidrogénio hidrofdobicas
RIP | SER 101 3,706 PHE 103 4,86988
TYR 295 3,69719
ARG 316 4,45876
ILE 310 5,35802
VAL 312 5,45197
RIP I LYS 110 2,75868 ILE 75 3,48027
GLU 112 3,6387 VAL 84 3,45371
LYS 110 4,18869 ILE 109 3,89115
PHE 88 5,0019

PRO 177 5,34785
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Figura 24 — Complexo RIP I e RIP 1l e proteina P2X7 (Esquemas em 3D e 2D)
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5.3.3 Predic@o Farmacocinética

As predicbes de ADME in silico foram realizadas para avaliar os perfis
farmacocinéticos de RIP | e RIP Il e os resultados sdo mostrados na Tabela 9, 10 e 11. De
acordo com a regra dos 5 de Lipinsk, ambas RIP | e RIP Il apresentam boa disponibilidade
oral, pois ndo violaram nenhuma das regras. Além disso, o valor de LogS mostra que ambos
0s compostos sao sollveis em agua (LogS entre -4 e -2), uma caracteristica fundamental para
uma biodisponibilidade apropriada.
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Tabela 9 — Regra dos 5 de Lipinski para RIP | e RIP Il avaliada no servidor Swiss ADME

Peso iLog Doadores de Aceptores de Violacdes de
Molecular P Hidrogénio Hidrogénio Lipinski
RIP | 255,31 g/mol 2,83 1 2 0
RIP I 271,31 g/mol 2,47 2 3 0

Tabela 10 — Propriedades fisico-quimicas de RIP | e RIP Il avaliadas no servidor Swiss
ADME

Log S Log S (Ali) Log S NUmero de TPSA
(ESOL) (SILICOS) rotacoes
RIP I -3.47 (S) -3.60 (S) -5.86 (MS) 6 38.33 A2
RIP I -3.66 (S) -4.23(MS)  -5.28 (MS) 6 58.56 A2

TPSA: Tensdo em area de superficie polar; S: solivel, MS: moderadamente soltvel

Tabela 11 — Propriedades ADME para RIP | e RIP Il avaliadas no servidor Swiss ADME

Absorc¢ao Permeabilidade Substrato Inibidor CYP
Gl BHE CPP a2 ac19 209 206 3Ad
RIP | Alta Sim Nao Sim Sim N&o Sim Néo
RIP I Alta Sim Nao Sim Nado N& Sim Néo

As moléculas também foram analisadas utilizando-se o grafico de correlagédo
Bioavailability Radar, o qual apresenta a correlacdo entre tamanho da molécula,

flexibilidade, solubilidade, lipofilicidade, saturacdo e polaridade (Gréafico 3-A e B):
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Gréfico 3 — Radar de biobisponibilidade de RIP | (A) e RIP 1l (B)

A B
LIPO LIPO
FLEX SIZE FLEX SIZE
INSATU POLAR INSATU POLAR
RCld INSOLU

Legenda: a area rosa representa as condi¢fes excelentes para biodisponibilidade na administracdo por via oral.
LIPO: lipofilicidade (XLOGP3 entre — 0.7 ¢ + 5.0), SIZE: tamanho (peso molecular entre 150 e 500 g/mol),
POLAR: polaridade (TPSA entre 20 e 130 A2). INSOLU: solubilidade (log S <6), INSATU: saturacéo (fragio
de carbonos na hibridizagdo sp3 > 0.25) FLEX: flexibilidade (< 9 ligagdes rotativas) (DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2017).

Quanto a interacdo com a p-glicoproteina, ambas as moléculas ndo se mostraram
substratos para tal. A associacdo de uma molécula com p-gp como substrato pode interferir na
sua acdo. A probabilidade de penetracdo cerebral e absorcdo passiva no trato gastrointestinal
para as duas moléculas pode ser representada no Grafico 4 do tipo BOILED-Egg, o qual

avalia os parametros descritos em funcéo da posi¢do das moléculas no WLogP-vs-TPSA.
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Grafico 4 — Correlacdo entre WLogP e TPSA, na forma de BOILED-Egg, para RIP I e RIP 11

RIBH

EHE acl O pcP+ O pGP-

Legenda: BHE — moléculas na area amarela do gréafico sdo capazes de cruzar a barreira hematoencefalica; AGI —
moléculas absorvidas passivamente pelo trato gastrintestinal, p-GP+: moléculas que se associam com

glicoproteina P; p-GP-: moléculas que ndo se associam com glicoproteina-P.
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6 DISCUSSAO

A depressdo tem sido associada ao estresse nos altimos anos, como resultado de
inlmeras pesquisas que mostram a relacdo entre eventos estressores e 0 surgimento de
sintomas depressivos, em decorréncia de alteracbes epigenéticas (PARK et al., 2019;
TORRES-BERRIO et al. 2019; YANG et al., 2015). O estresse cronico, relacionado a
perturbacdo da homeostasia, induz uma série de alteracGes, dentre as quais, a disfuncéo do
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA), a alteracdo neurobiolégica mais comum em
pacientes depressivos, manifesta em cerca de 70% destes (HOLSBOER, 2000; YANG et al.,
2015).

Os modelos animais constituem uma util ferramenta para a investigacdo da
neurobiologia de transtornos mentais, como a depressdo associada ao estresse. Dentre esses
modelos, o Estresse Cronico Imprevisivel (ECI) tem sido largamente utilizado, por enfatizar o
papel do estresse na depressédo. Neste modelo, os animais desenvolvem gradualmente um
comportamento depressivo-simile devido a sequéncia imprevisivel de exposicdo aos
estressores, resultado de alteracbes neurobiologicas semelhantes aquelas observadas em
pacientes depressivos, como disfungdo do eixo HHA, desregulacdo nos niveis de citocinas e
aumento da peroxidacéo lipidica (FARIA et al., 2014; SONG et al., 2019; XUE et al., 2015).

