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RESUMO

Determinacdo de alteracbes comportamentais e neuroquimicas do aprepitante no modelo
cronico de depressdo induzido pela administracdo repetida de lipopolissacarideo em
camundongos.

A depressdo € uma doenca multifatorial caracterizada por um conjunto de sintomas psicoldgicos e
fisicos, associada a altos indices de comorbidades, incapacidade e mortalidade. Os farmacos
disponiveis para o tratamento da depressdo atuam através da regulacdo da via das monoaminas
necessitando de pelo menos trés semanas de administracdo para o inicio da acdo antidepressiva.
Evidéncias mostram o envolvimento de citocinas, através da ativacdo de vias imunoldgicas centrais e
periféricas, e da translocacdo da microbiota devido ao aumento na permeabilidade intestinal na
fisiopatologia da depressdo. Baseado na hipotese das citocinas na depressdo foi desenvolvido o
modelo animal de depressdo induzido pela administracdo repetida de lipopolissacarideo (LPS). Por
meio desse modelo, é possivel determinar novos alvos terapéuticos para a depressao via regulacao de
mediadores imunoinflamatdrios. O sistema Substancia P e seu receptor NK1 estdo envolvidos na
regulacdo fisiologica da inflamacdo e do humor e seu antagonismo apresentou efeito antidepressivo
em estudos clinicos e pré-clinicos. Nosso estudo avaliou os efeitos comportamentais e neuroquimicos
de um antagonista de NK1, o aprepitante (APR), em camundongos submetidos ao modelo de
depressdo induzido pela administracdo intermitente de LPS. Para a inducdo da depressao,
camundongos fémeas Swiss receberam injecdes intraperitoneais de LPS nas doses de 750, 1000 e
1250 pg/kg cinco dias por més durante quatro meses. APR nas doses 4, 8 ¢ 24 mg/kg, foi
administrado 28 dias apds o Gltimo desafio de LPS por 14 dias. Fluoxetina (FLU) 10 mg/kg foi usada
como antidepressivo padrdo. Os animais do grupo controle receberam salina 0,9% (SAL) por 14 dias.
No décimo quarto dia, uma hora apds o ultimo tratamento, os comportamentos tipo-depressao foram
avaliados. Vinte e quatro horas depois, a anedonia foi avaliada através do teste de preferéncia pela
sacarose. Apds o Ultimo teste comportamental os animais foram eutanasiados e o cortex pré-frontal,
hipocampo e corpo estriado foram dissecados para realizago dos testes neuroquimicos. Os resultados
mostraram que o LPS induziu comportamentos depressivos. O tratamento com APR e FLU
mostraram efeito antidepressivo (revertendo a anedonia e reduzindo o tempo de imobilidade no nado
forcado) e atividade ansiolitica evidenciada no teste do campo aberto. As doses de APR 8 e 24 mg/kg
apresentaram melhor atividade antidepressiva. Quanto aos parametros moleculares observou-se
aumento na expressao de Ibal, de NFkB e dos niveis de IL1p no hipocampo. O aumento dos niveis de
IL1B hipocampal relacionou-se com a reducdo da transcricdo de RNAm de SAT1, dos niveis de
BDNF e aumento da expressdo de transcritos de IDO relacionado a diminui¢do nos niveis de
triptofano, aumento de quinurenina e de &cido quinolinico. APR, na dose 24 mg/kg, reverteu as
alteracdes comportamentais tipo depressdo e anedonia induzidas pelo LPS por mecanismos
relacionados a reducédo da ativacdo microglial e da expressao de NFkB, com consequente redugao de
citocinas inflamatorias como IFN-y e TNF-a, redu¢ao de transcritos de IDO e aumento de RNAm de
TDO e SAT1, acompanhados pela reducdo dos niveis de quinurenina e acido quinolinico no
hipocampo de camundongos. A FLU utilizada como antidepressivo padrdo ndo reverteu a ativacédo
microglial, neuroinflamacdo e a quantidade de transcritos de SAT1 desencadeados pelo LPS. Nesse
contexto, os resultados demostram que o bloqueio da via das taquicininas atenua alteracfes neuro-
inflamatorias, neurotréficas e genéticas desencadeadas pela administracdo repetida de LPS,
demonstrando um relevante alvo terapéutico para o tratamento da depresséo.

Palavras-chave: Depressdo. Lipopolissacarideo. Aprepitante. Receptores NK1.



ABSTRACT

Determination of behavioural and neurochemical changes of the aprepitant in the chronic
model of depression induced by repeated administration of lipopolysaccharide in mice.

