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RESUMO

A depressdo € um dos mais prevalentes transtornos psiquiatricos. Os principais sintomas
clinicos da depressdo sdo humor deprimido, anorexia, anedonia, reducdo da atividade
locomotora. H& evidéncias acumuladas de que a depressao pode se desenvolver em resposta a
ativacdo do sistema imune inato, sendo caracterizada por uma resposta inflamatdria com
aumento da producao de interleucina IL-1p, IL-6, TNF-a e outras. Com base nas propriedades
anti-inflamatorias e antioxidantes da doxiciclina e supondo que esta droga apresenta menos
efeitos colaterais e um melhor perfil farmacocinético, em comparagdo com a minociclina, a
hipotese de que esta droga pode apresentar efeitos antidepressivos, utilizando o modelo de
depressdo induzido por lipopolissacarideo (LPS) foi estudada. Para determinar as alteracdes
de comportamento, camundongos Swiss machos foram submetidos aos testes de campo aberto
e nado forcado. Para avaliar a capacidade da doxiciclina em prevenir ou reverter o
comportamento tipo-depressivo induzido pela administracdo sistémica de LPS, esta foi
administrada nas doses de 25 ou 50 mg/kg, i.p. 30 min antes de LPS (pré-LPS) ou 1,5 e 23,5
horas ap6s a LPS (p6s-LPS). A imipramina foi utilizada como antidepressivo padrdo nas
mesmas condicles de tempo. Em ambas as situacdes, prevencdo (pré-LPS) e tratamento (pos-
LPS), o comportamento dos animais foi avaliado 24 horas apds a administracdo de LPS, um
periodo conhecido pela ocorréncia de um comportamento tipo-depressivo. Os niveis de
citocinas (IL-1B e TNF-a) e nitrito foram avaliados no sangue (plasma) e as areas cerebrais:
cortex pré-frontal (PFC), hipocampo (HC) e corpo estriado (ST). A administracdo de LPS, 0,5
mg/kg aumentou significativamente o tempo de imobilidade em comparagdo com o0s animais
controle, enquanto que a doxiciclina, nas doses de 25 e 50 mg/kg e imipramina (10 mg/kg)
foram capazes de prevenir e reverter a imobilidade induzida pelo LPS. A doxiciclina e
imipramina, quando administrados pré e pdés-LPS reduziram significativamente o tempo de
imobilidade, mostrando um efeito antidepressivo. Em relagéo a citocina IL-1pB, seus niveis
foram diminuidos, enquanto os niveis de TNF-a ndo foram alterados significativamente. A
doxiciclina e imipramina, preveniram e reverteram a diminuicdo dos niveis de nitrito induzido
por LPS. Com base nos resultados do presente estudo, avaliando o uso da doxiciclina, sugere-
se que este antimicrobiano possa atuar como um antidepressivo.

Palavras-chave: Lipopolissacarideo. Depressdo. Doxiciclina.



ABSTRACT

Depression is one of the most prevalent psychiatric disorders. The main clinical symptoms of
depression are depressed mood, anorexia, anhedonia, decreased locomotor activity. There is
accumulating evidence that depression may develop in response to activation of the innate
immune system and is characterized by an inflammatory response with increased production
of cytokines IL-1B, IL-6, TNF-o and others. Based on the anti-inflammatory properties and
antioxidant properties of doxycycline and assuming that this drug has fewer side effects and
an improved pharmacokinetic profile compared to minocycline, we hypothesised that this
drug may have antidepressant effects, using the model of depression-induced LPS was
studied. To determine the changes in behavior, male Swiss mice were tested for open field
and forced swim. To evaluate the ability of doxycycline to prevent or reverse depressive-like
behavior induced by systemic administration of LPS, this was administered in doses of 25 or
50 mg / kg, ip 30 min before LPS (pre-LPS) or 1.5 and 23.5 hours following LPS (post-LPS).
Imipramine was used as a standard antidepressant under the same experimental condition. In
both, prevention (pre-LPS) and treatment (post-LPS), the animals' behavior was assessed 24
hours after LPS administration, a period known by the occurrence of a depressive-like
behavior. The levels of cytokines (IL-18 and TNF-a) and nitrite were evaluated in the blood
(plasm) and brain areas: the prefrontal cortex (PFC), hippocampus (HC) and striatum (ST).
The administration of LPS, 0.5 mg / kg significantly increased immobility time in comparison
with control animals, whereas doxycycline, at doses of 25 and 50 mg / kg and imipramine (10
mg / kg) were able to prevent and reverse the LPS-induced immobility. Doxycycline and
imipramine when administered pre-and post-LPS significantly decreased the immobility time,
showing an antidepressant effect. Regarding the cytokine IL-1p, their levels were decreased,
while the levels of TNF-o were not altered significantly. Doxycycline and imipramine,
prevented and reversed the decreased levels of nitrite induced by LPS. Based on the results of
this study assessing the use of doxycycline, it is suggested that this antimicrobial agent can act
as an antidepressant.

Keywords: Lipopolysaccharide. Depression. Doxycycline.



LISTA DE FIGURAS

INTRODUCAO

Figura 1 — Teorias Inflamatorias da DePreSSa0..........ccvveerveivieiierieeie e, 17
FIGQUIa 2 — EIXO HPA ..ot 22
Figura 3 — Estrutura Quimica de TetraCiCling ..........cccceoereieiiniiiiesc e 25
Figura 4 — Estrutura Quimica de DOXICICIING..........cccoeiieiiiiniiececc e, 26
CAPITULO 1

Figure 1 — Schematic overview of the experimental design..........ccccceveiiiiniiininicicee, 45

Figure 2 — Immobility time (s) in the forced swimming test (FST) and Number of crossing
in the open field test (OFT) of animals (6-10/ group) pre-treated (A and B) and post-
treated (C and D) with doxycycline 25 and 50 mg and imipramine 10 mg, before and after

LPS. #’*P< 0.05 vs control and LPS, reSpectiVely ... 46

Figure 3 — Determination of IL-1p levels in the striatum, hippocampus and prefrontal
cortex of animals (6-10/ group) pre-treated (A) and post-treated (B) with doxycycline 25
and 50 mg and imipramine 10 mg, before and after LPS. #’*P< 0.05 vs control and LPS,
FESPECTIVEIY ... e et b e b bbb bbb bbb bbb re b nne 47
Figure 4 — Determination of TNFa levels in the striatum, hippocampus and prefrontal
cortex of animals (6-10/ group) pre-treated (A) and post-treated (B) with doxycycline 25
and 50 mg and imipramine 10 mg, before and after LPS............ccociiiiiiinneeeee, 48
Figure 5 — Determination of nitrite content levels in the striatum, hippocampus and

prefrontal cortex of animals (6-10/ group) pre-treated (A) and post-treated (B) with
doxycycline 25 and 50 mg and imipramine 10 mg, before and after LPS. #’*P< 0.05 vs

control and LPS, reSPeCtiVEIY ........c.ooiiiiiii e 49
Figure 6 — Determination of BDNF levels in the hippocampus of animals (6-10/ group)
pre-treated (A) and post-treated (B) with doxycycline 50 mg and imipramine 10 mg,

before and after LPS. #’*P< 0.05 vs control and LPS, reSpectively .......cccceveivvereiiieneniiesenens 50



LISTA DE QUADROS

INTRODUCAO

Quadro 1 — Classificacdo de Episddios Depressivos



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
ACTH — Hormdnio Adrenocorticotrofico
BDNF — Fator neurotréfico derivado do cérebro
CRH — Horménio Corticotrofina
DSM-IV — IV Manual Diagnéstico e Estatistico de Doencas Mentais
HPA — Hipotalamo-pituitaria-adrenal
IDO — Indoleamina 2,3 dioxigenase
IFN-y — Interferon gama
IL — Interleucina
10 & NS — Inflamatéria por vias de estresse oxidativo e nitrosativo
| & ND - Inflamatoria & neurodegenerativa
INOS - Sintetase de 6xido nitrico
IRS — Sistema de resposta inflamatorio
LPS — Lipopolissacarideo
MPP — Matriz metaloproteinase
MPTP —1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina
NF-kB — Fator Nuclear Kappa B
NO — Oxido Nitrico
O & NS — Vias de estresse oxidativo e nitrosativo
ROS — Espécie de Oxigénio Reativo
RNAt — RNA transportador
SNC - Sistema Nervoso Central
TLRs — Receptores Toll-like

TNF-a — Fator de Necrose Tumoral



SUMARIO

1 INTRODUGAOD. ...t ee et s s 12
I DT o] oY (o PSPPSR 12
1.2 Hipdtese inflamatéria e neurodegenerativa da depressao.................... 15
1.3 Lipopolissacariden (LPS) ..o 23
1.4 TEEFACICHINAS ...ttt st enbeebeeneenrees 25
2 PERGUNTAS DE PARTIDA ..ottt 31
G HIPOTESES ...ttt 32
A OBIETIVOS. ... ettt e e e s e e et e e e ab e e e ne e e e aee e eteeeanraeeas 33
4.1 ODJEUIVO GEBIAL...c.eiiiiiiiiieieieee e 33
4.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS ..c.vviuiiiiieiieecie st 33
B CAPTTULO L oot 34
6 CONCLUSAOD ..ottt 51
T PERSPECTIVAS ..ottt s e et e e aae e e s reeeanrae e 52

REFERENCIAS ..o oot e e et e et e e et e e e e et e e e s et e e et e e es et e es et e s es e e ereeeseresarens 53



12

1 INTRODUCAO

1.1 Depresséao

A depressdo € um dos mais prevalentes transtornos psiquiatricos. Estima-se que 121
milhdes de pessoas sejam afetadas mundialmente (QUEVEDO et al., 2008). E um problema
de saude publica associado a altas taxas de mortalidade (MOUSSAVI et al., 2007), sendo a
quarta maior causa de incapacidade em todo mundo (WILLIAMS et al., 2010). Os pacientes
que sofrem de depressdo grave apresentam altas taxas de morbidade (SARTORIUS, 2001;
CASSANO, 2002), com profundas consequéncias econdmicas e sociais (NEMEROFF;
OWENS, 2002; EISENBERGER, 2010).

Os principais sintomas clinicos da depressdo sdo anorexia, anedonia, perda de peso,
fadiga, letargia, disturbios do sono, hiperalgesia, sentimento de culpa, reducao da atividade
locomotora, falta de concentragdo e idéias suicidas. A caracteristica essencial do
comportamento depressivo é a presenca de humor deprimido caracterizado por sentimentos
de tristeza, desamparo, e/ou perda de interesse ou prazer em quase todas as atividades,
durante um periodo de pelo menos duas semanas (MAES et al., 2010).

A doenca ocorre em todas as faixas etarias, desde 0s jovens até os idosos, sendo mais
comum entre mulheres com idade entre 15 e 29 anos e menos prevalente nos individuos
com idade de 50 anos ou mais. Uma parcela importante de pacientes deprimidos apresentam
pensamentos de morte como ideacdo e tentativa de suicidio (HAWTHORNE; GOLDNEY;
TAYLOR, 2008).

O Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais, 1V edi¢cdo (DSM-1V
TR), foi elaborado por psiquiatras da Associacdo de Psiquiatria Norte-americana. Este
manual fornece critérios de diagndstico para a generalidade das perturbagdes mentais,
incluindo componentes descritivos de diagndstico e tratamento. O DSM-IV classifica a
depressdo dentro dos transtornos do humor e também baseia sua classificagcdo nos episodios
depressivos (ARTMED, 1995). Existem cinco critérios de diagnostico utilizado da DSM-1V

para definir o episédio depressivo maior:



Quadro 1: Classificacdo de Episodios Depressivos

Critérios

Defini¢édo

Cinco ou mais sintomas estejam presentes
durante um periodo de duas semanas e
representam uma alteracéo a partir do
funcionamento anterior. Pelo menos um
dos sintomas deve ser: humor deprimido
ou perda do interesse ou prazer.

Os sintomas ndo satisfazem os critérios
para um Episodio Misto.

Os sintomas causam sofrimento
clinicamente significativo ou prejuizo no
funcionamento social ou ocupacional ou
em outras areas importantes da vida do
individuo.

Os sintomas néo se devem aos efeitos
fisioldgicos diretos de uma substancia
(por ex., droga de abuso ou medicamento)
ou de uma condi¢do medica geral (por ex.,
hipotiroidismo).

Os sintomas ndo sdo melhorados ao ser
explicados por luto, ou seja, apos a perda
de um ente querido o0s sintomas persistem
por mais de 2 meses ou sdo caracterizados
por acentuado prejuizo funcional,
preocupacdo morbida com desvalia,
ideacdo suicida, sintomas psicoticos ou
retardo psicomotor.

Fonte: DSM-1V TR, 1995.

13

Déficits cognitivos também sdo vistos em doencas como o transtorno bipolar
(WOLF et al., 2010) e depressdo (UEKERMANN, 2010). As principais caracteristicas do

comprometimento cognitivo na depressdéo sdo memoria, fungdo, velocidade de

processamento, tomada de decisdes e iniciativa de acGes (CASTANEDA et al., 2008;

MARAZZITI et al., 2010).

Os dominios especificos da funcdo executiva e cognicdo social sdo interligados em
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varias regides cerebrais. Os neuromoduladores, como ACTH, citocinas e fator neutréfico
derivado do cérebro (BDNF), desempenham influéncia cognitiva. As alteracdes sao
expressas tanto em niveis dos neurénios, células da glia e regides cerebrais (SARTER;
PARIKH; HOWE, 2009; MCAFOOSE; BAUNE, 2009; CUNHA; BRAMBILLA;
THOMAS, 2010).

A fisiopatologia da depressdo ndo esta completamente conhecida, sendo de
caracteristica multifatorial com influéncias ambientais, psicoldgicas e genéticas. Em relacédo
as possiveis causas bioldgicas, a primeira hipotese a ser considerada foi a deficiéncia dos
neurotransmissores monoaminérgicos, em especial a noradrenalina e serotonina. A hipotese é
relativamente simples, determinadas drogas que diminuiam o nimero de neurotransmissores
causariam depressdo. Enquanto, outras drogas que elevavam o nivel dos neurotransmissores
teriam acdo antidepressiva (AGUIAR et al., 2011).

Entretanto, estudos tém sugerido que o sistema monoaminérgico nao representa a via
final comum na regulacdo do humor, mas exerce uma influéncia modulatoria. Outros sistemas
que estariam regulando a plasticidade neuronal e sinéptica teriam importancia central na
neurobiologia e tratamento desses transtornos (SANACORA et al., 2008; ZARATE; MANJI,
2008).

Outra hipotese importante na fisiopatologia da depressdo é o envolvimento
neuroenddcrino. Os principais neurotransmissores monoaminérgicos (serotonina, dopamina e
noradrenalina) estdo envolvidos com o funcionamento neuroenddcrino, relacionado com o
estresse, e que a depressao seria uma resposta ao estresse cronico (AGUIAR et al., 2011). O
horménio liberador da corticotrofina (CRH) é o principal regulador da secrecdo do ACTH
(adrenocorticotrofina) e possui um papel importante na resposta fisioldgica ao estresse
(AYALA, 2002).

Estudos tém sugerido que as infeccdes e os processos inflamatdrios podem ser causas
de disturbios emocionais, inclusive a ansiedade (LEONARD; SONG, 1996; ANISMAN;
MERALLI, 1999). Semelhancas comportamentais e inflamatorias sdo evidenciadas tanto no
comportamento de doenga como na depressao (MAES; SONG; YIRMIYA, 2012). Com isso,
a depressdo tem sido caracterizada por uma resposta inflamatéria, com aumento da producéo

de interleucinas (IL-1pB, IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF-a), pela ativagdo monocitica
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(MAES et al., 1990-1991, 1991b, 1993a; MIKOVA et al., 2001) e imune das celulas, mediada
por células T, producdo aumentada de IL-2 e interferon gama (IFN-y) (MAES et al., 1990-
1991, 1991b, 19923, 1993d, 1994) a uma resposta de fase aguda da inflamacdo (MAES et al.,
1992b, 1993d, 1993e; MAES et al., 1992; SLUZEWSKA et al., 1996).

Varias acOes das citocinas alteram fungBes do organismo, tais como febre, as
alteracbes neuroenddcrinas, alteracbes no sono e outras alteracdes comportamentais
(atividades exploratdrias, sexuais e sociais), as quais sdo mediadas pelo SNC (MAES, 1999;
LEONARD; SONG, 1999). Elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, TNF-a e
IL- 6) sdo comumente encontradas no sangue de pacientes deprimidos (BERK et al., 1997,
CONNOR; LEONARD, 1998; MAES, 1999; THOMAS et al., 2005). Ha alguns anos,
descobriu-se que pacientes suicidas apresentaram niveis elevados de IL-6 no liquido
cefalorraquidiano (LINDQVIST, 2009). Portanto, as citocinas poderiam desempenhar um
papel importante no aparecimento de comportamentos tipo-depressivo (KONSMAN et al.,
2008; YIRMIYA; GOSHEN, 2011).

1.2 Hipotese inflamatdria e neurodegenerativa da depressao

Na década de 80, foram publicados os primeiros trabalhos sobre depressdo, uma
doenca caracterizada pela inflamacdo, na ativacdo de células monociticas e células T. Com
isso, na prética clinica foram lancadas as bases para uma nova hipd6tese de que a inflamacéo e
a ativacdo imunitaria mediada por células sdo fatores chaves na depressdo (MAES et al.,
1990-1991, 1991b, 19923, 1992b, 1993, 1993a).

O papel das citocinas na depressdo foi proposto pela primeira vez por Smith (SMITH,
1991), sob a forma da "teoria de macréfagos de depressdo™ e ainda estudada por Maes no
inicio de 1990 (MAES; SONG; YIRMIYA, 2012). Esta teoria foi postulada na observacao
das concentracBes sanguineas elevadas de marcadores inflamatérios, em pacientes com
depressdo clinica grave, associada a uma resposta de fase aguda. Segundo sua teoria, as
citocinas pro-inflamatorias sdo responsaveis pela resposta da fase aguda na inflamacdo,
ocasionando varios aspectos clinicos da depressdo, como hiperatividade do eixo HPA e

distdrbio no metabolismo da serotonina (MAES, 1994c).

Com base em evidéncias de investigacdo e revisdo literaria de Smith 1991,
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concordou-se que os macrdfagos sdo ativados pelos linfécitos T e, portanto, que a depressdo é
caracterizada pela ativacdo imune mediada por células (MAES; SMITH; SHARPE, 1995).
Com isso, 0s sintomas psicossomaticos ou vegetativos que ocorrem na depressdo sdo
manifestacdes celulares, mediada pela ativacdo imunitaria, e se assemelham com o0s

comportamentos tipo-depressivos em modelos de animais (MAES, 1993; MAES et al., 1993).

Com o passar dos anos, a teoria dos macrofagos mudou para “Teoria de ativagdo do
Sistema de Resposta Inflamatorio (IRS)”, devido a muitos aspectos do sistema inflamatorio
ser correlacionados com a imunidade celular durante a depressdo maior (SONG et al., 1998;
VAN OESTE; MAES, 1999). Tradicionalmente, a inflamacédo envolve a sintese e liberagdo de
mediadores pro- inflamatorios, tais como citocinas e quimiocinas. Nesse processo, Sao
envolvidas células como, mondcitos, neutrofilos e macrofagos, células da cascata do
complemento (SCHIEPERS; WICHERS; MAES, 2005).

A ativacdo do IRS na depressao esta relacionada com a hiperatividade dos indices de
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), sugerindo que a depressao é induzida por citocinas pro-
inflamatorias (MAES et al., 1993a, 1993d). A hiperatividade do eixo ocorre pela interacdo
imunoendocrina, ou seja, as citocinas pré-inflamatorias (IL-1, IL-6 e TNF-a) também
aumentam a secrecdo de ACTH por acdo direta ou mediante aumento do efeito do CRH,

evidenciando essa hiperatividade.

Apds novos estudos, a teoria foi denominada de “Indu¢do inflamatoria por vias de
estresse oxidativo e nitrosativo (I0 & NS)", devido as evidéncias mostrarem que ndo
acontecia somente a ativacdo de IRS, mas também a inducdo do estresse oxidativo e
nitrosativo (O & NS) (MAES, 2008). Recentemente, a hip6tese de depressdo, tem como teoria
"Resposta inflamatéria e (neuro) degenerativa (I & ND) (MAES, 2010). Esta teoria relne o0s
conceitos inflamatérios por vias de estresse oxidativo e nitrosativo acompanhada por
neurodegeneracdo e diminuicdo da neurogénese. A teoria implica que 0 neuroprogressdo em
depressdo € causado por multiplas vias de estresse oxidativo e nitrosativo (ZUNSZAIN;
HEPGUL; PARIANTE, 2013; GARDNER; BOLES, 2010; MAES, 2010). A figura abaixo

(figura 1) sequencia as teorias inflamatdrias de acordo com seus periodos de descoberta.
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Figura 1- Teorias inflamatorias da Depresséo

“Resp.
Inflamat. e
neuro-
degenerativa”

“Inducdo Inflamatoéria
por vias de esiresse
oxidativo e nitrosativo”

“Ativacdo do Sistema de
Resposta Inflamatoério”

“Teoria dos Macréfagos”

A neuroinflamagdo tem sido utilizada para descrever o papel dos processos
inflamatorios na fisiopatologia da maioria das doengas neurodegenerativas (RIDET, 1997;
BAUER, 2007; DHEEN, 2007; SRIRAM; O’CALLAGHAN, 2007). As respostas
inflamatorias no SNC ja foram associadas a muitas doencas cronicas neurodegenerativas
como doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, esclerose mdaltipla e esclerose lateral
amiotréfica (MRAK; GRIFFIN, 2001; MCGEER; MCGEER, 2004; BLOCK; HONG, 2005;
PHILLIS, 2006; UBOGU, 2006; TANSEY, 2007).