No presente trabalho foi possivel observar o desenvolvimento de comportamento tipo-
depressivo nos animais submetidos ao ECI, evidenciado primariamente pela realizacdo de
testes comportamentais. Esse resultado mostra a eficacia do modelo, quando realizado durante
28 dias, como também demonstrado em estudos anteriores (DE SOUZA et al., 2022; GUPTA,
RADHAKRISHNAN; KURHE, 2014)

Considerando a realizacdo de testes comportamentais, o teste do nado forcado é
descrito como padrdo ouro para investigacdo da atividade antidepressiva de drogas. Esse teste
baseia-se no pressuposto de que a imobilidade representa uma medida de desespero
comportamental, sendo considerada uma incapacidade ou relutancia em manter o esforco. O
aumento do comportamento passivo, como a imobilidade, e a diminuicdo do comportamento
ativo, como o nado e a escalada, séo indicativos de comportamentos tipo-depressivos
(LUCKI, 1997; PORSOLT et al., 1977).

Estudos anteriores, utilizando modelos agudo e crénico de estresse por administracdo
repetida de corticosterona, ja demonstraram a capacidade de RIP | e RIP Il de diminuir o
tempo de imobilidade no teste do nado forgcado, 0 que comprova sua atividade antidepressiva
(DE SOUSA et al., 2014a; LOPES et al., 2018; MAIA OLIVEIRA et al., 2021; TEIXEIRA et
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al., 2013). No entanto, apds exposicdo a fatores estressores variados e imprevisiveis, como
ocorre no ECI, diversos circuitos cerebrais podem ser afetados (NOLLET, 2021). No presente
estudo, RIP I e RIP Il apresentaram a capacidade de reverter o comportamento similar ao
desespero, interpretado como depressivo-simile, causado pelo ECI. Estes resultados
confirmam que o efeito antidepressivo-simile de RIP | e RIP Il é detectado tanto ap6s uma
administracdo repetida de corticosterona, em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa,
como apos exposicdo a estimulos diferentes e imprevisiveis.

A anedonia é frequentemente relatada em pacientes depressivos, caracterizada pela
capacidade reduzida de experimentar prazer a partir de recompensas naturais. Por ser um dos
sintomas mais dificeis de tratar, muitos esforgos tém sido empenhados no desenvolvimento de
novos farmacos, visto que cerca de 37% dos pacientes tratados com antidepressivos
convencionais ndo apresenta resposta adequada (PATEL, 2016; TREADWAY; ZALD, 2011).

Embora seja dificil desenvolver e avaliar em animais a caracteristica de anedonia, foi
possivel, com o conhecimento da neurobiologia da depressdo, desenvolver testes
comportamentais que indiquem a presenca de comportamento aneddnico nos animais. O teste
de preferéncia por sacarose tem sido um dos mais utilizados, baseando-se na escolha entre
dois liquidos, pois sabe-se que naturalmente os roedores consomem, com mais avidez,
solucBes doces, em detrimento de agua. No entanto, ja descrito na literatura que esses
animais, quando submetidos a modelos de depressdo induzidos por estresse, tém essa
preferéncia natural por solucdes acucaradas diminuida (LIU et al., 2018).

No presente estudo, RIP | e RIP Il mostraram-se igualmente capazes de reverter a
diminuicdo da preferéncia por sacarose causada pelo estresse crénico. Por ser um parametro
associado a atividade dopaminérgica, este resultado corrobora estudos realizados
anteriormente, nos quais sugere-se a atividade de RIP I e RIP 1l sobre receptores D1 e D2
dopaminérgicos (DE SOUSA et al., 2014a; TEIXEIRA et al., 2013). Este é um achado
relevante, considerando que a anedonia permanece como um sintoma dificil de tratar com
antidepressivos disponiveis e a presenca de sintomas anedonicos prediz uma baixa resposta ao
tratamento em geral (TREADWAY; ZALD, 2011).

Vale salientar que a anedonia também estd relacionada ao comportamento social
comprometido, classicamente observado em pacientes deprimidos, caracterizando um
importante prejuizo na qualidade de vida (LLERENA et al., 2012; VINCKIER; GOURION;
MOUCHABAC, 2017). Por outro lado, sabe-se que um comprometimento na sociabilidade e
comportamento social desregulado é reconhecido como caracteristica marcante de muitas

desordens psiquitricas, resultando em um risco aumentado para depressdao (GILHOTRA,
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DHINGRA, 2010). Com base nessas consideracOes, neste trabalho, foi realizado o teste de
interacdo social, um dos mais utilizados para avaliar a livre escolha de interagir ou ndo com
outro animal (KAIDANOVICH-BEILIN et al., 2011).

Nossos achados mostram que a exposi¢do ao ECI causou severo comprometimento no
comportamento social, como também foi demonstrado por outros autores (CHAI et al., 2019;
SANDI; HALLER, 2015). O tratamento com RIP | ou RIP Il foi capaz de reverter esse
prejuizo, de maneira marcante, mostrando um potencial importante, visto que o déficit social
em pacientes depressivos pode persistir mesmo apds remissdao dos sintomas afetivos,
prejudicando a qualidade de vida do individuo e favorecendo a ocorréncia de novos quadros
depressivos (GILHOTRA; DHINGRA, 2010; VINCKIER; GOURION; MOUCHABAC,
2017). Atualmente, sabe-se que a depressdo envolve uma integracao de fatores, dentro de um
modelo biopsicossocial, assim, faz-se necessario que um antidepressivo disponivel seja capaz,
além de tratar sintomas afetivos, de influenciar positivamente a inser¢éo social.

Evidéncias cientificas mostram que o comprometimento social nos animais parece
estar relacionado a disfuncdo no eixo HHA, que resulta em altos niveis de corticosterona,
horménio semelhante ao cortisol em humanos (BARIK et al., 2013; SANDI; HALLER,
2015). Em estudos anteriores, RIP | e RIP 1l também apresentaram efeito antidepressivo em
modelo de depressdo induzida por administracdo crénica de corticosterona, corroborando para
demonstrar sua capacidade de reverter os comportamentos alterados pela disfuncdo do eixo
HHA, apontando uma perspectiva terapéutica (LOPES et al., 2018; MAIA OLIVEIRA et al.,
2021).