Depression is a multifactorial disease characterized by a set of psychological and physical symptoms
associated with high rates of comorbidities, disability, and mortality. The drugs available for the
treatment of depression act by controlling the levels of monoamines and require at least 3 weeks of
administration for the initiation of antidepressant action. Recent evidence has showed the
involvement of cytokines through activation of central and peripheral immunological pathways as
well as the microbial translocation due to increased intestinal permeability (leaky gut) in the
pathophysiology of depression. Based on the hypothesis of the cytokines in the depression it was
developed the animal model of depression induced by the repeated administration of
lipopolysaccharide (LPS). Through this model it is possible to determine new therapeutic targets for
depression via regulation of immuno-inflammatory mediators. The system Substance P and its NK1
receptor is involved in the physiological regulation of inflammation and mood and its antagonism
showed antidepressant phenotype in clinical and preclinical studies. Our study evaluated the
behavioural and neurochemical effects of an antagonist of NK1, Aprepitant (Apr), in mice subjected
to the model of depression induced by the intermittent administration of LPS. For the induction of
depression, swiss female mice were injected with LPS intraperitoneally at the doses 750, 1000 and
1250 mg / kg 5 days a month for 4 months. Treatment with NK1 receptor (NK1R) antagonist,
aprepitant (APR) at doses 4, 8 and 24 mg / kg, started 28 days after the last LPS challenge and lasted
14 days. Pharmacological validation was obtained with fluoxetine (FLU) 10 mg / kg. The control
animals were treated with saline (SAL) 0.9% for 14 days. On the fourteenth day, one hour after the
last treatment, the depression like behaviors was evaluated. Twenty-four hours later, anhedonia was
evaluated using the sucrose preference test. After the last behavioral test the animals were euthanized
and the prefrontal cortex, hippocampus and striatum were dissected for the neurochemical tests. The
results showed that LPS induced depressive behavior. Treatment with APR and FLU showed
antidepressant effect (reversing anhedonia and reducing the time of immobility in forced swimming)
and anxiolytic activity evidenced in the open field test. Doses of APR 8 and 24 mg / kg showed better
antidepressant activity. In the molecular parameters, we observed an increase in Ibal, NFkB and IL1J
levels in the hippocampus. The increase in hippocampal IL1f levels was related to the reduction of
SAT1 mRNA transcription, BDNF levels and increased IDO transcript expression related to decrease
in tryptophan, kynurenine, and quinolinic acid levels. APR, at 24 mg / kg, reversed the behavioral
changes induced by LPS through mechanisms related to the reduction of microglial activation and
NF«B expression, with consequent reduction of inflammatory cytokines such as IFN-y and TNF-a,
reduction of IDO transcripts and increase of TDO and SAT1 mRNA, accompanied by the reduction
of the levels of kynurenine and quinolinic acid levels in the hippocampus of mice. The FLU used as
the standard antidepressant did not reverse the microglial activation, neuroinflammation and the
amount of SAT1 transcripts triggered by LPS. In this context, the results show that blockade of the
tachykinin pathway attenuates neuro-inflammatory, neurotrophic and genetic alterations triggered by
repeated administration of LPS demonstrating a relevant therapeutic target for the treatment of
depression.

Keywords: Depression. Lipopolysaccharide. Aprepitant. NK1 receptors.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da depressao
Os transtornos de humor podem ser unipolares ou bipolares, sendo a depressdo unipolar o

principal desses transtornos. A depressdo foi descrita primeiramente por Hipocrates no século V a.C,
segundo o qual o estado emocional do individuo dependia do equilibrio entre quatro humores: sangue,
fleuma, bile amarela e bile escura. Um excesso de bile escura causaria a depresséo, o que explica o
uso do termo melancholia (bile escura), na Grécia antiga, referindo-se a depressdao (KANDEL et al.,
2000).

Atualmente, entende-se que a depressdo € uma doenca multifatorial caracterizada por um
conjunto de sintomas psicoldgicos e fisicos, associada a altos indices de comorbidades, incapacitacdo
e mortalidade, que atinge cerca de 350 milhdes de pessoas em todo 0 mundo (BROMET et al., 2011).
A perda do prazer em realizar atividades normais da vida diaria, sintoma conhecido como anedonia,
juntamente com baixa autoestima, irritabilidade, sentimento de desesperanca, inutilidade e culpa
aparece entre os critérios para o diagnéstico da depressdo. A coexisténcia de outras afeccbes
psiquiatricas junto & depressdo apresenta grande impacto na evolucdo da doenga, resultando em
recuperacdo tardia, aumento no risco de recaidas, incapacidades e tentativas de suicidio (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014).

A depressdo também apresenta-se como fator de risco para o desenvolvimento de graves
comorbidades clinicas, elevando os indices de incapacitacdo funcional nos pacientes. Diversos
estudos relacionam a depressdo ao desenvolvimento de doengas graves como epilepsia, diabetes,
neoplasias, doenca de Alzheimer, distarbios cardiovasculares e transtornos de ansiedade
(CARVALHO et al., 2014; HESDORFFER et al., 2000; NOUWEN; LLOYD; POUWER, 2009;
PENNINX et al., 1998).

Segundo a organizacdo mundial de saude, o nimero estimado de pessoas com depressédo
aumentou em 18,4% entre os anos de 2005 a 2015, isso reflete o crescimento geral da populagdo
global, bem como um aumento proporcional nas faixas etarias em que a depressdo € mais prevalente
(WHO, 2015). Embora a auséncia de informacao direta sobre a prevaléncia da depressdo na maioria
dos paises dificulte a realizacdo de um panorama mundial preciso, dados epidemioldgicos de estudos

transnacionais mostram uma grande variabilidade nas taxas de prevaléncia (2.2% no Japéo a 10.4%
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no Brasil) e um risco de 2:1 para mulheres desenvolverem depressdo em relacdo aos homens
(BROMET et al., 2011).