A comunicacao bidirecional entre 0 SNC e o sistema imunolégico € necessaria para a
montagem imunolOgica apropriada, ou seja, respostas comportamentais e fisioldgicas a
estimulagdo imune (KELLEY et al., 2003). Com isso, resposta aos estimulos imunes
periféricos, decorrentes de uma administracdao sistémica de um agente pré-inflamatdrio, séo
produzidas citocinas IL-1B, TNF-a e IL-6, por células gliais (astrocitos e microglia) no
cérebro (LAYE et al., 1994), que servem como fonte e alvo de mediadores pré-inflamatorios.
Com isso, a resposta dominante para todos os tipos de lesGes do SNC é a ativacdo da
microglia e astroglia, muitas vezes referida como gliose, nos locais de dano (KREUTZBERG,
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1996; NORENBERG, 2005; O’CALLAGHAN; SRIRAM, 2005).

O cérebro contém células do sistema imunoldgico, tais como macrdfagos e células
dendriticas, as quais estdo presentes no plexo cordide e meninges. Macrofagos cerebrais
parenquimatosos, conhecidos como células microgliais, sdo mais quiescentes em comparagao
com os macréfagos de tecidos, mas podem responder a estimulos inflamatorios através da
producdo de citocinas pro-inflamatdrias e prostaglandinas. Além disso, tanto células cerebrais

neuronais e nao neuronais expressam receptores para estes mediadores (DANTZER, 2007).

O cérebro monitora respostas imunes inatas periféricas por varios meios que agem em
paralelo. A primeira via envolve nervos aferentes: citocinas produzidas localmente ativam
nervos aferentes primarios, tais como o0s nervos vagais durante infeccdo abdominal
(BLUTHE, 1994) e visceral (WATKINS, 1994), e a nervos trigémeos durante a infecgéo oro-
lingual (ROMEO et al., 2001). A segunda via, denominada humoral, receptores Toll-like
(TLRs) em células semelhantes a macrofagos residentes nos 6rgaos circunventriculares e no
plexo coroide respondem a circulacdo associado aos patdgenos a produzir citocinas pro-
inflamatérias  (QUAN; WHITESIDE; HERKENHAM, 1998). Como o0s 6rgdos
circunventriculares estdo fora da barreira sangue-cérebro, as citocinas podem entrar no
cerebro em volume difuso (VITKOVIC, 2000).

A terceira via compreende em transportadores de citocinas na barreira hemato-
encefélica: citocinas pré-inflamatérias transbordante na circulacéo sistémica pode ter acesso
ao cérebro através do sistema de transporte saturdvel (BANKS, 2006). Finalmente, uma
guarta via envolve receptores de IL-1 que estdo localizadas em macrofagos perivasculares e
células endoteliais de vénulas do cérebro (MILLER, 2005). A ativacdo desses receptores de
IL-1 por citocinas na circulacdo resulta na producéo local de prostaglandina E2 (MILLER,;
O’CALLAGHAN, 2005).

O engajamento destas vias na comunicacdo imune ao cérebro, leva a produgdo de
citocinas pro-inflamatdrias por células microgliais. Este processo requer a¢do convergente de
dois eventos com cursos de tempo diferentes: a ativacdo da rapida via neural aferente e uma
lenta propagacdo da mensagem de citocina no cérebro. A ativacdo da via neural,
provavelmente, sensibiliza as estruturas cerebrais, alvo para a producdo e agéo de citocinas

que se propagam a partir dos orgdos circunventriculares e o plexo coréide no cérebro
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(DANTZER et al., 2000).

No SNC, incluindo as células imunes inatas, micréglia e macrofagos, desempenham
um papel integrante na recepc¢do e propagacdo de sinais inflamatdrios que séo iniciados na
periferia. A ativacdo de células imunes inatas periféricas provoca a secrec¢do de citocinas pro-
inflamatorias, incluindo interleucina IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF-a), as quais
utilizam vias neural (GOEHLER et al., 1998; KONSMAN et al., 2000), humoral
(LAFLAMME; LACROIX; RIVEST, 1999) e barreira hematoencefalica para enviar os sinais
para 0 SNC (CHING et al., 2007) Este sinal inflamatdrio, por sua vez, induz macré6fagos do
sistema nervoso central e micrdglia para produzir as mesmas citocinas (NAUYEN et al.,
2002), as quais terdo como alvo substratos neuronais, provocando uma sindrome do

comportamento tipo-depressivo (KELLEY et al., 2003).

A micrdglia tém estados diversos de ativacao, que dependem do estimulo inflamatério
especifico. Assim, em situacdes de transiente estimulacdo inata imune periférica, marcadores
no SNC, tais como receptores Toll-like (TLRs) podem indicar ativacdo da micrdglia
(MILLER, 2003). A microglia esta principalmente envolvida na vigilancia imunoldgica
(DAVALDOS et al., 2005; NIMMERJAHN; KIRCHHOFF; HELMCHEN , 2005), mas quando
ativada, os macrofagos tém capacidades semelhantes, incluindo fagocitose de citocinas,
producdo inflamatoria e apresentacdo de antigeno (GARDEN; MILLER, 2006). Microglia e
astroglia também sdo considerados como uma fonte de mediadores inflamatérios e como
geradores de oxidantes reativos, o chamado "lado escuro” da glia, por causa do potencial para
estas respostas ao danificar alvos neuronais (HUANG et al., 2007).

As alteracbes neuroinflamatorias da micrdglia sdo transitorias, retornando a um estado
de repouso quando o estimulo imune estiver cessado. No entanto, o envelhecimento ou a
doenca neuroldgica, pode proporcionar um ambiente do cérebro mais reativo ou preparado
para um desafio imune periférico (PERRY et al., 2003). Além disso, estudos relataram que
uma consequéncia bioldgica deste perfil glial reativo é devido a resposta neuroinflamatéria
exagerada ao desafio imune inato (GODBUT et al., 2005; BARRIENTOS et al., 2006;
ABRAHAM et al., 2006; GAYKEMA et al., 2006; HUANG et al., 2007; CHEN et al., 2008).

A fim de determinar o possivel papel do TNF-a na neurotoxicidade dopaminérgica,

avaliou-se a ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) apds a administragdo MPTP em
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modelos de animais (SRIRAM; O’CALLAGHAN, 2007). NF-kB pode ser considerado como
o fator de transcricio para TNF-o, na medida em que medeiam respostas celulares
inflamatdrias iniciadas por esta citocina, incluindo a producdo de espécies reativas de
oxigénio muitas vezes implicados na neurotoxicidade dopaminérgica (SRIRAM, 2006). Estes
dados tendem a sugerir que o papel do TNF-a na neurotoxicidade dopaminérgica induzida por
MPTP pode envolver a¢des fora da via pré-inflamatdria tradicional, geralmente atribuido aos
efeitos desta citocina (TANSEY, 2007).

As citocinas pro-inflamatérias no SNC s8o responsaveis pelos sintomas
comportamentais tipo-depressivos, por exemplo, anorexia, isolamento social e anedonia
(KELLEY et al., 2003; COMBRINCK; PERRY; CUNNINGHAM, 2002; ABRAHAM et al.,
2006,GODBOUT
et al.,, 2005; HUANG et al., 2007), as quais alteram a plasticidade sindptica em animais
(TANCREDI et al., 1992; MURRAY; LYNCH, 1998). A resposta inflamatoria de citocinas
excessivas no cérebro esta associado a uma variedade de complicagdes, incluindo a disfuncao
cognitiva (HEYSER et al., 1997; VALLIERES et al., 2002, BARRIENTOS et al., 2006;
GODBOUT et al., 2007; CHEN et al., 2008).

Existem evidéncias de que a neuroprogressao desempenha um papel na fisiopatologia
da depressdo (MAES et al., 2009¢c, 2011d; BERK et al., 2011). Mudancas volumétricas de
hipocampo, amigdala, cortex pré-frontal, cortex cingulado anterior e ganglios basais foram
detectados em pacientes que sofrem de depressio a longo prazo (CAMPBELL,;
MACQUEEN, 2006). Reducdo do volume do hipocampo é associada a déficits
neurocognitivos encontrados em transtornos de humor (BROWN et al., 2004; MAES et al.,
2009c¢). O hipocampo é de particular interesse, uma vez que na depressao é um membro chave
do sistema limbico, controlador do comportamento emocional e na regulagdo do eixo HPA
(DE KLOET et al., 1998).

A neurogénese reduzida na depressdo € associada com niveis mais baixos de
neurotrofinas, como por exemplo, o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)
(ANGELUCCI; BRENE; MATHE, 2005). Em estudo recente, detectou que niveis baixos de
BDNF no soro sdo um estado de anomalia que normaliza durante a remissdo (MOLENDIJK,
2011).
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A evidéncia de dano oxidativo tem sido consistentemente mostrada nos episodios de
humor (ANDREAZZA et al., 2008). Estresse Oxidativo ocorre quando espécies reativas de
oxigénio interagem com lipidios, proteinas ou &cidos nucleicos. O dano oxidativo é um
mecanismo de lesdo celular em certo numero de condigdes, incluindo o cancro, estados
inflamatorios e neurodegeneragdo (OPARA, 2006). Este mecanismo também pode ajudar a
ligar o envelhecimento acelerado, deficiéncia funcional, disfuncdo cognitiva e mortalidade
prematura visto no transtorno bipolar (MUR et al., 2008; CACILHAS et al., 2009).

O estresse oxidativo fornece uma ligacao entre dano oxidativo e inflamacéo sistémica
(ZHANG; KAUFMAN, 2006). Os neurdnios e glia sdo particularmente vulneraveis a
processos inflamatérios e estado redox, e sdo dependentes da manutencdo do suporte
neurotrofico. Algumas destas alteracdes, ocorrendo durante os episodios de humor podem
conduzir a disfungdo mitocondrial (OPARA, 2006; BOULANGER, 2009).

A ativacdo de macréfagos e microglia no SNC, contribuem para a producdo de
mediadores oxidativos e neuroativos que podem influenciar o comportamento. Por exemplo,
citocinas inflamatorias no SNC sobrerregulam a enzima IDO, a qual metaboliza o triptofano
em L-quinurenina. Assim, niveis reduzidos de triptofano, ira influenciar a sintese da
serotonina. A producdo elevada de mediadores neuroativos, incluindo 3-hidroxiquinurenina e
acido quinolinico induzem danos neuronais por estresse oxidativo. Estudos mostraram um
importante mecanismo de complicacbes do comportamento e humor com a inflamacéo,
devido a degradacdo do triptofano, impactando nas vias serotoninérgicas e glutamatérgicas
(DANTZER et al., 2008; NG et al., 2008).

Estudos relatam que os sintomas depressivos apresentam uma correlagdo positiva com
0 aumento da concentracdo de ROMs. As respostas inflamatdrias e CMI sdo acompanhadas
por um aumento producdo de radicais de espécies de oxigénio (ROS) e radicais de nitrogénio
(KUHN, 2006; TANSEY, 2007; MAES et al., 2010).