Na pratica clinica, € comum a presenca concomitante de um transtorno depressivo e
sintomas de ansiedade proeminentes, em cerca de 70% dos individuos, os quais podem
apresentar maior disfuncdo social, gravidade dos sintomas depressivos e risco aumentado de
suicidio. Além disso, a comorbidade pode ser um fator complicador, com maior propenséao a
resisténcia ao tratamento padrdo com antidepressivos (FAVA et al., 2008; GARBER,;
WEERSING, 2010; OUDE VOSHAAR et al., 2016; WU et al., 2013). Em vista disso, 0
potencial das riparinas I e 1l em sintomas ansiedade-simile foi investigado.

Para a investigacdo de atividade ansiolitica/ansiogénica de drogas, testes
comportamentais ndo clinicos tém sido Uteis. No teste do campo aberto, o parametro de
rearing tem sido utilizado para avaliar ansiedade, embora ainda haja, na literatura,
discordancia sobre a relacdo direta dessa avaliacdo. Esse parametro, caracterizado por um
movimento de exploracdo vertical, parece estar aumentado em animais em estado ansiedade-
simile (ENNACEUR, 2014; SEIBENHENER; WOOTEN, 2015). Como demostrado neste
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trabalho, o ECI aumentou significativamente o parametro rearing no teste do campo aberto,
provocando um comportamento semelhante a ansiedade, como descrito anteriormente por
alguns autores (DE SOUZA et al.,, 2022; LU et al, 2018) e RIP | reverteu esse
comportamento.

Embora esse Unico parametro isoladamente ndo possa confirmar a atividade
ansiolitica, esse resultado corrobora estudos ja realizados pelo nosso grupo, com teste de
labirinto em cruz elevado e placa perfurada em modelo agudo e cronico, nos quais RIP |
apresentou atividade ansiolitica (DE SOUSA et al., 2005; MAIA OLIVEIRA et al., 2021).
Quanto ao parametro nimero de groomings, encontra-se resultados diversos na literatura, mas
muitos autores concordam que o estresse é capaz de aumentar 0 niUmero de groomings como
uma caracteristica ansiogénica (PAPALEO et al., 2011; SHMELKOQV et al., 2010). Embora
seja um parametro relacionado a atividade dopaminérgica, sobre a qual RIP | e RIP Il parecem
ter efeito (DE SOUSA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2013), no nosso trabalho, ndo houve
diferenga entre 0s grupos.

Quanto a atividade locomotora, esta também ndo foi alterada em nenhuma das
condicdes, mostrando que RIP I, RIP Il e FLU ndo alteraram a capacidade de locomocédo dos
animais. Esse parametro encontra resultados diversos na literatura. Alguns estudos apresentam
diminuigéo da atividade locomotora em animais expostos ao ECI (DE SOUSA et al., 2022),
enquanto outros ndo encontram alteracdo (DE SOUZA et al., 2022). A observagao desse
parametro foi de grande importancia, visto que, pode-se inferir a respeito da influéncia das
drogas utilizadas sobre o nivel de excitabilidade do SNC. Segundo a literatura, a diminuicao
da atividade locomotora espontéanea pode estar relacionada a sedacgdo resultante da depressao
do SNC, enquanto o aumento desse parametro pode estar associado a um efeito
psicoestimulante (PRUT; BELZUNG, 2003). O resultado obtido exclui a possibilidade de que,
nos testes em que se utiliza como parametro o tempo de imobilidade, por exemplo, 0s animais
estejam respondendo devido a uma agao sedativa ou estimulante das drogas.

Além das alteracbes emocionais, séo comuns as disfuncdes cognitivas em pacientes
depressivos, sendo estas muito mais duradouras, podendo permanecer mesmo nos periodos de
remissdo (MCINTYRE et al., 2013; PAN et al., 2019; WANG et al., 2019). Os sintomas
cognitivos demonstraram predizer desfechos clinicos em termos de curso da doenca e taxas de
resposta e remissdo, bem como progndésticos dos pacientes para restaurar o funcionamento
social e ocupacional (WANG et al., 2019). Dentre as alteragbes cognitivas, o0
comprometimento de meméria é altamente preditivo de resultados funcionais e se
correlaciona com a cronicidade da doenca (KWAK; YANG; KOO, 2016).
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Em estudos com animais, o teste de reconhecimento do objeto novo é uma ferramenta
uatil para avaliar memdria episodica, o qual permite observar o comportamento do animal
guando exposto a um objeto novo e um objeto familiar. A caracteristica natural do animal é
gastar mais tempo explorando o objeto novo do que o familiar (ENNACEUR, 2010). Além da
memoria episddica, a memoria de trabalho espacial também pode ser avaliada em animais,
por meio do labirinto em Y, no qual os animais tendem a utilizar locais especificos do aparato
para se localizar (SARTER; BODEWITZ; STEPHENS, 1988). A memoria de trabalho
espacial esta essencialmente relacionada a acao direcionada a um objetivo, o qual inclui a
localizag&o de um recurso, de uma ameaca ou de si mesmo em um ambiente dinamico, sendo
requeridas, para tal, representacOes de caracteristicas espaciais (SPELLMAN et al., 2015).

Dentre as areas cerebrais envolvidas nos processos cognitivos, o hipocampo esta
essencialmente relacionado aos processos de aprendizado e memoria, além de prazer e
recompensa, e parece haver uma participagdo conjunta do cortex pré-frontal medial e do
hipocampo na execucdo bem-sucedida de tarefas que requerem memoria de trabalho espacial
(COLCIAGO et al., 2015; SPELLMAN et al., 2015).

A exposicdo cronica ao estresse € relacionada a danos no aprendizado e memoria, em
decorréncia da disfuncéo do eixo HHA, levando a altas concentragdes de glicocorticoides em
regides cerebrais. Os receptores de glicocorticoides estdo presentes em grande densidade no
hipocampo, tornando essa area mais suscetivel aos danos causados por altos niveis de cortisol
(COLCIAGO et al., 2015).

No presente trabalho, a exposicdo ao estresse crénico causou um dano significativo
nas respostas cognitivas avaliadas nos animais. De fato, alguns estudos ndo-clinicos e clinicos
mostram a associacdo entre 0 estresse cronico e dano neuronal e apoptose que cursa com
reducdo do volume de areas cerebrais como hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal, além
de reducdo de proteinas sinalizadoras importantes no hipocampo (ALKADHI; TRAN, 2015;
FAROOQI et al., 2018).