Quando considerado um periodo de 12 meses seguidos, o Brasil lidera, entre 0s paises em
desenvolvimento, o ranking mundial de prevaléncia da depressdo: 18% da populacdo, em um estudo
realizado pelo Instituto de Psiquiatria da Universidade de Sdo Paulo que avaliou a prevaléncia de
disturbios psiquiatricos na regido metropolitana da cidade, baseado em 5.037 entrevistas (PROJETO
SAO PAULO MEGACITY, 2012). Quanto ao estado do Cear4, tendo como base sua populacio no
ano de 2007 (8.185.286 habitantes), um estudo epidemioldgico apontou 15% de portadores de
transtorno depressivo, sendo 50% portadores de transtorno recorrente e 33% portadores com
evolucao refrataria (OLIVEIRA, 2010).

Infelizmente, ndo ha um equilibrio entre taxa de incidéncia e o acesso ao tratamento
eficaz. Estima-se que menos da metade dos individuos afetados em todo o mundo (em alguns paises,
menos de 10%) recebam o tratamento. Algumas das barreiras encontradas sdo a auséncia de recursos
e profissionais de saude capacitados, erros no diagndstico e o estigma social enfrentado pelos
portadores de desordens mentais (WORLD FEDERATION FOR MENTAL HEALTH, 2012).

Somado a esse quadro, sabe-se que os farmacos antidepressivos de primeira escolha para
o tratamento (por exemplo, os Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Serotonina - 0os ISRS) tém
falhado em alcancar a remissdo dos sintomas da doenca em alguns pacientes (CONNOLLY; THASE,
2012; RUSH et al., 2006) e necessitam de pelo menos trés semanas de administragdo para o inicio da
atividade antidepressiva em grande propor¢do dos pacientes. Estima-se, ainda, que entre 30% a 40%
dos pacientes ndo experimentam melhora significativa mesmo depois de um tratamento prolongado
(MARKS; PAE; PATKAR, 2008), o que ativa a busca para novos farmacos no tratamento da

depresséo.

1.2 Etiopatogenia da depressao
Diferentes estudos epidemioldgicos demonstram um importante papel dos fatores

ambientais, principalmente os eventos estressantes da vida, na etiologia da depresséo (CHOPRA,
KUMAR; KUHAD, 2011). Porém, por ser uma doenca de natureza heterogénea, a depressao possui
etiologia complexa e ndo completamente definida. Diversos modelos, relacionados tanto a psicologia
cognitiva quanto as bases neurobioldgicas sugerem mecanismos implicados, respectivamente, a

psicopatologia e a fisiopatologia da depressdo. E estudos aprofundados, tendo por base esses modelos,
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revelam alteracdes funcionais em sistemas e regides cerebrais especificos unindo os conhecimentos
da psicologia aos da neurobiologia (BELZUNG; WILLNER; PHILIPPOT, 2015).

Entre as principais alteracBes neuroldgicas/neuroanatdmicas, evidenciadas em humanos,
possivelmente relacionadas a etiologia da depressdo estdo: a reducdo da proliferacdo celular no giro
dentado hipocampal (GOULD et al., 2000), atrofia e perda de neur6nios da regido do Corno de Amon
3 (CA3) do hipocampo (MCEWEN, 2000), reducdo do volume do cortex pré-frontal subgenual e
diminuicdo de neurdnios e células gliais (DREVETS, 2000). Estudos de neuroimagem em cérebros de
pacientes depressivos mostram, ainda, alteracdes estruturais e metabolicas em regiGes do sistema
cerebral de recompensa que fazem conexdes monosinapticas diretas com o nucleo accumbens (NAc)
e area tegmental ventral (ATV) (RUSSO; NESTLER, 2013).

Uma dificuldade em estabelecer a etiologia da depressao é que as alteracdes supracitadas
podem ser resultantes de diversos fatores como a hiperativagdo do eixo Hipotalamico-hipofisario-
adrenal (HHA), excitotoxicidade glutamatérgica (TOKITA; YAMAJI; HASHIMOTO, 2012),
infeccdo bacteriana ou viral com ativacdo de vias imunoldgicas e cascatas de inflamagdo (CANLI,
2014), encurtamento dos telémeros hipocampais (MAMDANI et al., 2015), hipoxia, isquemia ou
vulnerabilidade ao estresse, entre outros (DUMAN et al., 2000).

Diversos estudos apontam ainda para a importancia da predisposi¢do genética na etiologia
da depressdo e objetivam a caracterizacdo de endofendtipos especificos da doenca (HASLER et al.,
2004). Ndo ha um gene especifico cuja expressdo esteja relacionada ao inicio da depressao.
Entretanto, ao interagir com fatores ambientais, genes de susceptibilidade causam modificacdes
epigenéticas na molécula do &cido desoxirribonucleico (DNA) e/ou possiveis mecanismos aleatorios,
levando a comportamentos alterados que predispdem a transtornos mentais (GLAZIER; NADEAU;
AITMAN, 2002; PETRONIS et al., 2003).