Existe um mecanismo que liga o estado oxidativo com sintomas depressivos. O eixo
da hiperatividade do hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) é frequentemente observado em
pacientes com depressdo maior (KASCKOW; BAKER; GERACIOTI, 2001). Os disturbios
no organismo evocam uma resposta ao estresse, que serve para restaurar a homeostase e para

facilitar a adaptacdo a esta perturbacéo.
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A principal forga motriz do eixo HPA é hormonio liberador de corticotrofina (CRH),
que atua em sinergia com arginina-vasopressina (AVP), levando a liberacdo de
glicocorticoides, cortisol no homem e corticosterona em roedores. A corticosterona mantém a
atividade basal do eixo HPA e controla a sensibilidade ou limiar de resposta do sistema ao
estresse. Com isso, a corticosterona coordena outros eventos como o clico sono/vigilia, a
ingestdo de alimentos, entre outros. A corticosterona também exerce um feedback inibitério
principalmente na hipofise e neurdnios de ndcleo paraventricular, encerrando o0 estresse
induzido pela ativacédo do eixo, conforme figura 2 (DE KLOET et al., 1998).

Figura 2 — Eixo HPA
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1.3 Popolissacarideo (LPS)

Lipopolissacarideo (LPS), também conhecido como endotoxina altamente tdxica,
derivada da membrana celular externa de bactérias gram-negativas (TUIN et al., 2006). Ha
alguns anos, o LPS é considerado o principal fator responsavel pelas manifestacGes toxicas de
infeccbes por bactérias gram-negativas, bem como por inflamacéo sistémica (RIESTSCHEL
etal., 1994).

O LPS ¢é um glicolipidio exclusivamente bacteriano. E composto por trés estruturas
distintas: um lipidio A, o qual se caracteriza por uma ancora membrana; o ndcleo sacarideo, o
qual constitui uma cadeia ramificada de hexose néo repetidos e heptose aclcares; e a cadeia
lateral de antigeno O, uma unidade de repeticdo de aglUcar que se estende para 0 meio
extracelular. A porcao lipidica é considerada a responsavel pela maior acdo antigénica do
LPS (RAETZ; WHITFIELD, 2002).

Patdgenos bacterianos entéricos contendo antigenos O, como um componente do LPS,
podem promover resisténcia e fagocitose, aumentando a patogenicidade dos membros da
familia Enterobacteriaceae, a qual pertence a espécie Escherichia coli (HART, 1988;
SWIERGIEL et al., 1999).

O LPS, agente pro-inflamatdrio, é considerado como um ativador potente da resposta
imune inata (LANGHANS, 1996), conduzindo os comportamentos tipo-depressivos em
animais (DANTZER, 2001; KONSMAN; PARNET; DANTZER, 2002; DANTZER et al.,
2008). Sua administracdo sistémica induz a inflamacao periférica e central, tanto em modelos
de animais como em seres humanos, devido ao LPS ser um potente indutor da inflamacao
(CONNOR et al., 1998; DUNN et al., 1999).

O LPS age como um pirdgeno exdgeno, devido atuar sobre células do organismo,
principalmente os macrofagos, induzindo-os a liberar citocinas como o TNF-a, IL-1, IL-6, IL-
8, entre outras (TURNBULL; RIVIER, 1999). Estudos tém mostrado que os efeitos
depressivos da IL-1PB, o qual ¢ um dos mediadores do efeito do LPS sdo mais evidenciados
guando os animais sdo colocados no ambiente seguro de sua gaiola comparado com um
ambiente desconhecido (DANTZER, 2001).
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A administragéo sistémica de LPS provoca um espectro de respostas comportamentais
conhecidos como comportamentos tipo-depressivos (HART, 1988; KENT et al., 1992;
DANTZER et al., 2001), tais como, diminui¢do na atividade locomotora (OTTERNESS et al.,
1988), diminuicao da exploracdo do ambiente e interacfes sociais, sinais de desespero, perda
de peso corporal, anedonia e febre (LARSON & DUNN, 2001; SWIERGIEL; DUNN, 2001,
DUNN; SWIERGIEI, 2005) em animais com medo ou ansiosos (MCCARTHY; KLUGER;
VANDER, 1985; DUNN, 2006).

H& alguns anos duas entidades distintas de comportamento surgem ap6s a
administracdo sistémica de LPS. Essas alteracdes parecem ser de tempo (DANTZER et al.,
2008) e dose-dependente (LOCKEY et al., 2009). Uma ocorre durante o pico das citocinas
inflamatdrias cerca de 2 h a administracdo de LPS, a ser referido como um comportamento de
doenca (HUANG et al., 2008). O outro pico pelo menos 24 h ap6s o desafio com LPS (ao
longo do pico de citocinas) e esta relacionada com um comportamento depressivo (PAINSIPP
etal., 2011).

O LPS, também induz mudancas fisioldgicas como aqueles associados com estresse
fisico ou psicogénicos em animais (ANISMAN et al., 2002). O LPS ativa o cérebro, o
metabolismo de noradrenalina e serotonina (DUNN, 1988; KABIERSCH et al., 1988;
DUNN, 2006), ativando o eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA), ocorrendo o aumento
das concentracbes plasmaticas de ACTH e glicocorticoides (BESEDOVSKY et al., 1986;
DUNN, 2000).

Em estudo realizado, tem sido mostrado que o LPS exerce efeitos de ansiedade em
animais testados em ambientes claro-escuro e testes do labirinto (SWIERGIEL; DUNN,
2007). Estudos relataram que uma dose baixa de LPS foi eficaz na inducdo de
comportamentos tipo-depressivos em animais, sendo suficientemente elevada para ativar no
cérebro os sistemas noradrenérgicos e serotoninérgicos (LINTHORST; REUL, 1998;
LACOSTA; MERALI; ANISMAN, 1999). Estes neurotransmissores tém sido implicados na
resposta ao estresse, medo e ansiedade, podendo ser mediadores dos efeitos de LPS
(MILLAN, 2003; WIECZOREK et al., 2005).
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1.4 Tetraciclinas

As tetraciclinas sdo um grupo de antibioticos usados no tratamento das infeccdes
bacterianas, produzidas por diversas espécies de Streptomyces e algumas sdo semi-sintéticas.
A tetraciclina foi descoberta por Lloyd Conover da Pfizer farmacéutica, sua patente é de
1955, sua estrutura quimica segue na figura 3 abaixo (CARSON; STROM; DUFF, 1993).

Figura 3: Estrutura Quimica da Tetraciclina

OH O OH O O

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro: Tetracycline_structure

As tetraciclinas sdo inibidores especificos do ribossomo procariético (bacteriano),
ocorrendo o bloqueio do receptor na subunidade 30S que se liga ao RNAt durante a traducao
génica. A sintese de proteinas é, portanto, inibida na bactéria, o que impede a replicacdo e
leva a morte celular. As tetraciclinas tém sido utilizadas na medicina humana e veterinéria,
principalmente devido ao seu amplo espectro de atividade contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas, por exemplo, Chlamydia, Micoplasmas, Rickettsias e Protozoéarios
(CHOPRA; ROBERTS, 2001).

Com a descoberta das propriedades antiinflamatorias das tetraciclinas, elas estdo
sendo utilizadas no tratamento de outras doengas, tais como acne e artrite reumatdide. Um
estudo pioneiro demonstrou que a doxiciclina proporcionou uma recuperacdo melhorada de
um modelo animal de isquemia cerebral focal (CLARK et al., 1994). Subsequentemente,

outro  estudo, demonstrou que a doxiciclina e a minociclina tiveram
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acdo neuroprotetora em animais com isquemia cerebral global (TIKKA; KOISTINAHO,
2001). Desde entdo, estudos estdo demonstrando que as tetraciclinas possuem notéveis
propriedades neuroprotetoras em modelos de isquemia cerebral, lesdo da medula espinal,
doenca de Parkinson, doenga de Huntington, esclerose lateral amiotrofica e esclerose maltipla
(PENNINX et al., 2003; EVANS et al., 2005).

Como propriedades antiinflamatorias das tetraciclinas, podemos citar a inibi¢cdo da
ativacdo das células T e quimiotaxia, a regulacdo negativa de citocinas pré-inflamatorias,
incluindo TNF-a e IL-1B, a inibicdo da matriz das metaloproteinases (MMPs) (CUNHA,
2000) e acdo anticolagenolitica representada pela acdo inibitéria sobre a MMPs
(TJADERHANE et al., 2007).

Dentre as tetraciclinas, a doxiciclina, € um antibiético de amplo espectro derivado da
oxitetraciclina, sendo uma tetraciclina semi-sintética de segunda geracdo, sua estrutura
guimica segue na figura 4. Sdo altamente estavel no soro humano normal e ndo se degrada
para uma forma epianidro. Possui pouca afinidade de ligacdo ao calcio (MCCULLOCH;
BIREK, 1990).

Figura 4: Estrutura Quimica da Doxiciclina
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Fonte:http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Doxycycline_Structural_Formulae

A doxiciclina € a que possui maior solubilidade em lipidios, atravessando a barreira
hemato-encefalica. A doxiciclina ndo é metabolizada no figado, a maior parte do farmaco €

excretado nas fezes e minimamente eliminado por via renal. Em pacientes com a fungéo renal
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normal, a excrecdo da droga ativa é 20-26% na urina e 20-40% nas fezes em 48 horas ap06s o
tratamento. O tempo de meia-vida varia de 14 a 24 horas, dependendo de dose Unica ou
repetida, e aumentada até 17-30 horas em pacientes com insuficiéncia renal
(ROMANOWSKI; TALBOT; STADNYK, 1993).

A doxicicilina pode ser administrada por via intravenosa, oral, sublingual e
intragingival. Apds administracdo oral, a doxiciclina é absorvida de 90-100%. As
concentracdes plasmaticas maximas sdo atingidas dentro de 1,5 a 4 horas. Apos doses
terapéuticas normais, as concentragdes plasmaticas variando 1,5-3,6 mg/mL. A doxiciclina
liga-se a proteinas do plasma entre 23 e 93% (MCCULLOCH; BIREK, 1990).

A minociclina é outra tetraciclina de segunda geracdo que exerce efeitos
antiinflamatérios e antimicrobianos, também possuindo efeitos neuroprotetores
(YRJANHEIKKI et al., 1999), porém a doxiciclina apresenta algumas vantagens em relacéo a
minociclina, dentre elas uma menor toxicidade central quando administrada em doses mais
altas (SMITH; LEYDEN, 2005).

A absorcdo da minociclina, € 95%, principalmente no estdmago, duodeno e jejuno.
Sua absorcdo é reduzida por ferro e antiacidos contendo célcio e magnésio. A minociclina
possui uma variedade de metabdlitos. Suas concentraces plasmaticas sdo atingidas dentro de
2h. A minociclina liga-se a proteinas de ligacdo é de 76% (ROMANOWSKI; TALBOT,;
STADNYK, 1993).