Além disso, por serem o aprendizado e a memoria elementos relacionados a
plasticidade do SNC, alteragfes na capacidade de desenvolvimento e preservagao neuronal
mediada por fatores neurotréficos, pode ser um dos fatores relacionados aos danos cognitivos
apresentados nos quadros de depressdo (ORTIZ et al., 2014).

RIP I e RIP Il foram capazes de melhorar as respostas dos animais as avaliacdes
cognitivas. De fato, em estudos anteriores ficou comprovada a capacidade de RIP | e RIP 1l

aumentarem os niveis de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo de
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animais submetidos ao estresse induzido por administracdo repetida de corticosterona
(LOPES et al., 2018; MAIA OLIVEIRA et al., 2021).

Diante da necessidade de tratamentos satisfatérios para os déficits cognitivos que
usualmente acompanham os estados depressivos, configura-se um desafio constante para a
pesquisa em psicofarmacologia o desenvolvimento de drogas que apresentem boa resposta
para ambos os déficits.

Ainda ha uma baixa resposta aos antidepressivos disponiveis quanto aos danos
cognitivos comumente presentes na depressdo. Um estudo prospectivo com 598 pacientes
mostrou que os sintomas cognitivos, ainda que reduzidos, continuaram presentes em um tergo
dos pacientes, mesmo ap6s 0 sexto més de tratamento com antidepressivos (WANG et al.,
2019). Esse resultado ja era esperado visto que em outros estudos, as classes de
antidepressivos utilizados nao apresentaram evidéncia de melhorar a performance cognitiva,
visto que esta ndo parece depender da melhora dos sintomas afetivos, como indicado pela
comum apresentacdo de sintomas cognitivos residuais mesmo em pacientes em remissao dos
sintomas depressivos (BAUNE; BRIGNONE; LARSEN, 2018; ROSENBLAT; KAKAR;
MCINTYRE, 2016; WANG et al., 2019).

Torna-se clara, portanto, a perspectiva futura da utilizacdo de RIP I e RIP Il em
pesquisas clinicas, visto que sua atividade antidepressiva se mostrou acompanhada de efeitos
benéficos também sobre os comportamentos relativos a anedonia, interacdo social e
desempenho cognitivo.

A depressdo cursa, além das alteracbes comportamentais, com alteracdes
neuroquimicas correspondentes aos diversos mecanismos fisiopatoldgicos e areas cerebrais
envolvidas. Dentre 0s mecanismos descritos para explicar as alteragdes comportamentais, a
hiptese neuroinflamatoria tem sido expandida nos Gltimos anos, em vista das lacunas
deixadas pela conhecida hipotese monoaminérgica, na qual se baseia a maioria dos
medicamentos atualmente disponiveis para o tratamento da depressdo. Mecanismos
envolvidos na hiperativagdo neuroimune estdo relacionados ao surgimento de alteracdes
comportamentais afetivas e cognitivas, apontando para um papel essencial de células gliais,
principalmente astrdcitos e micréglia (LENG et al., 2018; TROUBAT et al., 2021; YIRMIYA,
GOSHEN, 2011).

Os astrdcitos, sendo as mais numerosas e versateis células gliais, sdo cruciais para o
ambiente neuronal, exercendo fungéo de regulacdo no metabolismo da glicose, captacéo de
neurotransmissores, desenvolvimento sindptico e maturagdo da barreira hematoencefélica
(RAJKOWSKA; STOCKMEIER, 2013).
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A disfuncéo astrocitica tem sido largamente implicada na patogénese da depresséo
(RAJKOWSKA; STOCKMEIER, 2013; SANACORA; BANASR, 2013; WANG et al.,
2017b). Como o mais abundante tipo celular no céerebro, os astrocitos exercem um papel
central na regulacdo da neuroinflamacéo, envolvendo atividade proeminente relacionada ao
NF-kB. A hiperativacdo de NF-kB leva a producdo de citocinas pré-inflamatorias, como IL-
1B, que também tem um papel chave na manifestacéo dos sintomas depressivos (CAVIEDES
etal., 2017; FARINA; ALOISI; MEINL, 2007; LENG et al., 2018).

Estudos de contagem celular em humanos pos-morte, relatam diminuicdo da densidade
ou nimero de células gliais no cérebro de pacientes diagnosticados com transtorno depressivo
maior (BOWLEY et al., 2002; GITTINS; HARRISON, 2011; ONGUR; DREVETS; PRICE,
1998). Além disso, a proteina glial fibrilar acida (GFAP), um importante marcador de
astrocitos, mostrou-se significativamente diminuida em regides cerebrais de individuos jovens
com depressdo. No entanto, em pacientes mais velhos, GFAP mostrou-se aumentada, o que
pode refletir uma reacdo compensatdria ao dano neuronal relatado nesses pacientes (COBB et
al., 2016; RAJKOWSKA; STOCKMEIER, 2013).

Quanto aos achados néo clinicos, estudos mostraram que diferentes tipos de estresse
causam reducdo da imunorreatividade de GFAP em regides corticais, no hipocampo e na
amigdala (ARAYA-CALLIS et al., 2012). Banasr et al. (2010) relataram a diminuicio de
GFAP mRNA no cortex pré-frontal de ratos submetidos a estresse cronico moderado.
Ademais, Rajkowska e Stockmeier (2013) sugerem que niveis elevados de glicocorticoides,
diminuem significativamente a expressao de mMRNA para GFAP, com reduc¢éo da densidade de
astrdcitos na depressdo. Em consequéncia, ha um acimulo de glutamato extracelular, em vista
do reduzido ndmero de transportadores EAAT1 e EAAT2 (do inglés, Excitatory Amino Acid
Transporters) localizados nos astrocitos, o qual pode ser tdxico para neurdnios GABA
(BANASR et al., 2010; HAROON; MILLER; SANACORA, 2017).