Um desses genes envolvidos nas alteracbes encontradas na depressdo é o SAT-1
(Espermidina/Espermina N- Acetiltransferase 1). Estudos sugerem que a expressdo reduzida desse
gene esta associada as alteracdes no metabolismo de poliaminas que contribuem para a fisiopatologia
do transtorno depressivo maior e o comportamento suicida. A ndo ativacdo de SAT-1 (enzima
limitante da velocidade na via catabolica do metabolismo das poliaminas) favorece o aumento nos
niveis de poliaminas (putrescina, espermidina e espermina) que sdo importantes moduladores de
estresse no sistema nervoso central (SNC) (KLEMPAN et al., 2009).
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Dessa forma, fica evidenciada a complexidade da sindrome depressiva resultante de
disfuncdes causadas por diversos eventos deflagradores em areas especificas do cerebro como cortex
pré-frontal, hipocampo, amigdala e géanglios basais relacionadas ao controle comportamental,

cognitivo e aos sintomas somaticos observados na depressao.

O ceérebro tende a permanecer em homeostase, entretanto diversos fatores podem causar
desequilibrio nos mecanismos compensatorios desse 0Orgdo, levando ao estabelecimento de
transtornos neurocomportamentais como a depressdo. A fisiopatologia da depressdo (Figura 1)
envolve fatores enddgenos de predisposicdo e desregulacdo da resposta ao estresse. Diversas teorias,
com intrinseca relagdo entre si, ttém sido propostas para explica-la (BELZUNG; WILLNER;
PHILIPPQOT, 2015).
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Figura 1 — Fisiopatologia da depresséao
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Fonte: Modificado de KASALA, (2014). Diagrama esquematico que ilustra as vias envolvidas na fisiopatologia da
depressdo. Os estressores fisioldgicos e fisicos desencadeiam caminhos efetores, geralmente o eixo hipotdlamo, hipdéfise,
adrenal (HHA) e sistema imune. A ativacdo do eixo HHA leva a liberacdo de cortisol. A ativagdo do eixo HHA em
conjunto com a via inflamatoria leva a ativacdo de fatores de transcricdo e conseguinte liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias. As citocinas periféricas em associacdo com a rede central de citocinas contribuem para a fisiopatologia da
depressédo através da reducao dos niveis de monoaminas, perda de plasticidade sinéptica pela reducdo das neurotrofinas
(BDNF). Esse processo destrutivo intensificado por mecanismos de protegdo deficientes (antioxidantes e

antiinflamatdrios) pode culminar no dano celular, apoptose e depressao.
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1.2.1 Hip6tese monoaminérgica da depressao
A teoria das monoaminas € a hipOtese mais antiga para a fisiopatologia da depresséo.

Proposta na década de 1960, a partir da demonstracdo da restauracdo funcional da transmissdo
monoaminérgica no cerebro como mecanismo de acdo dos farmacos antidepressivos
(SCHILDKRAUT, 1967). Os sintomas depressivos seriam resultados de uma deficiéncia funcional na
sinalizacdo dos neurotransmissores monoaminergicos.

Os sistemas monoaminérgicos sdo responsaveis pela regulacdo do humor, vigilia,
motivacdo, fadiga e padrfes psicomotores. A ampla gama de fun¢des dos neurdnios serotoninérgicos,
dopaminérgicos e noradrenérgicos se devem as diversas areas do cérebro aos quais estdo projetados
(STAHL; MUNTNER; GRADY, 2008).

Entre as evidéncias que fundamentam essa teoria, encontra-se a reducdo dos niveis de
metabolitos das monoaminas no liquor, sangue e urina de pacientes deprimidos, a melhora na
sinalizacdo monoaminérgica com a utilizacdo de farmacos antidepressivos efetivos e a inducdo de
comportamentos semelhantes a depressdo com o uso da reserpina, farmaco que causa deplecdo do
armazenamento pré-sinaptico de dopamina (DA), serotonina (5HT) e norepinefrina (NE) (CHOPRA,;
KUMAR; KUHAD, 2011).

Segundo essa teoria, as alteragdes funcionais, comportamentais, cognitivas e somaticas
observadas na depressdo sdo consequéncias de alteracdes na sintese, armazenamento e liberacdo de
neurotransmissores, bem como do comprometimento da sensibilidade dos seus receptores e até
mesmo das func¢Bes das moléculas de sinalizagdo intracelular (BONDY, 2002). Estudos mais recentes
mostram que na depressdo unipolar ha uma diminuicéo da sintese de 5HT e NE com reducéo de seus
metabolitos 4cido 5-hidroxindolacético (5-AHIA) e a-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHFG),
respectivamente (CHOPRA; KUMAR; KUHAD, 2011).