Geralmente, as tetraciclinas ndo podem ser utilizadas em pacientes com doenca renal
ou insuficiéncia renal, mas se o seu uso é indispensavel, a melhor escolha da classe é a
doxiciclina e a minociclina, por serem as Unicas que sdo excretadas em menor grau pelos rins.
Na administracdo de doxiciclina, em pacientes com disfuncdo hepatica, pode ser necessaria
uma reducdo da dose, por retardar o metabolismo hepatico do antibidtico, aumentando a
meia-vida de eliminacdo (CARSON; STROM; DUFF, 1993).

Estudo demonstra que a minociclina reduz a ativagdo da microglia induzida por LPS,
diminuindo a producéo de citocinas no SNC e os sintomas comportamentais tipo-depressivo,
por exemplo, interacdo social e anedonia (CHEN et al., 2000). Estes resultados sé&o

potencialmente importantes, pois indicam que a minociclina pode ser utilizada para reduzir a
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expressdo de citocinas no cérebro e tém um efeito benéfico sobre as respostas
comportamentais (SMITH; LEYDEN, 2005). Estes dados reforcam a ideia de que estratégias
farmacoldgicas que visam diminuir a neuroinflamacéo associado com a inibicdo da ativacao
da microglia séo importantes para melhorar a recuperacéo da doenca e reduzir a frequéncia de

complicagdes neurocomportamentais (HENRY et al., 2008).

Um estudo realizado evidenciou a reducdo da neuroinflamacdo por minociclina, pela
reversdo de comportamentos tipo-depressivos induzidos por LPS. A reducdo das citocinas
neuroinflamatdrias ndo impediu 0 comportamento de doenca induzida por LPS apds 2 a 4 hs
de administracdo da endotoxina, mas reverteu o comportamento tipo-depressivo apds 8 - 24hs
(HENRY et al., 2008).

Os efeitos neuroprotetores da minociclina residem no fato desta droga inibir a
sintetase de 6xido nitrico (iNOS), levando a reducdo dos niveis intracelulares de 6xido nitrico
(NO) (AMIN et al., 1996). Estas propriedades da minociclina sugerem um importante papel
no tratamento de desordens envolvendo dano neuronal. (YRJANHEIKKI et al., 1998, 1999;
CHEN et al., 2000; ARVIN et al., 2002; WU et al., 2002; MIYAOKA et al., 2007).

A doxiciclina é atualmente a tetraciclina mais utilizada na medicina humana e esta
incluida na Lista de Medicamentos Essenciais da Organizacdo Mundial de Saude. Dentre as
tetraciclinas disponiveis, a doxiciclina ¢ a que possui um histérico maior de seguranca
comparado com as drogas da mesma classe, devido possuir uma menor afinidade pelo célcio,
0 tempo de semi-vida permite a administragdo uma vez ou duas vezes por dia e um baixo

custo econdmico.

Outras vantagens farmacoldgicas sobre os compostos da mesma classe, incluem uma
maior biodisponibilidade oral, a penetracdo do tecido reforcado e atividade melhorada contra
bactérias gram-positivas (AGWUH; MACGOWAN, 2006). A doxiciclina é eliminada
inalterada através do trato gastrointestinal e da urina, pela auséncia de metabolitos. Os efeitos
adversos sdo raros, e incluem principalmente os distdrbios gastrointestinais, tais como
nauseas e vomitos. Em criancgas, a doxiciclina também pode causar a coloracdo dos dentes,
embora este problema ndo seja tdo comum como com outras tetraciclinas (BRYSKIER, 2005;
AGWUH; MACGOWAN, 2006).
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Estudos realizados indicam o uso da doxiciclina na regulacdo de citocinas proé-
inflamatdrias e quimiocinas, sugerindo a sua utilidade para o tratamento de inflamacao
induzida por exposicdo de agentes bacterianos. O uso de doxiciclina oferece uma vantagem
adicional de proporcionar tanto efeitos antimicrobianos e anti-inflamatorios (KRAKAUER,;
BUCKLEY, 2003).

O mecanismo anti-inflamatério da doxiciclina pode envolver a inibicdo de mediadores
do processo inflamatorio, tais como interleucinas e prostaglandinas, a inibi¢do da atividade de
INOS e atividade antioxidante (RIAZI et al., 2008). Foi demonstrado que a inflamag&o
periférica aumenta a ativacdo da microglia por mediadores inflamatdrios, e a inibicdo desta

ativacdo é conhecido em um dos mecanismos da doxicicilina (SWEITZER et al., 1999).

A doxiciclina tem sido testada quanto a seus efeitos neuroprotetores em doengas como
o mal de Parkinson, seu efeito neuroprotetor sobre os neurbnios dopaminérgicos foi
confirmado in vivo, no modelo animal tratado com MPTP na doenca de Parkinson. A
degeneragdo dos neurdnios nigrais induzida por MPTP foi atenuada pelo co-tratamento com
doxiciclina (KIM et al., 2007). Também tem sido observado o efeito protetor da doxiciclina
em doencas de acidente vascular cerebral, devido principalmente pela inibicdo da ativacdo da
micrdglia (LAI; TODD, 2006).

A doxiciclina inibe a sintese de 6xido nitrico, esta atividade é uma outra via possivel,
pelo qual as tetraciclinas podem funcionar como compostos anti-inflamatérios. Os dados
sugerem que a inibicdo direta da liberacdo de nitrato é o principal mecanismo da atividade
anti-inflamatoria de doxiciclina no choque séptico (D’AGOSTINO et al., 1998).

A doxiciclina foi relatada para regulacdo das MMPs, através de um mecanismo que é
distinto de sua atividade antibidtica (WEBSTER et al., 1994; SOLOMON et al., 2000;
SOORY, 2008). A doxiciclina pode suprimir a indu¢cdo de MMP-3 e, assim, proporcionar
uma acao neuroprotetora por meio de dois mecanismos anti-apoptoticos e anti-inflamatérios.
A doxiciclina tem um elevado indice de penetracdo no cérebro e no liquido cefalorraquidiano,
ou seja, um pré-requisito para uma droga agir no SNC (ANDERSON; ALESTIG, 1976;
ZHANG et al., 2009).
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Baseado em todas as evidéncias relatadas nos estudos citados da minociclina e na agéo
anti-inflamatoria da doxiciclina, a qual nunca foi estudada em um modelo de depresséo,
reforca a ideia de que estratégias farmacologicas que visam diminuir a neuroinflamacéo
associado a ativacdo da microglia sdo importantes para prevenir e reverter os comportamentos

tipo-depressivos, reduzindo a frequéncia de complicagdes neurocomportamentais.
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2 PERGUNTAS DE PARTIDA

1. A doxiciclina pode prevenir o comportamento tipo-depressdo em animais submetidos

ao modelo de depressdo por administracdo sistémica de Lipopolissarideo (LPS)?

2. A doxiciclina possui efeitos terapéuticos em comportamentos depressivos induzidos
pela administracdo sistémica de Lipopolissarideo (LPS)?
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3 HIPOTESES

1. A doxiciclina apresenta efeitos preventivos e/ou terapéuticos contra comportamentos
tipo-depressédo, baseado no fato de que a minociclina droga da mesma classe e com

mais efeitos colaterais esta sendo pesquisada como adjuvante no tratamento de
transtornos mentais.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Determinar os possiveis efeitos preventivos e/ou terapéuticos da doxiciclina em
animais adultos submetidos ao modelo de depressdo por desafio imune induzido por LPS,
com o intuito de contribuir para um maior conhecimento da fisiopatologia e tratamento da

depressao.

4.2 Objetivos especificos

1. Avaliar as alteracbes comportamentais em animais submetidos ao modelo de
comportamento depressivo induzido por LPS e tratados com doxiciclina (nas doses de 25mg e
50 mg) utilizando os testes de campo aberto e nado forgado;

2. Avaliar os niveis de citocinas interleucina 1-p e TNF-a desencadeados por animais
com comportamentos depressivos induzido por LPS e tratados com doxiciclina (nas doses de
25mg e 50 mg) nas areas cerebrais cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado e a nivel de

sangue periférico;

3. Avaliar os niveis de nitrito nas areas cerebrais (cértex pré-frontal, corpo estriado e
pré-frontal) em animais com comportamento depressivo induzido por LPS e tratados com
doxiciclina (nas doses de 25mg e 50 mg).
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5 CAPITULO 1

Efeitos da doxiciclina no comportamento depressivo em camundongos ap0s

administracao de lipopolissacarideo (LPS)

Effects of doxycycline on depressive-like behavior in mice after lipopolysaccharide
(LPS) administration
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Resumo

A depressdo € um dos transtornos psiquiatricos mais prevalentes. Evidéncias reconheceram a
ativacdo do sistema imune inato e resposta inflamatoria com a producdo aumentada de
interleucina IL-13 ¢ TNF-a como um dos mecanismos subjacentes a depressdo. Assim, com
base nas propriedades anti-inflamatérias e anti-oxidante da doxiciclina (DOXI) e supondo que
esta droga tem menos efeitos colaterais e um melhor perfil farmacocinético, quando
comparada com outra tetraciclina, a nossa hipotese é a de que este medicamento pode ter
efeitos anti-depressivos, utilizando o modelo da depressdo induzida por LPS. Para avaliar a
capacidade DOXI na prevencao ou reversdao da depressao um comportamento semelhante ao
induzido pela administracdo sistémica de LPS de 0,5 mg / kg ip, Doxi foi administrado 30
minutos antes de LPS (protocolo de prevencdo) ou 1,5 e 23,5 horas apos a LPS (protocolo de
reversdo). A imipramina foi utilizado como um anti-depressivo padrédo sob os mesmos
protocolos. A administracdo de LPS aumentou significativamente o tempo de imobilidade no
teste de nado forcado (FST), em comparacdo com os controles de 24 h apds a administracao
de endotoxina, ao passo que doxi, em doses de 25 e 50 mg / kg, ip bem como a imipramina
(IMI-10 mg / kg, ip) foi capaz de prevenir e reverter as alteragcdes no tempo de imobilidade
induzida pela endotoxina. A andlise dos niveis de citocinas (IL-1p e TNF-a) revelou um
aumento na producéo de IL-1p 24 h apds a administragao de LPS, em areas putativas cérebro,
que foi prevenido e invertido pela administracdo de doxi e IMI. N&o foi observada alteracao
nos niveis de TNF-o. Doxi e IMI também evitaram e reverteram a diminui¢do do teor de
nitrito induzida por LPS. Com base nos resultados do presente estudo sugere-se que existe um
efeito antidepressivo da doxi comparavel a IMI.