No nosso estudo, o ECI causou uma consideravel diminui¢cdo na marcacdo de GFAP
nas trés areas hipocampais avaliadas, resultado consoante ao encontrado na literatura
(AYUOB et al., 2017; LI et al., 2020b, 2013; YAO et al., 2021). RIP | foi capaz de reverter
esse dano no CA1l e giro denteado. Esse € um achado promissor, visto que as alteracBes
comportamentais advindas de estresse cronico em animais tém sido associadas a diminuicéo
de GFAP e alguns antidepressivos ndo previnem esse efeito (ARAYA-CALLIS et al., 2012).
RIP 1, no entanto, pode estar apresentando seus efeitos antidepressivos por meio de

modulacdo na fungdo astrocitica.
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Adicionalmente aos astrdcitos, a microglia é outro tipo de célula residente no SNC,
com fungdes imunoldgicas semelhantes as dos macréfagos periféricos. Em situacGes
fisioldgicas, a microglia permanece no estado de vigilancia (HAROON; MILLER;
SANACORA, 2017), e estd envolvida no controle de processos como sinaptogénese e
neurogénese, por meio da liberacdo de substancias bioativas, incluindo citocinas, fatores
neurotroficos, quimiocinas e neurotransmissores. No entanto, em situacdes de perturbagdo na
homeostase, a micrdglia passa para um fenoétipo ativado, resultando em resposta inflamatéria
e eliminacdo de patdgenos e células lesadas. Em doencas neurodegenerativas, a microglia
induz secrecdo anormal de substancias tdéxicas, como espécies reativas de oxigénio e
citocinas, resultando em dano as sinapses (CHAVES-FILHO et al., 2019)

As células microgliais estdo em alta densidade no hipocampo, principalmente na
regido CAL; sua ativacdo pode ser originada pelo estresse e parece estar implicada na
fisiopatologia da depressdo e outras doencas psiquiatricas relacionadas ao estresse. Varios
estudos em humanos sugerem um papel da microglia na depressdo, incluindo estudos pos-
morte por suicidio, mostrando um aumento na microglia ativada. Essa ativacdo foi
demonstrada em areas como o cortex pre-frontal e cdrtex cingulado anterior durante episodios
graves do transtorno, e é positivamente correlacionada com a gravidade do episddio
(SETIAWAN et al., 2015; STEINER et al., 2008; YIRMIYA; RIMMERMAN; RESHEF,
2015).

Além dos achados clinicos, muitos estudos com modelos animais tém apresentado
ativacdo microglial em resposta ao estresse crénico, principalmente no hipocampo,
acompanhada de reducgdo da neurogénese e manifestacdo de comportamento depressivo-simile
(BASSETT et al., 2021; KREISEL et al., 2014; TONG et al., 2017; TYNAN et al., 2010).
Esse fendmeno foi observado em nosso estudo, no qual as areas hipocampais GD, CA1 e CA3
apresentaram intensa ativacdo microglial apds exposicdo ao ECI, avaliada por meio do
marcador de microglia Iba-1, e RIP | e RIP Il apresentaram a capacidade de reduzir essa
condicdo. Essa alteracdo também foi refletida no comportamento tipo depressivo dos animais.

A ativagdo microglial € comumente explicada em termos de dois estados: os fenotipos
M1 e M2, os quais estdo associados fenomenologicamente com lesdo e homeostase,
respectivamente. Quando classicamente ativada, a microglia libera substancias pro-
inflamatdrias, como as citocinas IL-1B, TNF, IL-6, IL-12, IFN-y ¢ a quimiocina CCL2, e
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (DUBOVICKY et al., 2014; HAROON; MILLER;
SANACORA, 2017; SUBRAMANIAM; FEDEROFF, 2017). Extensivo nimero de estudos

apontam a depressdo como uma doenca inflamatéria e crescentes evidéncias sugerem que a
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persistente ativacdo microglial tem um papel importante na fisiopatologia inflamatoria da
depressdo, visto que elevados niveis de citocinas pré-inflamatérias podem contribuir para o
desenvolvimento e manutencdo da depressdo (MILLER; RAISON, 2016; TROUBAT et al.,
2021; YIRMIYA; RIMMERMAN; RESHEF, 2015).

De fato, pacientes depressivos apresentam niveis elevados de citocinas pro-
inflamatorias no sangue periférico e fluido cerebroespinhal, como IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y e
TNF-0, 0s quais sdo capazes de alcancar o ambiente cerebral e podem interagir com muitos
circuitos fisiopatoldgicos que caracterizam a depressao, como metabolismo de
neurotransmissores e plasticidade sindptica, ocasionando alteracbes comportamentais
(DOWLATI et al., 2010; DUBOVICKY et al., 2014; ENACHE; PARIANTE; MONDELLI,
2019).

Do mesmo modo, estudos ndo clinicos revelam que a exposicao a estresse de diversos
tipos aumenta os niveis de citocinas pré-inflamatorias em éareas cerebrais como o hipocampo e
o0 cortex pré-frontal (CHAVES et al., 2020; DE SOUZA et al., 2022; MALLMANN et al.,
2021; ZHANG et al., 2019). As alteracbes comportamentais induzidas por citocinas estdo
associadas principalmente a alteragcbes no metabolismo de neurotransmissores, como
serotonina, noradrenalina e dopamina em &reas cerebrais relacionadas a regulacdo das
emocdes e recompensa, como o sistema limbico. Citocinas pro-inflamatérias podem levar a
reducdo da sintese de serotonina e aumento dos niveis de metabolitos neurotdxicos, por meio
da conversdo de triptofano em quinurenina, podendo levar a apoptose neuronal e dano a
células gliais (DUBOVICKY et al., 2014; MAES et al., 2011).

A citocina TNF-a mostrou-se portadora de um importante papel no controle da
transmissdao excitatéria no SNC, em condicbes fisiologicas. TNF-a. é constitutivamente
expressa em baixos niveis no cérebro adulto normal e € importante na plasticidade sinaptica.
O controle da transmissdo excitatoria por TNF-o esté relacionado & coordenacdo da liberacéo
de glutamato dos astrcitos em resposta ao aumento intracelular de Ca?* em um processo
chamado de gliotransmissdo (PROBERT, 2015; SANTELLO; BEZZI; VOLTERRA, 2011;
WANG et al., 2017a).