Entretanto, a deplecdo de monoaminas isoladamente ndo é suficiente para que se
estabelecam o0s sintomas caracteristicos da sindrome depressiva (BONDY, 2002). AlteracGes
funcionais das proteinas que atuam na recaptacdo dos neurotransmissores possuem importante papel
na transmissdo monoaminérgica, uma vez que elas reduzem a disponibilidade dos neurotransmissores
nas fendas sinapticas cessando os efeitos das monoaminas nos seus receptores pré- e pds-sinapticos
(BELZUNG; WILLNER; PHILIPPOT, 2015).
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Os receptores de monoaminas, por sua vez, também desempenham importante papel na
fisiopatologia da depressdo. Alteragdes no acoplamento e na cascata de transducdo de sinal também
acarretam prejuizos a transmissdo monoaminérgica (LOPEZ-MUNOZ; ALAMO, 2009).

A diminuicdo da sensibilidade dos receptores pés-sinapticos de dopamina D2/D3, por
exemplo, parece estar envolvida no comportamento de anedonia em pacientes depressivos. Esses
receptores estdo presentes em regides do sistema limbico e o tratamento antidepressivo, em longo
prazo, parece aumentar a sensibilidade desses receptores (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011).

Com o avango da biologia molecular, os estudos tém focado seus esfor¢os na
determinacdo das cascatas de transducdo de sinal. Pesquisas com células periféricas e em tecidos
cerebrais post-mortem, mostraram alteracfes em proteinas G em diversos pontos da via do AMPc,
bem como em proteinas quinases (CHOPRA; KUMAR; KUHAD, 2011).

Estudos clinicos e epidemioldgicos demonstraram a associagdo entre a atividade da
adenilil ciclase (AC), principal enzima na sintese do AMPc, e comportamento suicida na depressao
(REIACH et al., 1999). Além disso, farmacos antidepressivos, neurotransmissores e receptores
serotoninérgicos agem mediante estimulacdo ou inibicdo da atividade catalitica da AC, afetando as
concentracdes de AMPc. Receptores 5HT;ai15 inibem a AC através do acoplamento com proteina G
inibitdria, enquanto os receptores 5HT; estimulam a AC através do acoplamento com proteina G
estimulatéria (BONDY, 2002; CHOPRA; KUMAR; KUHAD, 2011; DOMINGUEZ-LOPEZ;
HOWELL; GOBBI, 2012).

A hip6tese monoaminérgica da depressdo, juntamente aos estudos das vias de transdugdo
de sinais, nos mostra como a desregulacdo dos sistemas de neurotransmissores pode afetar areas

cerebrais importantes envolvidas na patogénese da depresséo unipolar.

1.2.2 Hipotese neurotrofica na depresséo
A hipdtese neurotréfica da depressdo aponta o fator neurotréfico derivado do cérebro

(BDNF) como a neurotrofina de maior importancia na patogénese desse transtorno, uma vez que
controla os eventos fisioldgicos de neuroplasticidade, inibe as cascatas de morte celular e eleva as
proteinas necessarias para a sobrevivéncia das ceélulas auxiliando na proliferacdo e manutencdo dos
neurdnios do SNC (ADZIC et al., 2015; BONDY, 2002).

O pr6-BDNF, peptideo percursor, é convertido para BDNF por proteases intracelulares e
extracelulares. O BDNF entéo se liga ao receptor TrkB, promovendo plasticidade neuronal, melhora

na aprendizagem, e memoria. Estudos sugerem que o pro-BNDF, até entdo conhecido como um
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precursor inativo pode ligar-se ao receptor p75 induzindo apoptose neuronal (LU, 2003;
DEINHARDT, 2014).

Evidéncia pré-clinica mostra reducdo nos niveis cerebrais de BDNF em animais com
comportamentos depressdo-simile (AONURM-HELM et al., 2015). Pesquisas clinicas e pré-clinicas
também apontam que estresse e depressao levam a uma reducdo do volume hipocampal e morte
celular no sistema limbico (AYDEMIR; DEVECI; TANELI, 2005; SHIMIZU et al., 2003). O
comprometimento hipocampal na depressdo esta relacionado com ineficiéncia das cascatas de
transducdo de sinal dos fatores neurotroficos. A substituicdo do aminoacido valina (VAL) por
metionina (MET) no cddon 66, ou polimorfismo Val66Met, do BDNF modifica tanto sua
classificacdo quanto sua disponibilidade na fenda sinéptica e esta relacionada também com a
diminuicao do volume do hipocampo (HARRISBERGER et al., 2015).

O mecanismo de morte celular proposto na depressdo esta relacionado com
comprometimento dos mecanismos neurotroficos, elevacdo na neurotransmissdo excitatoria e
supressdo da neurogénese (CHOPRA; KUMAR; KUHAD, 2011). O tratamento antidepressivo tem-se
mostrado capaz de elevar a neurogénese no hipocampo. Somando-se a isso, 0 BDNF tem sido
apontado como um importante modulador dos efeitos comportamentais dos farmacos antidepressivos
em modelos animais (BELZUNG; WILLNER; PHILIPPOT, 2015).

Entretanto, o BDNF parece gerar diferentes efeitos comportamentais a depender da area
cerebral na qual se encontra aumentado, visto que sua elevagdo em areas do sistema cerebral de
recompensa estd relacionada com comportamentos depressivos e sua administracdo na area

tegumentar ventral (ATV) produz fenotipo semelhante a depresséo (EISCH et al., 2003).