Palavras-chave: Lipopolissacarideo, Depressdo, Comportamento depressivo, Doxiciclina.
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antioxidant properties. Preliminary evidence indicates that minocycline has antidepressant properties. Doxycycline (DOXY)
has favorable pharmacokinetic and safety profiles when compared to other tetracycline congeners. The antidepressant activity
of DOXY has not been adequately investigated. This study evaluated the effects of DOXY (25 and 50 mg/kg, i.p.) on LPS-
induced (0.5 mg/kg, i.p.) depressive-like behavior. Doxycycline was administered 30 min before LPS (pre-LPS) or 1.5 and

Keywords: 23.5 h following LPS (post-LPS) administration in mice. LPS-treated animals pre-sented an increase in immobility time in the
Ef;‘;:gj:cma”de forced swimming test (FST) when compared to controls 24 h after endotoxin administration. Similarly to imipramine (IMI-10
Doxycycline mg/kg, i.p.), DOXY at both doses pre-vented and reversed LPS-induced alterations in the FST. IL-1b content was increased
Neuroinflammation 24 h after LPS administration in striatum, hippocampus and prefrontal cortex. IMI and DOXY prevented and reversed LPS-
Oxidative stress induced increase in IL-1b. IMI and DOXY also prevented and reversed LPS-induced alterations in nitrite content and

oxidative stress parameters (lipid peroxidation and reduced glutathione levels). Both DOXY and IMI prevented LPS-induced
decrease in hippocampal BDNF levels. Taken together, our results demonstrate that DOXY is comparable to IMI in effectively
ameliorate LPS-induced depressive-like behavior, providing a rationale for testing DOXY’s antidepressant efficacy in humans.
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with available antidepressants usually take 6e8 weeks to emerge ( Uher et al.,
2011) and only 30e45% of patients ultimately achieve remission following a
single antidepressant trial ( Carvalho et al., 2009).

The vast majority of available antidepressant medications enhance or
otherwise modulate monoaminergic neurotransmission ( Li et al., 2012). The
identification of novel neurobiological targets for MDD is a research priority
with the hope that these efforts would lead to the discovery of more effective
and/or faster acting antide-pressants ( Machado-Vieira et al., 2009; Rizvi and
Kennedy, 2011). In this regard, converging evidence indicate that disrupted
neuro-plasticity plays a critical role in MDD pathophysiology ( Ota and
Duman, 2012). For example, lower levels of neurothophins (for example,
brain-derived neurotrophic factor e BDNF) have been observed in the brain
and serum of individuals with MDD when compared to healthy controls ( Sen
et al, 2008; Yu and Chen, 2011). Furthermore, the up-regulation of
hippocampal BDNF signaling mediates the action of standard antidepressants
('Schmidt and Duman, 2007; Zhang et al., 2010).

Several lines of evidence indicate that an increase in oxidative and
nitrosative stress (O&NS) is implicated in MDD pathophysi-ology ( Maes et
al., 2011a). Increased levels of reactive oxygen spe-cies (ROS) and reactive
nitrogen species in MDD, including peroxide ( Maes et al., 2010) and NO (
Suzuki et al.,, 2001; Dhir and Kulkarni, 2011) have been reported.
Furthermore, altered levels of antioxi-dant defenses, such as glutathione
(GSH) in the postmortem MDD brain has been demonstrated ( Gawryluk et
al., 2011). Accordingly, O&NS mechanisms have been proposed as targets
for novel anti-depressants ( Lee et al., 2012).

Converging lines of evidences suggest that depression is accompanied by
activation of immuno-inflammatory pathways ( Maes et al., 1993; Maes,
1995; Seidel et al., 1995; Sluzewska et al., 1996). Accordingly, serum levels
of inflammatory cytokines, for example, tumor necrosis factor alpha (TNFa),
interleukin-6 (IL-6), and IL-1 beta (IL-1b), are elevated in subjects with
MDD ( Seidel et al., 1995; Sluzewska et al., 1996; Maes, 2008; Dowlati et
al., 2010; Hannestad et al., 2011). The reason why this occurs is un-clear, but
some evidences suggest that pathways between negative moods and
inflammation are bi-directional because negative moods activate peripheral
physiologic mechanisms that result in an up regulation of systemic levels of
inflammation and conversely, peripheral inflammatory mediators signal the
brain to affect behavioral, affective and cognitive changes that are consistent
with symptoms of major depressive disorder ( Messay et al., 2012). Indeed,
recent evidences point towards increased IgM and IgA re-sponses directed
against lipopolysacharide (LPS) from gram nega-tive gut commensals in
patients with chronic depression ( Maes et al., 2012a) what shows that
intestinal mucosal dysfunction, characterized by an increased translocation of
gram-negative bac-teria (leaky gut), plays a role in the inflammatory
pathophysiology of depression ( Maes et al., 2008).

These experimental observations in humans parallels preclinical
developments on this field ( Dunn et al., 2005). Accordingly, the systemic
administration of LPS causes time-dependent behavioral alterations: sickness
behavior is evident approximately 2 h following LPS administration (i.e.,
along with the peak release of cytokines) ( Huang et al., 2008), while
depressive-like behavior is observed 24 h after LPS challenge (i.e., after the
initial cytokine peak ( Painsipp et al., 2011; Custodio et al., 2013), and is a
proposed an-imal model of depressive-like behavior ( Ohgi et al., 2013).
Furthermore, toll-like receptor-4 (TLR-4) signaling pathway is activated in
mice prefrontal cortex (PFC) after repeated restraint/ acoustic stress exposure
being responsible for triggering neuro-inflammation at PFC level and
regulating gut barrier function/ permeability ( Garate et al., 2013), what
brings preclinical evidences

for the leaky gut syndrome in depression. In addition, repeated and chronic
LPS administration has been suggested as an animal model of chronic
(anhedonic) depression ( Kubera et al., 2013).

At present, conventional anti-inflammatory drugs, such as aspirin (
Mendlewicz et al., 2006), celecoxib ( Muller et al., 2006) and etanercept (
Tyring et al., 2006) have been tested with results sug-gesting antidepressant
effects in adults with MDD. Therefore, normalization of activated
inflammation pathways (i.e., activated microglia) may be a novel mechanism
for antidepressant action. In line with this premise, the tetracycline
minocycline  has  powerful  anti-inflammatory,  antioxidant  and
neuroprotective/neurotrophic effects and accordingly has been proposed as a
candidate multi-modal (i.e., pleiotropic) antidepressant ( Pae et al., 2008;
Soczynska et al., 2012). The antidepressant properties of minocycline has
been broadly supported by preclinical studies ( Soczynska et al., 2012).
Importantly, minocycline (50 mg/kg) attenuates LPS-induced depressive-like
behavior at a time sickness behavior is no longer present ( O’Connor et al.,
2009).

Doxycycline  (6-Deoxy-5-hydroxytetracycline), another tetracy-cline
antibiotic compound, is a broad-spectrum antibiotic widely used for infections
caused by both gram-negative and gram-positive microorganisms ( Cunha et
al., 1982). Preliminary evi-dences indicate that DOXY may also exert anti-
inflammatory ( Yrjanheikki et al., 1998) and antioxidant ( Nogueira et al.,
2011) properties in the central nervous system. Doxycycline is the most
frequently used tetracycline in medicine and is included in the List of
Essential Medicines of the World Health Organization ( Perez- Trallero and
lglesias, 2003). Doxycycline is a long-acting, second-generation tetracycline
which is absorbed rapidly and penetrates well into the brain ( Yim et
al.,1985). Furthermore, DOXY: (i) present the least affinity for calcium; (ii) is
devoid of effects in the intestinal flora, due to its almost complete absorption
and (iii) is inexpensive ( Cunha et al., 1982). Finally, a previous systematic
review reported that DOXY induces fewer adverse events than minocycline (
Smith and Leyden, 2005).

Thus, based on the anti-inflammatory and antioxidant effects of DOXY
and its more favorable pharmacokinetic and safety profile when compared to
other tetracycline congeners, we decided to test the possible effects of this
compound on LPS-induced depressive-like behavior in mice. Furthermore,
we assessed whether the possible antidepressant-like effects of this compound
is associated with alterations in IL-1b, TNF-a and BDNF levels, as well as
changes on oxidative stress parameters (i.e., lipid peroxidation and GSH
levels) in discrete areas of the mice brain following an immune challenge
with LPS.

2. Materials and methods
2.1. Drugs

Lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli, strain 055:B5
(SigmaeAldrich Corp., St Louis, USA), doxycycline (DOXY; Sigmae
Aldrich Corp., St Louis, USA) and imipramine (IMI; SigmaeAldrich Corp.,
St Louis, USA) were used. The drugs were made up freshly for the study. All
other chemicals used were of analytical grade.

2.2. Animals

The experiments were performed in male Swiss mice (weight-ing: 20e30
g) obtained from the Animal House of Federal Uni-versity of Ceard. The
animals were housed 10 per cage in standard polycarbonate cages (42 _20.5 _
20 c¢cm) and standard environ-mental conditions (22 _ 1 “C; humidity 60 _ 5%;
reversed 12-h light/dark cycle with lights on at 19:00) with access to food
(FRI-LAB Rat II, FRI-Ribe) and water ad libitum. All experimental
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procedures were conducted between 8:00 and 14:00 h and were carried out in
accordance with the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (
NIH, 2011) and the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA).
This research protocol was approved by the local ethical committee of Federal
University of Ceara.

2.3. Experimental design

Mice were randomly divided into nine experimental groups of sixteen
animals each. For the pretreatment paradigm, DOXY (25 or 50 mg/kg), IMI
(10 mg/kg) or saline (endotoxin-free) were admin-istered intraperitoneally to
the animals 30 min prior to LPS (0.5 mg/ kg, i.p.) administration. For the
posttreatment protocol, separate animals received LPS (0.5 mg/kg, i.p.)
followed by treatment with DOXY (25 or 50 mg/kg, i.p.), IMI (10 mg/kg, i.p)
or saline either 1.5 or 23.5 h after LPS administration. The doses of DOXY
were selected based on preclinical studies evaluating its neuroprotective effect
( Nogueira et al., 2011). The IMI dose was selected from previous literature
evaluating its antidepressant-like effects in mice ( Feng et al., 2012;
Berrocoso et al., 2013).

Behavioral determinations were performed in both situations (pre- and
posttreatment) 24 h after LPS administration, a period in which the
occurrence of depressive-like behavior is observed ( Dantzer et al., 2008; Park
et al., 2011; Ohgi et al., 2013). To avoid the potential influence of behavioral
testing on cytokine levels, cytokine assessment and behavioral testing were
performed on different animals ( Bossu et al., 2012). Since we did not find
evidence of a doseeresponse effect for DOXY on behavioral and some
neurochemical assessments (cytokines and nitrite content), the analyses of
BDNF and oxidative stress markers (GSH and thio-barbituric acid reactive
species) were conducted only with the higher DOXY dose (50 mg/kg).

The animals used for neurochemical determinations were killed by
cervical dislocation. The brain areas dissected were: the pre-frontal cortex
(PFC), hippocampus (HC) and striatum (ST). All bio-logical material was
immediately stored at _70 “C until assay. A schematic overview of the
experimental design is depicted in Fig. 1.