A neuroprotecdo contra a toxicidade do glutamato mediada por TNF-a pode estar
relacionada a inibicdo de EAAT e a promocdo de sinaptogénese estd relacionada a
estimulacdo da atividade poés-sinaptica de AMPA. No entanto, embora apresente acoes
protetoras em niveis fisioldgicos, durante a ativacdo imune, os niveis de TNF-o podem ser
elevados sobremaneira, levando a ativacéo persistente de NF-kB e neurotoxicidade e também
aumento de estresse oxidativo e nitrosativo (HAROON; MILLER; SANACORA, 2017,
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MAES et al., 2009; SANTELLO; BEZZI; VOLTERRA, 2011). As concentracdes elevadas de
TNF-a também promovem a depressdo hipocampal de longo prazo (do inglés, LTD),
principalmente na area CAL, impactando negativamente nos mecanismos relacionados ao
aprendizado e a memoria (BORTOLATO et al., 2015; BUTLER; O’CONNOR; MOYNAGH,
2004). No contexto clinico, niveis séricos elevados de TNF-o foram associados a auséncia de
resposta ao tratamento com escitalopram (BORTOLATO et al., 2015; ELLER et al., 2008).

No presente trabalho, niveis aumentados de TNF-a foram encontrados no hipocampo
de animais submetidos cronicamente a eventos estressores, em conjunto com alteracGes
comportamentais cognitivas. Os niveis de TNF-a mostraram-se diminuidos ap0s tratamento
com RIP | e RIP Il, e essa atividade necessita de maior investigagdo posterior quanto ao
possivel envolvimento na transmissdo glutamatérgica.

Além de TNF-o, a citocina IL-1p tem sido implicada na patogénese da depressao.
Sendo majoritariamente produzida pela micrdglia, embora essa ndo seja a Unica fonte, em
baixas concentracbes IL-1B exerce importantes fun¢des nas células do SNC, como poda
sinaptica, porém, em niveis elevados, leva a alteracbes imunoldgicas como as caracterizadas
na neuroinflamacdo. Dentre as a¢fes de IL-1p, ap6s ligacdo com seu receptor, estd a inducao
da ativacdo de uma cascata complexa que culmina na ativacéo de fatores de transcricdo, como
NF-kB e subsequente expressao génica (CHAVES-FILHO et al., 2019).

Dentre as funcdes mais estudadas da IL-1p esta a sua relacdo com a formacdo de
memorias. Varias linhas de evidéncia indicam que ela é necessaria para alguns processos de
aprendizagem e memdria, particularmente para a consolidacdo da memoria que depende do
bom funcionamento do hipocampo. Em baixas concentragbes, IL-1p pode facilitar a
potenciacdo a longo prazo (LTP) (CHAVES-FILHO et al., 2019; YIRMIYA; GOSHEN,
2011). Porém, altos niveis dessa citocina prejudicam consistentemente o processo de LTP e
memoria dependentes do hipocampo e 0s processos de plasticidade sinaptica associados,
influenciando negativamente a neurogénese hipocampal, como foi demonstrado em estudos
com animais (GOSHEN et al., 2008; KOO; DUMAN, 2008; VEREKER; O’DONNELL;
LYNCH, 2000). O fator neurotréfico derivado do cérebro (BNDF) ajuda a proteger os
neurdnios de danos causados por infeccdo ou lesdo, e desempenha um papel critico em muitos
dos processos de memodria e plasticidade hipocampal comprometidos pela produgéo
desregulada de IL-1p, no entanto, em situacdes de estresse cronico, essa neurotrofina esta com
niveis diminuidos no hipocampo (LOPES et al., 2018; PATTERSON, 2015).

Em conjunto, essas informagdes apontam para o que foi encontrado no presente

trabalho. O ECI provocou nos animais um aumento nos niveis de IL-1f, provavelmente em
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decorréncia da ativacdo microglial também elevada. Essa desregulagdo foi percebida nas
respostas comportamentais alteradas exibidas pelos animais nos testes de memaria. Ademais,
RIP I e RIP Il reduziram consideravelmente o nivel de IL-1f, mostrando sua capacidade de
diminuir a neuroinflamacdo relacionada ao estresse. Ressalte-se que, como citado, sendo
BDNF importante para a manutencdo de funcbes neuronais e regulagdo dos danos causados
pela exacerbagdo de IL-1p, vale destacar que RIP | e RIP Il foram capazes de elevar os niveis
de BDNF no hipocampo de camundongos submetidos a estresse induzido por administracdo
crénica de corticosterona (LOPES et al., 2018; MAIA OLIVEIRA et al., 2021).

A ativagdo microglial em conjunto com niveis elevados de IL-1B apontam para uma
relacdo existente entre esses dois fatores, visto que a principal fonte de IL-1p cerebral é a
micrdglia, embora ndo seja a Unica. Além disso, a liberacdo dessa citonina pela microglia é,
predominantemente, dependente da ativacdo do inflamassoma NLRP3, podendo em parte, ser
direcionado pela ativacdo do receptor P2X7, um canal idnico ativado por ATP, presente na
microglia. Esse mecanismo P2X7-NLRP3-IL1p tem sido descrito como tendo importante
papel na patogénese de desordens de humor (BHATTACHARYA; JONES, 2018; STOKES;
SPENCER; JENKINS, 2015).

Os dados encontrados no presente trabalho de ativacdo microglial e niveis de IL-1p
aumentados em decorréncia da exposicado ao estresse crénico, bem como a demonstracdo dos
efeitos comportamentais, em conjunto com a descricdo na literatura do papel do mecanismo
P2X7-NLRP3-IL-1p em transtornos de humor motivaram a investigagdo dessa via como alvo
de RIP I e RIP Il. Partindo desse pressuposto, um ensaio in silico de docking molecular foi
utilizado como ferramenta para avaliar a potencial interacdo entre RIP | e RIP 1l e as proteinas
NLRP3, ASC e P2X7.