A hipotese neurotrofica da depressdo tem possibilitado estudos mais aprofundados das
vias de sinalizacdo tanto do BDNF quanto de outros fatores neurotroficos, mostrando que muitas
proteinas envolvidas nessas vias sdo reguladas por farmacos antidepressivos em modelos animais de
depressdo (CHOPRA; KUMAR; KUHAD, 2011).

1.2.3 Hipdtese neuroenddcrina na depressao
A ativacdo do eixo Hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA) possui importante influéncia

na fisiopatologia da depressdo. Essa via neuroendocrina € um componente essencial na capacidade

humana em lidar com o estresse. O estimulo estressor leva o hipotdlamo a liberar o horménio
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liberador de corticotrofina (CRH), que atua na hipdfise estimulando a liberagdo do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) na corrente sanguinea, com subsequente liberacdo de corticosteroide
(principalmente cortisol em humanos) pela glandula adrenal (KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005).

O cortisol é o principal hormdnio relacionado ao estresse e exerce suas funcbes
basicamente via receptores: mineralocorticoides e glicocorticoides (RG), os ultimos sendo expressos
em areas cerebrais como hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal, que sdo relevantes nos processos
cognitivos e estdo relacionados a fisiopatologia da depressdo (CHOPRA; KUMAR; KUHAD, 2011).

Em niveis elevados, os glicocorticoides podem causar danos ao hipocampo que d&o inicio
e mantém constante um estado de hipercotisolemia relacionado com alguns casos de depressdo. O
excesso de glicocorticoide causa ativacdo constante de seus receptores, o que pode reduzir a
neurogénese no giro dentado hipocampal, dos dendritos apicais e provoca morte dos neurdnios
hipocampais. Em resumo, os glicocorticoides acionam mecanismos de morte neuronal via ativagao de
seus receptores, além de elevarem a suscetibilidade neuronal a diferentes toxinas como espécies
reativas de oxigénio (ERO) e excitotoxinas. Juntos, todos esses fatores contribuem para a reducao do
volume hipocampal encontrado na depressao (ADZIC et al., 2015; LANG; BORGWARDT, 2013).

Existe ainda forte evidéncia de que as respostas ao estresse mediadas pelo eixo HHA séo
impulsionadas pela liberagdo do neurotransmissor glutamato no nucleo paraventricular hipotalamico.
A inervacdo glutamatérgica sofre alteracdes de neuroplasticidade quando o organismo encontra-se em
estresse cronico, podendo estar envolvida na sensibilizacdo das respostas do eixo HHA (EVANSON;
HERMAN, 2015).

1.2.4 Hipdtese glutamatérgica na depressao
O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC dos mamiferos e seus

efeitos sdo mediados por uma grande variedade de receptores ionotropicos e metabotropicos
expressos amplamente no SNC. A desregulacdo da transmissao glutamatérgica é um fator essencial
no desenvolvimento de doencas neurodegenerativas e transtornos psiquiatricos (WERNER J.
SCHMIDT; MAARTEN E. A. REITH, 2005). Estudos com espectroscopia por ressonancia
magnética mostraram alteracdes no metabolismo do glutamato em areas especificas relacionadas aos
transtornos de humor (TOKITA; YAMAJI; HASHIMOTO, 2012).

Efeitos citotoxicos decorrentes da ativacdo do receptor de glutamato N-metil-D-aspartato
(NMDA) pelo acido quinolinico (agonista enddgeno do receptor NMDA\) estdo relacionados a morte

celular e a comportamentos depressdo-simile em roedores (CAMPBELL et al., 2014; DANTZER et
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al., 2008). A hiperestimulacdo de receptores NMDA pode resultar em atrofia hipocampal com
subsequente perda de receptores de glicocorticoides, levando a uma ineficiéncia da regulagao negativa
do eixo HHA, e estimulacdo excessiva desse eixo. Elevando os niveis de cortisol, quadro

caracteristico em modelos animais de depressdo (ALLISON; DITOR, 2014).

A modulacéo da liberacdo de glutamato ou o antagonismo de seu receptor podem ser boas
ferramentas para o tratamento da depressdo. De fato, estudos pré-clinicos mostram efeito
antidepressivo da cetamina, um bloqueador do receptor NMDA (TOKITA; YAMAJI; HASHIMOTO,
2012).

1.2.5 Hipdtese neuroinflamatoria na depressao
As citocinas sdo moléculas proteicas ou glicoproteicas variando entre 6 e 70 kDa, que

podem ser produzidas por células do sistema imune ou células endoteliais e epiteliais da mucosa.
Possuem a funcdo de regular a duragdo e intensidade de respostas especificas, bem como recrutar
células efetoras para a areas responsaveis e induzir a geracdo e maturacdo de novas células a partir de
precursores. Podem atuar sobre a prépria célula que as produz (funcdo autdcrina), sobre uma célula

préxima (funcéo parécrina) ou agir como hormonios, atuando em 6rgéos distantes (funcdo enddcrina).