Pretreatment protocol (Pre-LPS)

Doxycycline 25 or S0 mg/kg

Imipramine 10 mg/kg | |
l | Time
3

Behavioral and Neurochemical Determinations

Posttreatment protocol (Post-LPS)

Doxycycline 25 or 50 mg/kg

| Imipramine 10 mg/kg

15and235h 24h

|

Behavioral and Neurochemical Determinations

Time

Fig. 1. Schematic overview of the experimental design.
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2.4. Behavioral determinations

2.4.1. Forced swimming test (FST)

Mice were individually placed into an acrylic cylinder (25 cm
height, 10 cm diameter) containing 8 cm of water maintained at 22e24
“C. After a 1 min habituation period, the immobility time (sec) of the
animals was rated for a further 5-min time. Immobility was defined as
the absence of active, escape-oriented behaviors, such as swimming,
jumping, rearing, sniffing, or diving ( Porsolt et al., 1978). Any mouse
appearing to have difficulty keeping its head above water was removed
from the cylinder and excluded from analysis. This procedure has been
validated in our laboratory by demonstrating that IMI treatment (10
mag/kg, i.p.) significantly decreases immobility time. In this study, two
experienced raters who were blind to the treatment group independently
assessed mice behaviors.

2.4.2. Open field test (OFT)

The open field arena was made of acrylic (30 _ 30 _ 15 cm) with
transparent walls and a black floor, divided into nine squares of equal
areas. The open field was used to evaluate the exploratory activity of the
animal during 5 min ( Archer, 1973). The observed parameter was the
number of squares crossed by the animal.

2.5. Neurochemical determinations

2.5.1. Immunoassays for IL1-b, TNF-a and BDNF

The brain areas, PFC, HC and ST were homogenized in 8 volumes
of PBS buffer with protease (EMD Biosciences) and phosphatase
(SigmaeAldrich) inhibitors and centrifuged (10,000 rpm, 5 min).
Plasma was used without dilution. The concentration of the cyto-kines
in 50 mL samples was determined by immunoenzymatic assay e
ELISA (R&D systems, Minneapolis, MN, USA) according to the
manufacturer’s protocol and expressed in pg/g tissue.

2.5.2. Nitrite assay

This determination was based on the method described by Green et
al. ( Green et al., 1982). The assay was based on Griess reaction to
determine the production of NO. Briefly, 100 ml of the supernatant was
incubated with 100 ml of the Griess reagent, which consisted of equal
parts (1:1:1:1) of 1% sulfanilamide dis-solved in 1% H3POg4, 0.1% N-
(1-naphthyl)-thylenediamine dihydro-chloride and distilled water at
room temperature for 10 min. The absorbance was measured at 560 nm
in a microplate reader. Nitrite content was determined from a standard
nitrite curve generated by using NaNO> (ranging from 0.75 to 100 mM)
as standard and was expressed as mM/mg tissue.

2.5.3. Determination of reduced glutathione (GSH) levels

Reduced glutathione levels were evaluated to estimate endog-enous
defenses against oxidative stress. The method was based on Ellman’s
reagent (DTNB) reaction with free thiol groups ( Ellman, 1959). The
brain areas were diluted in EDTA 0.02 M buffer (10% w/v) and added
to a 50% trichloroacetic acid solution. After centrifugation (3000
rpm/15 min), the supernatant of the homog-enate was collected and
mixed with 0.4 M triseHCI buffer, pH 8.9 and 0.01 M 5,5-dithiobis (2-
nitrobenzoic acid (DTNB)). The resul-tant yellow color was
immediately read at 412 nm using a spec-trophotometer (Beckman
coulter UV/Visible). Results were calculated based on a standard
glutathione curve and expressed as ng of GSH/g wet tissue.

2.5.4. Thiobarbituric acid reactive species (TBARS) levels
Lipid peroxides formation was analyzed by measuring the
thiobarbituric-acid reacting substances (TBARS) in the
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homogenates ( Draper et al., 1993) as an index of ROS production. The
samples were mixed with 1 ml of trichloroacetic acid 10% (TCA) and 1 ml of
thiobarbituric acid 0.67% (TBA), then heated in a boiling water bath for 15
min and immediately kept cold in a bath of ice. Lipid peroxidation was
assessed by the absorbance at 532 nm and expressed as mmol of
malonaldehyde (MDA)/g tissue.

2.6. Statistical analyses

All data are presented as mean _ S.E.M. (standard errors of the mean) and
compared by one-way ANOVA with Student-Newman-Keuls as post hoc test.
The significance level was set at p _ 0.05. The statistical program used was
GraphPad Prism 5.0 Version for Windows, GraphPad Software (San Diego,
CA, USA).

3. Results

3.1. Effect of pre- and posttreatment with doxycycline on LPS-induced
depressive-like behavior

As expected, LPS administration (0.5 mg/kg, i.p.) significantly increased
immobility time in the FST when compared to control animals, while DOXY
(at both doses) and IMI prevented [F(4,38) ¥4 39.56, P < 0.001] and reversed
[F(4,35) ¥a 18.75, P < 0.01] LPS-induced immobility ( Fig. 2A and C).
Noteworthy, DOXY, simi-larly to IMI, when administered pre- and post-LPS
treatment significantly decreased immobility time when compared to control
animals, thereby indicating an antidepressant-like effect. The re-sults showed
that 24 h post-LPS administration, the locomotor activity remained unaltered.
The same pattern of activity was
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observed in animals pre- and posttreated with doxy and post-treated with IMI.
Only pre-treatment with IMI increased locomotor activity when compared to
control and LPS-treated mice [F(4,38) ¥4 8.288, P < 0.001] ( Fig. 2B and D).

3.2. Pre- and posttreatment with doxycycline restored central
alterations in IL-1b levels induced by LPS

Because LPS-induced changes in behavior are dependent on the induction
of brain pro-inflammatory cytokines, the levels of IL-1b and TNF-a were
analyzed. LPS administration promoted a significant increase in IL-1b levels
when compared to control mice that was prevented ( Fig. 3A) and reversed (
Fig. 3B) by DOXY (25 and 50 mg/ kg) and IMI in the ST (Pretreatment:
[F(4,36) ¥ 28.65, P < 0.001]; Posttreatment: [F(4,37) ¥4 32.67, P < 0.001]),
HC (Pretreatment: [F(4,37) ¥ 8.507, P < 0.001]; Posttreatment: [F(4,36) ¥4
16.81, P < 0.001]) and PFC (Pretreatment: [F(4,37) ¥4 22.87, P < 0.001];
Posttreatment: [F(4,36) % 25.18, P < 0.001]). On the other hand, no
significant alterations were observed in TNF-a levels among the experimental
groups and brain areas evaluated (data available upon request).

3.3. Pre- and posttreatment with doxycycline corrected the changes in nitrite
content induced by LPS in mice brain

To assess the involvement of nitric oxide pathway in DOXYeffects
against LPS-induced depressive-like behavior, nitrite levels (an in-direct
measure of nitric oxide production) were determined. Sys-temic LPS
administration significantly decreased nitrite levels in the HC and PFC of
mice when compared to controls. Doxycycline (25 and
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Fig. 2. Immobility time (s) in the forced swimming test (FST) and number of crossings in the open field test (OFT) of animals (6e10/group) pre-treated (A and B) and post-treated (C and D) with
DOXY (25 and 50 mg/kg, i.p.) and IMI (10 mg/kg, i.p.), before and after LPS. #’*P < 0.05 vs control and LPS, respectively.
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Fig. 3. IL-1b levels in the striatum, hippocampus and prefrontal cortex of animals (6e10/group)
pre-treated (A) and post-treated (B) with DOXY (25 and 50 mg/kg, i.p.) and IMI (10 mg/kg,

i.p.), before and after LPS. #’*P < 0.05 vs control and LPS, respectively.

50 mg/kg), similarly to IMI, prevented and reversed LPS-induced decrease in
nitrite content. In the ST, LPS caused a non-significant decrease in nitrite
levels. Doxycycline and IMI were able to signifi-cantly prevent and reverse
this decrease Striatum: Pretreatment e [F(4,36) % 14.38, P < 0.01];
Posttreatment: [F(4,36) Y2 2.84, P < 0.05]; Hippocampus: Pretreatment e
[F(4,36) ¥4 6.908, P < 0.05]; Post-treatment: [F(4,36) ¥4 7.868, P < 0.05];
Prefrontal: Pretreatment e [F(4,36) ¥ 13.12, P < 0.05]; Posttreatment:
[F(4,36) ¥29.879, P < 0.05] ( Fig. 4A and B).

3.4. Doxycycline increased hippocampal BDNF

The pre-administration of both drugs (DOXY and IMI) increased BDNF
levels when compared to controls and LPS-treated animals [F(4,36) ¥ 9.658,
P < 0.05]. Conversely, the analyses of BDNF levels 24 h after LPS
administration as well as in animals treated with DOXY 50 mg/kg and IMI
and submitted to the posttreatment pro-tocol showed no significant alterations
when compared to control animals ( Fig. 5).

3.5. Effect of pre- and posttreatment with doxycycline on LPS-induced
alterations in oxidative stress parameters

Fig. 6A shows that in all brain areas studied 24 h after LPS
administration there was a significant decrease in GSH content when
compared to control animals. Pretreatment with DOXY and IMI was able to
prevent LPS-induced decrease in GSH levels in the ST [F(3,25) ¥4 21.78, P <
0.001]. Only pretreatment with IMI pre-vented the alterations in GSH levels
in the HC [F(3,22) ¥4 19.96,

Striatum  Hippocampus  Prefrontal

Fig. 4. Determination of nitrite levels in the striatum, hippocampus and prefrontal cortex of
animals (6e10/group) pre-treated (A) and post-treated (B) with doxycycline 25 and 50 mg and
imipramine 10 mg, before and after LPS.

P < 0.001]. In the posttreatment protocol ( Fig. 6B), both DOXY and IMI
reversed LPS-induced alterations in GSH levels in the ST [F(3,23) ¥4 6.46, P
< 0.01] and HC [F(3,27) ¥4 20.23, P < 0.0001]. In the PFC, DOXY, but not
IMI reversed LPS-induced decreases in GSH content [F(3,24) ¥4 10.99, P <
0.0001].

Lipid peroxidation, evaluated here by alterations in TBARS levels
increased in all brain areas studies and in both protocols
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Fig. 5. Determination of BDNF levels in the hippocampus of animals (6e10/group) pre-treated
(Doxy p LPS and IMI 10 p LPS) and post-treated (LPS p Doxy 50 and LPS p IMI 10) with
doxycycline 50 mg/kg and imipramine 10 mg/kg, before and after LPS. #’*P < 0.05 vs control
and LPS, respectively.
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1004 The present study is the first to demonstrate that the second-generation
tetracycline, DOXY, similarly to IMI, was able to pre-vent and reverse LPS-
d = induced behavioral alterations, acknowl-edged as a putative animal model of
Striatum  Hippocampus Prefrontal depressive-like behavior ( Dantzer et al., 2008). This antidepressant-like
effect was accom-panied by the restoration of LPS-induced alterations in
B Post-LPS brain in-flammatory mediators (i.e., IL-1b) and nitrite content as well as by a
4006 restoration of oxidative stress parameters.
*
3000 * 1Saline In addition to their antimicrobial activity, tetracyclines can exert a variety
o . LPS of biological actions, including anti-inflammatory and anti-apoptotic
}.‘):é 2000 [ LPS + Doxy 50 activities, as well as inhibition of proteolysis, angiogen-esis, and tumor
DR EALPS +1IMI 10 metastasis ( Garrido-Mesa et al., 2013). These multimodal biological effects
1000 provided a rationale for the study of their neuroprotective actions ( Domercq
and Matute, 2004; Jiang et al., 2012). In previous studies, most efforts had
been devoted to minocycline ( Garrido-Mesa et al., 2013). This drug has
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Fig. 6. Reduced glutathione (GSH) content in the striatum, hippocampus and pre-frontal cortex
of animals (6e10/group) pre-treated (A) and post-treated (B) with doxycycline 25 and 50 mg/kg

and imipramine 10 mg/kg, before and after LPS. #'*P < 0.05 vs control and LPS, respectively.