O inflamassoma NLRP3 é um dos mais importantes mecanismos pro-inflamatérios,
que é regulado por PAMPs (do inglés, pathogen-associated molecular pattern) e DAMPs (do
inglés, damage-associated molecular pattern). Quando ativado, NLRP3 forma oligbmeros e
se liga a uma proteina acessoria chamada ASC. Ambos entdo se ligam a pro-caspase-1, a qual
é clivada em sua forma ativa, a caspase-1. Esta converte a pré-interleucina-1 em
interleucina-13 (IL-1B) que junto com citocinas € quimiocinas liberadas provocam reposta
inflamatdria em celulas neuronais adjacentes (KINRA et al., 2021; SWANSON; DENG;
TING, 2019). Desse modo, uma molécula capaz de inibir o inflamassoma NLRP3 seria 0til no
impedimento da neuroinflamagdo mediada por essa via. Até o presente, MCC950 €

considerado um dos inibidores mais potentes e seletivos do inflamassoma NLRP3, e, embora
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ndo disponivel clinicamente, é comumente utilizado para fins experimentais (COLL et al.,
2019).

No presente estudo, na avaliacdo in silico da interacdo entre RIP 1 e RIP Il com a
proteina NLRP3, houve minima diferenca entre as energias de ligacdo de ambas (-7.7
Kcal/mol e -7.6 Kcal/mol, respectivamente). No entanto, RIP Il apresentou uma ligacdo de
hidrogénio a mais que RIP I. Estudos realizados com MCC950, um inibidor especifico de
NLRP3, mostraram que este ligou-se a proteina NLRP3 nos residuos Arg335 por ligacdo de
hidrogénio e Phe297 por ligacdo hidrofobica do tipo pi-stacking, a qual refere-se a interacéo
entre anéis aromaticos (LOWES et al., 2021). Idénticas interagdes foram encontradas no
nosso estudo com relagdo a RIP Il, o que sugere sua capacidade de inibir NLRP3,
provavelmente ao interagir com o dominio NACHT da proteina, visto que essa € a regido na
qgual MCC950 exerce seus efeitos inibitérios (VANDE WALLE et al., 2019). Um estudo in
silico com fluoxetina, mostrou uma energia de ligagdo de —8.9 Kcal/mol para com NLRP3
(AMBATI et al., 2021).

Sabe-se que a ativacdo do inflamassoma NLRP3 requer a interacéo, mediada por ASC,
da proteina sensora NLRP3 com caspase-1. ASC interage com a proteina NLRP3 através de
seu dominio de pirina (PYD) e recruta enzimas caspase através de seu dominio de ativacao e
recrutamento de caspase (CARD). Portanto, foi realizada também a investigacdo da ligacdo de
RIP I e RIP Il com a proteina ASC. Ao avaliar a interacdo de RIP I e RIP Il com o dominio
ASC, as energias de ligacdo com ambas as moléculas foram semelhantes (-6.0 Kcal/mol e -6.1
Kcal/mol), e ambas apresentaram interacdo com o residuo Ser195, por ligacdo de hidrogénio,
um importante residuo ativo (DIAZ-PARGA; DE ALBA, 2019; NAMBAYAN et al., 2019).
RIP 11, no entanto, apresentou mais duas ligagdes de hidrogénio com os residuos His118 e
Leul92. Diante do exposto, sugere-se que RIP | e principalmente RIP Il podem exercer acdo
sobre ASC, mais provavelmente impedindo sua ligagdo com pro-caspase-1 (dominio CARD)
do que impedindo sua ligacdo a proteina sensora NLRP3 (dominio PYD).

A liberacéo de IL-1P pela microglia via ativagdo do inflamassoma NLRP3 pode ter a
participacdo de P2X7, um receptor purinérgico ativado por ATP presente em diversas células,
incluindo a membrana microglial. O mecanismo ainda ndo esta totalmente elucidado, porém
ATP é considerado um sinal de perigo liberado de células estressadas ou danificadas para
sinalizar danos as células imunes (FLESHNER; FRANK; MAIER, 2017; MARTINEZ-
BANACLOCHA; PELEGRIN, 2020; STOKES; SPENCER; JENKINS, 2015).

Estresse agudo e cronico, inclusive ECI, como utilizado neste trabalho, culminam com

a liberacdo de ATP no hipocampo, concomitantemente com a ativacdo de NLRP3 e aumento
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nos niveis de IL-1B, sendo esses efeitos bloqueados pela administracdo de um antagonista de
P2X7, o que sugere que a liberagdo de ATP induzida pelo estresse medeia a ativacdo do
inflamassoma NLRP3 e subsequente liberacdo de IL-1 (BHATTACHARYA, 2018;
BHATTACHARYA; JONES, 2018; IWATA et al, 2016; JIN; FLAVELL, 2010;
KARMAKAR et al., 2016; WANG et al., 2020; YUE et al., 2017). Desse modo, a fim de
investigar o mecanismo anti-neuroinflamatério de RIP | e RIP Il em concomitancia com o
possivel bloqueio de P2X7, os calculos de docking molecular foram realizados também para
este alvo protéico. RIP | e RIP Il apresentaram energias de ligacdo semelhantes, porém RIP 11
apresentou duas ligagdes de hidrogénio a mais que RIP I. Além disso, RIP | apresentou
interacOes hidrofobicas nos residuos Val312 e Phel03, os quais parecem ser parte do sitio de
ligacdo de antagonistas de P2X7 (KARASAWA; KAWATE, 2016).

Diante dos resultados relevantes encontrados para RIP | e RIP 11, prosseguiu-se com a
predicdo farmacocinética para as duas moléculas.

As predicbes de ADME mostram que RIP | e RIP Il apresentam absorcao
gastrintestinal e obedecem aos critérios de Lipinski, sem nenhuma violacdo: a) peso molecular
<500 da; b) LogP < 5 (ou MLogP < 4,15); c) numero de aceptores de ligagdes de hidrogénio
<10; d) nimero de doadores de pontes de hidrogénio < 5 (LIPINSKI et al., 2012). Esses
critérios sugerem que a droga tem boa biodisponibilidade oral, sendo este um fator
importante, visto que a via oral apresenta vantagens como a maior aceita¢do, maior seguranca
e baixo custo. Para tanto, a solubilidade em agua € uma importante caracteristica apresentada
por ambas as moléculas, no entanto, RIP | parece apresentar leve vantagem em relacdo a RIP
Il. Ambas tém alta absorcdo gastrintestinal e capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica, como ja esperado, visto que as alteragbes comportamentais e
neuroguimicas foram comprovadas.