O sistema imune mantém sob vigilancia os niveis de citocinas pro-inflamatorias e anti-
inflamatdrias, objetivando um equilibrio e facilitando a sinalizacdo para o cérebro quando ocorrem
estimulos inflamatdrios periféricos. A nivel periférico, a ativacdo de neutrofilos e macréfagos por
patdgenos imunogénicos ocasiona a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias que sinalizam para
células da micrdglia no sistema imune central. A resposta ao estimulo periférico entdo se da através
da modulagdo positiva de proteinas pré-inflamatorias, receptores, e horménios no SNC
(BAKUNINA; PARIANTE; ZUNSZAIN, 2015). Acredita-se que um desequilibrio nesse sistema leve
as alteracOes bioquimicas, cognitivas e estruturais associadas com o desenvolvimento da depressao
(YOUNG; BRUNO; POMARA, 2014).

O SNC esta em constante vigilancia imunoldgica que acontece nos compartimentos
meningeos, entretanto 0s mecanismos de entrada e saida de células do sistema imune do SNC ainda
ndo estdo completamente esclarecidos (LOUVEAU et al., 2015). Foram descritas pelo menos cinco
vias de acesso para a sinalizacdo de citocinas ao SNC: 1) passagem através de regides permeaveis da
barreira hemato-encefalica como o0s 0&rgdos circunventriculares; 2) transporte ativo por

transportadores saturaveis; 3) ativacdo de células que revestem a vasculatura cerebral (por exemplo,



30

células endoteliais e macrofagos perivasculares), que liberam citocinas e outros mediadores
inflamatdrios no parénquima cerebral; 4) ligacdo aos receptores de citocinas associados a fibras
nervosas aferentes periféricas (por exemplo, nervo vago); 5) e o recrutamento de células ativadas,
como os macrofagos, da periferia para o cérebro (HAROON; RAISON; MILLER, 2012).

A participacdo de citocinas na patogénese da depressdo foi relatada a partir de achados
clinicos e experimentais (DUNN; SWIERGIEL; DE BEAUREPAIRE, 2005; MILLER; MALETIC;
RAISON, 2009). Na clinica, foi visto que pacientes tratados com Interferon (IFN) e Interleucina 2
(IL-2) desenvolvem sintomas relacionados aos da gripe, além de sintomas que se assemelham aos
vistos na depressdo. As alteragdes imunoldgicas em pacientes depressivos observadas na clinica sdo
citadas ha mais de 30 anos (BONDY, 2002; CHOPRA; KUMAR; KUHAD, 2011).

Estudos mais recentes relatam elevacdo nos niveis das citocinas pro-inflamatorias IL-1p,
IL-6 e TNF-a, além de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO/ERN) em pacientes com
neurodegeneracdo e sintomas como anedonia, humor deprimido, fadiga e letargia, todos
caracteristicos de depressdo (BAKUNINA; PARIANTE; ZUNSZAIN, 2015; DANTZER et al.,
2008). Alem disso, também foi relatada elevacdo nos niveis dessas citocinas em amostras de pacientes
que cometeram suicidio e com ideacdo suicida, mostrando que as citocinas podem desempenhar papel
fundamental nos diferentes tipos de depressdao (YOUNG; BRUNO; POMARA, 2014).

A intensa ativacdo de vias imunologicas e inflamatorias leva a um desequilibrio entre as
espécies oxidantes e defesas antioxidantes em pacientes depressivos, causando danos a
macromoléculas como o DNA, em acidos graxos, proteinas e mitocondria, formando neoepitopos
imunogénicos (KUBERA et al., 2011; LEONARD; MAES, 2012). A permanéncia desse quadro esta
relacionada a episddios depressivos prolongados com menor intervalo de tempo entre eles, além de

declinio cognitivo e modificagdes neuroanatdmicas (DUMAN et al., 2000).

A exposicédo cronica ao estresse, com disfuncdo do eixo HHA, promove alteragbes no
equilibrio da microbiota e interrompe a barreira intestinal, aumentando o0s niveis circulantes de
componentes da parede celular bacteriana imunomoduladora, como o lipopolissacarideo (SANTOS,
et al. 2001; SODERHOLM e PERDUE, 2001). Estudos em humanos também mostram aumento da
translocacdo bacteriana em disturbios psiquiatricos relacionados ao estresse, como a depressao
(MAES, et al., 2012; OGBONNAYA, et al., 2015; JIANG, et al., 2015)
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Apols a translocacdo bacteriana, citocinas periféricas sdo produzidas em resposta ao
reconhecimento do padrdo molecular associado ao patégeno (PAMP) por receptores Toll-like (TLR)
nas células fagociticas. O reconhecimento dos PAMPs pelos TLRs induz a formacdo de citocinas
como IL-1a e IL-1pB, que por sua vez irdo estimular a producdo ou potencializar a agdo de citocinas
pré-inflamatorias como IL-6 e TNF-a, produzidas por células apresentadoras de antigenos (YOUNG;
BRUNO; POMARA, 2014).