(pretreatment and posttreatment) 24 h after LPS administration as compared
to control animals. In the pretreatment protocol, both DOXYand IMI
prevented LPS-induced increases in TBARS content in all three areas studied,
(ST: [F(3,30) ¥4 13.24, P < 0.001]; HC: [F(3,23) ¥ 7.012, P < 0.01]; PFC:
[F(3,30) ¥4 7.87, P < 0.05]) ( Fig. 7A).
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Fig. 7. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) levels in the striatum, hippo-campus
and prefrontal cortex of animals (6e10/group) pre-treated (A) and post-treated (B) with
doxycycline 25 and 50 mg/kg and imipramine 10 mg/kg, before and after LPS. #ap < 0,05 vs
control and LPS, respectively.

recently been found to have multiple non-microbial effects that are beneficial
in

experimental models of various diseases with an inflammatory basis, such as,
periodontitis, atherosclerosis, autoimmune disorders (for example, rheumatoid
arthritis) and inflammatory bowel dis-ease ( Garrido-Mesa et al., 2013).
Preclinical evidences broadly support a putative antidepressant-like effect for
minocycline ( Soczynska et al., 2012).

Doxycycline, in the same way that minocycline, also presents anti-
inflammatory ( Yi et al., 2011) and immunomodulatory ( Anlar et al., 2007)
activities. Indeed, depression is accompanied by acti-vation of immuno-
inflammatory pathways consisting of chronic mild inflammation and
activation of cell-mediated immunity (Th1-
like response), O&NS, secondary autoimmune reactions and neu-
roprogression ( Maes et al., 1993; Seidel et al., 1995; Sluzewska et al., 1996;
Maes et al., 2009, 2011a; Leonard and Maes, 2012; Moylan et al., 2013).
Following this line of reasoning, evidences shows that antidepressants (for
example, selective serotonin reuptake inhibitors [SSRIs]) block the effects of
inflammatory cytokines on the brain of MDD patients ( Hannestad et al.,
2011). Furthermore, the lack of clinical therapeutic benefit of these drugs was
recently associated with overall activation of the inflammatory system, for
example, the levels of IL-6 were increased in the serum of MDD patients with
a moderate degree of treatment-resistance ( Carvalho et al., 2013). In
addition, a non-steroidal anti-inflammatory drug, celecoxib when associated
with SSRIs such as sertraline was able to augment the effect of this
antidepressant in MDD ( Abbasi et al., 2012).

At the same time that antibiotics are presenting antidepressant actions (
Mineur et al., 2007), SSRIs have been presenting inter-esting effects as ‘non-
antibiotics’ against Gram-positive and Gram-negative bacteria ( Kristiansen et
al., 1986; Munoz-Bellido et al., 2000) in addition to present in vitro
antifungal properties ( Lass- Florl et al., 2001). Among the SSRIs, sertraline
was found to potentiate the activity of fluoroquinolones, presumably via
inhibi-tion of efflux pumps ( Munoz-Bellido et al., 2000). Accordingly, this
issue of drugs presenting at the same time antimicrobial, anti-inflammatory
and antidepressant activities needs to be better studied.

In our experiments, the antidepressant-like effects of DOXY and IMI
were accompanied by decreases in IL-1b levels in brain areas related to mood
regulation ( Drevets et al., 2008). Consistently, IL-1b
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seems to be a key mediator of microglial activation induced by repeated
stress. For example, genetic deletion of IL-1b abolishes microglial activation
induced by social defeat stress ( Wohleb et al., 2011). Furthermore, I1L-1b
impairs the differentiation of hippo-campal neural progenitor cells into
serotonergic neurons ( Zhang et al., 2013). Accordingly, a recent review has
found evidence that IL-1 receptor antagonists may have promise as novel
antidepres-sants ( Maes et al., 2012b).

Accumulated evidences point to an upregulation of IDO (indo-leamine
2,3-dioxygenase) by proinflammatory cytokines mainly 24 h following
systemic administration of LPS ( Dantzer et al., 2008; Sublette and
Postolache, 2012), which is concordant with the time-course when
depressive-like behavior ensues. Importantly, IDO is the initial and rate
limiting extrahepatic enzyme of the kynurenine pathway, which metabolizes
tryptophan to N-formylkynurenine and generates neurochemically active
kynurenine metabolites. Several intermediate kynurenine metabolites of this
pathway also generate free radicals which oxidative damage along with a
decrease in BDNF levels ( Maes et al., 2011b). The administration of LPS, in
turn, potently upregulates IDO expression ( Wang et al., 2010; Sublette and
Postolache, 2012). In our experimental condi-tions, 24 h following LPS
administration, we did not observe de-creases in hippocampal BDNF levels,
although pretreatment with both imipramine and doxycycline increased this
parameter compared to control and LPS-treated animals.

In our study, pre- and posttreatment with DOXY and IMI restored LPS-
induced decreases in nitrite content, an indirect measure of NO. Accordingly,
a previous report indicates that the non-selective NO synthase inhibitor NG-
nitro-L-arginine (.-NAME) increased LPS-induced sickness behavior in rats,
thereby suggesting that endogenous NO does not act as a mediator of LPS-
induced sickness behavior, but may rather have a protective role ( Ribeiro et
al., 2013). One possible explanation for the decreased nitrite levels observed
in our results is the possible role of endogenous NO in restraining the
activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis during periods of
increased cytokine and/or neuropep-tide secretion, such as during immune
stimulation ( Uribe et al., 1999; Jankord et al., 2009). Of note, a recent study
showed that patients with mood disorders exhibit decreased levels of nitrite/
nitrate in the cerebrospinal fluid indicating a more general decrease of NO
production in this disorder ( Gao et al., 2012). In addition, it was previously
demonstrated that both an excess and shortage of NO may result in
depressive-like behaviors and these effects are mediated by cAMP response
element binding protein (CREB) acti-vation ( Hu et al., 2012).

It is important to mention that in our results 24 h after LPS administration
no alterations in spontaneous locomotor activity were observed except an
increase in this parameter in the animals pretreated with DOXY. This finding
is in agreement with previous reports ( O’Connor et al., 2009; Ohgi et al.,
2013) which states that locomotor activity is decreased in mice up to 6 h after
LPS admin-istration normalizing 24 h post-LPS. The decrease in locomotor
activity is interpreted as sickness behavior that is distinct from the depressive-
like behavior that occurs 24 h after LPS ( Frenois et al., 2007). Thus in our
study we can acknowledge that the animals were showing a depressive-like
behavior, not sickness behavior.

Systemic LPS treatment promotes microglia activation with a resultant
increase in the production of ROS in brain tissues ( Chung et al., 2010;
Spulber et al., 2012). Accordingly, we found that LPS treatment promoted a
decrease in GSH along with an increase in lipid peroxidation in brain areas
related to mood regulation. Importantly, both DOXY and IMI to a large
extent prevented and reversed these alterations. These results are in
accordance to pre-viously described antioxidant effects of DOXY ( Nogueira
et al., 2011). It has been suggested that antioxidant mechanisms play a role in

antidepressant drug action ( Lee et al., 2012). We can speculate that the
observed antidepressant effect of DOXY may partly result from the
previously demonstrated microglia stabilization properties of this drug ( Cho
et al., 2009) with a corresponding decrease in IL-1b production, which in turn
may prevent and reverse IDO activation, and thereby increase 5-HT
neurotransmission. Interestingly, stan-dard antidepressants also stabilize
microglia cells following LPS stimulation ( Tynan et al., 2012). These
observations may explain why DOXY and IMI had similar behavioral and
neurochemical ef-fects in our experimental conditions, providing support that
microglia activation may be the pivotal pathophysiological event underlying
LPS-induced depressive-like effects.

A major limitation is the validity (eg, pathological) of animal models of
depression. However, the recent observation that a bolus LPS injection (0.4
ng/ml) to human subjects induced a pronounced transient increase in the
plasma levels of TNF-a, IL-1ra, IL-6, IL-10 and cortisol, followed by a
decrease in positive mood and an in-crease in state anxiety may provide
support for the LPS-induced depressive-like behavior ( Grigoleit et al., 2011;
Dunjic-Kostic et al., 2012). These and other series of observations including
recent evidence that antidepressant treatment for mood disorders may
facilitate recovery of a compromised immune response to varicella-zoster
vaccination underscores the salience of the immune-inflammatory system in
the pathophysiology and treat-ment of mood disorders ( Irwin et al., 2011).

In conclusion, our results indicate that doxycycline, similarly to
imipramine, has antidepressant effects in the LPS-induced animal model of
depression. Our findings need to be replicated in other animal models of
depression. Since DOXY is a widely used and inexpensive antibiotic with a
favorable safety profile, our data provide a rationale for the design of clinical
trials for MDD, which may repurpose the therapeutic use of DOXY either as
a sole anti-depressant or as an add-on (i.e., augmentation) treatment.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel evidenciar a acdo preventiva e
terapéutica da Doxiciclina em modelo animal de depressdo, induzida pela administracao
sisttmica de LPS. A doxiciclina administrada em animais pré e p6s LPS, mostrou-se
potencialmente capaz de prevenir e reverter as alteragdes comportamentais e neuroquimicas
produzidas pelo desafio imune com LPS. Padrdes de atividade locomotora avaliada no nado
forcado, bem como avaliada no teste do campo aberto, foram completamente revertidas pela
administragdo de doxiciclina. Além disso, ao analisar as dosagens neuroquimicas,
evidenciamos a reversdo dos niveis de citocinas (IL-1pB), tanto a nivel periférico (plasma)
quanto a nivel cerebral (cortex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo), corroborando com o0s
achados encontrados usando o controle positivo (imipramina). Observamos também a
prevencdo e/ou reversdo evitados da diminui¢do do teor de nitrito induzido por LPS. Desse
modo, podemos associar a agdo antidepressiva, anti-inflamatéria, ao antimicrobiano

doxiciclina.
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7 PERSPECTIVAS

Contribuir para a elucidacdo e o entendimento dos efeitos preventivos e terapéuticos da

doxicicilina em comportamentos tipo-depressivo desencadeados por inflamacao;

Contribuir para a fisiopatologia de comportamentos tipo-depressivo de muitas doencas

crbnicas, como a depressdo, atraves dos processos de inflamacao;

Ampliar a compreensédo das propriedades anti-inflamatdrias do antimicrobiano doxiciclina no

modelo de depressao;

Possibilitar uma nova acdo farmacoldgica ao antimicrobiano Doxiciclina, como

antidepressivo, utilizado para transtornos, como a depresséo.
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