Além das propriedades fisico-quimicas, também foi realizada a predicdo das
interacfes de RIP | e RIP Il com as isoformas da enzima hepatica citocromo P-450 (CYP),
que sdo responsaveis pelo metabolismo de xenobioticos. RIP | e RIP Il mostraram-se
possiveis inibidores de CYP1A2 e CYP2D6. A inibicdo enzimética pode prejudicar a
biotransformacdo de farmacos, resultando em maiores niveis plasmaticos, e possivel
ocorréncia de reacdes adversas (MANIKANDAN; NAGINI, 2018).

Fluoxetina e paroxetina também sdo inibidores de CYP2D6, e esse efeito deve ser
levado em consideracdo para a determinacdo da dose farmacoldgica, visto que grandes
concentragfes do farmaco podem ficar disponiveis na circulacdo. Além disso, a utilizagdo

concomitante de outros farmacos pode ocasionar maior efeito destes, como descrito para o
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uso concomitante de fluoxetina e risperidona, com risco aumentado de efeitos adversos
extrapiramidais (LYNCH; NEFF, 2007).

Além de CYP1A2 e CYP2D6, RIP I, mas ndo RIP I, mostrou-se como um provavel
inibidor de CYP2C19, enzima envolvida no metabolismo de xenobidticos, incluindo farmacos
inibidores da bomba de protons, anticonvulsivantes e antidepressivos triciclicos e inibidores
seletivos da receptacdo da serotonina, como amitriptilina e citalopram. A inibicdo de
CYP2C19 pode estar relacionada a um maior tempo de acdo de farmacos, ou a
impossibilidade de ativacdo de pro-farmacos (ALSANOSI;  SKIFFINGTON;
PADMANABHAN, 2014; TORNIO; BACKMAN, 2018).

RIP I e RIP Il ndo sdo provaveis substratos da glicoproteina-P (gp-P), uma
glicoproteina ligada a membrana, presente no figado, rim, pancreas, intestino, placenta e
cérebro e responsavel pelo transporte ativo de diversas substancias para fora das células. Os
compostos que sdo substratos da gp-P geralmente exibem baixa biodisponibilidade ou
atividade MDR (fenbmenos de resisténcia a maltiplos farmacos, Multidrug Resistance). A gp-
P pode reduzir a resposta farmacologica de drogas, impedindo sua permeabilidade através de
barreiras fisiologicas, alterando absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecao, por exemplo,
lancando as moléculas para fora do lumen gastrintestinal, ou impedindo a entrada de drogas
no SNC (NGUYEN; DUONG; MAENG, 2021).

Tomados em conjunto, os resultados aqui apresentados mostram o potencial
antidepressivo de RIP | e RIP |1, com efeitos benéficos sobre os comportamentos relativos a
anedonia, interacdo social e desempenho cognitivo, frente a exposi¢do a um estresse cronico.
Esta capacidade esti relacionada a inibigdo de mecanismos inflamatorios associados ao
comportamento depressivo-simile, com destaque para a capacidade de reverter danos
associados a alteracOes astrociticas e microgliais. O mecanismo de acdo proposto por meio de
docking molecular parece estar relacionado & modulacdo da via P2X7-NLRP3-IL1p,
provavelmente nos dominios NATCH de NLRP3, CARD de ASC e P2X7, como corroborado
pelas alteracGes visualizadas na atividade de células gliais e niveis hipocampais de citocinas.
Esse é um dado promissor, que aponta para o beneficio de uma agdo antidepressiva mediante
ndo apenas a alteracdo de fungBes monoaminérgicas, mas outros circuitos sabidamente
envolvidos na fisiopatologia da depressao.

Considerando os achados do presente estudo, a figura 25 mostra uma proposta de

possivel mecanismo de acdo de RIP I e RIP I1.
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Figura 25 — Possivel mecanismo de acdo de RIP I e RIP 11
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Fonte: elaborada pela autora.

A exposicdo a estresse pode causar liberacdo de DAMPS, as quais podem ativar o receptor TLR na membrana
das células imunes do SNC, como microglias. Além disso, o ATP liberado em grande concentragdo pode ativar o
receptor P2X7, tendo como consequéncia a ativagdo do inflamassoma NLRP3. Sugere-se que RIP | ¢ RIP Il
podem estar impedindo essa ativagdo ao se ligar no dominio NATCH da proteina NLRP3, no dominio CARD da
proteina ASC (impedindo, assim, o recrutamento de caspase) e bloquear o receptor P2X7. Essas a¢des, em
conjunto, podem culminar com a diminuicdo da liberacdo de IL-1f madura, e consequentemente, com a

dimunuigdo da neuroinflamagdo, resultando em reversdo dos sintomas tipo-depressivos.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que 28 dias de exposicdo ao Estresse Crénico
Imprevisivel (ECI) induziu um comportamento depressivo-simile em camundongos,
evidenciado pelo aumento no tempo de imobilidade e a diminuigdo da preferéncia por
sacarose. Os dados também demonstraram que RIP | e RIP Il ttm um semelhante potencial
farmacologico de restaurar as alteragdes provocadas pelo estresse cronico. O mecanismo de
acao proposto por meio de docking molecular parece estar relacionado a modulacdo do
sistema P2X7-NLRP3-1L1B, como demonstrado pelas alteragdes visualizadas na atividade de
células gliais e niveis hipocampais de citocinas.

Esses resultados contribuem consideravelmente para o entendimento dos mecanismos
moleculares subjacentes ao efeito antidepressivo de RIP I e RIP Il, as quais apresentam
potencial farmacoldgico no aspecto da regulacdo dos niveis de citocinas e da ativacdo de
células gliais, sendo, portanto, drogas inovadoras frente aos farmacos disponiveis no mercado

para o tratamento de depressao.
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