Ainda ndo se sabe como as citocinas e 0 estresse oxidativo induzem o comportamento
depressivo. Uma das principais hipoteses postula que as citocinas pro-inflamatdrias, como o IFN-y,
induzem a ativacdo da enzima indoleamina 2,3-desoxigenase (IDO) (Figura 2) em células da
microglia, astrdcitos, neurdnios, células dendriticas e macrofagos. Essa enzima converte o aminoacido
precursor da serotonina, triptofano, em quinurenina, que € transformada em seus metabolitos
neuroativos os acidos quinurénico e quinolinico (Figura 3) (STONE; DARLINGTON, 2013).

O éacido quinolinico se liga ao receptor NMDA, aumentando a atividade glutamatérgica,
cuja elevacdo relaciona-se também ao estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica. Além disso, a
ativacdo da IDO leva a diminuicdo dos niveis de serotonina, evidenciando a interferéncia das
citocinas na neurotransmissdo monoaminérgica (HAROON; RAISON; MILLER, 2012). Diversos
estudos com animais apoiam a associacao entre inflamacao, elevagdo de citocinas pro-inflamatorias,
deplecdo de monoaminas, comportamentos depressivos e redugdo do volume hipocampal (ADZIC et
al., 2015).

Estudos mostram que as citocinas pro-inflamatérias e a hiperestimulacdo do receptor
NMDA afetam o eixo HHA, promovendo febre, diminuicdo do apetite e liberacdo em excesso do
horménio liberador de corticotrofina, comprometendo a regulacdo negativa do eixo HHA e gerando
resisténcia aos glicocorticoides no sistema imune (ADZIC et al., 2015; DUMAN, 2002; LANG;
BORGWARDT, 2013). Diante dos achados, tornou-se necessario o entendimento das alteracOes
imunes na fisiopatologia da depressao e a pesquisa de drogas anti-inflamatorias que possam reverter o

fenotipo depressivo.
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Figura 2 — Ativagao da via das quinureninas e sua consequéncia na neuroinflamacéo
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Fonte: Modificado de SCHWARCZ (2012). No cérebro de mamiferos, as enzimas da via das quinureninas, sdo
preferencialmente, localizadas em células ndo neuronais. A ativacdo da via inflamatéria pela translocagdo de
lipopolissacarideo (LPS) ativa citocinas pro- inflamatérias como IFN-y, TNF-a e IL1pB, que ativam o metabolismo da via
pela enzima indoleamina 2,3-desoxigenase (IDO), convertendo triptofano (TRP) em quinurenina (QUI), 3-
hidroxiquinurenina (3-HK), ou por metabdlitos formados localmente. 3-HK e os seus principais metabolitos sdo
sintetizados na micréglia e em outras células de origem monocitica. Uma vez sintetizado dentro das células gliais, o acido
quinolinico (AQ) é prontamente liberado no meio extracelular para afetar seus alvos neuronais pré e pds-sinapticos. A
ligagdo do AQ em receptores NMDA pode causar danos neuronais por disfungdo mitocondrial ou pela formacéo de
radicais livres.



Figura 3 — Via de metaboliza¢éo do Triptofano
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Fonte: Modificado de PENG YU (2016). Um resumo dos principais componentes da via de metabolizacdo do Triptofano.
IDO - Indoleamina 2,3-desoxigenase; TDO- Triptofanon 2,3 desoxigenase ; KMO- Quinurenina 3 monooxigenase; 3-

HAO- 3 HAA oxigenasse; KYNU — Quinureninase; KAT- Quinurenina aminotransferase; TPH- Triptofano hidroxilase.
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1.4 Neurocininas e seu papel na depressao
As taquicininas representam a principal familia de peptideos envolvidos na

neurotransmissao e em processos inflamatorios. Nos mamiferos, destacam-se como principais
membros dessa familia a Substéncia P (SP), neurocinina A (NKA) e neurocinina B (NKB). Os
receptores de taquicininas sdo receptores acoplados a proteina G e estdo divididos em trés subtipos:
receptor NK1, cujo ligante de maior afinidade € a SP; receptor NK2 como ligante preferencial a
neurocinina A e o receptor NK3 cujo ligante de maior afinidade é a neurocinina B (STEINHOFF et
al., 2014).

As taquicininas ndo atuam exclusivamente como neuropeptidios. Sabe-se que a SP, por
exemplo, esté relacionada a processos fisioldgicos como hematopoese, cicatrizacdo, permeabilidade
vascular, neuroinflamacdo, circulacdo leucocitéria, sobrevivéncia celular e disseminacdo metastatica
de tumores (CONNOLLY; THASE, 2012).

O receptor NK1 pertence a superfamilia dos receptores acoplados a proteina G rodopsina-
simile. Sua estimulacdo conduz a ativacdo de pelo menos trés vias de sinalizacdo por segundos
mensageiros: fosfatidil inositol, com elevacdo de célcio intracelular; a do &cido araquiddnico com
formacdo de prostanoides; e a do AMP ciclico (P.L.R. ANDREWS, S. BOYCE, S.D. BRAIN et al.,
2004). Esse receptor estd relacionado a respostas celulares como a transmissdo da dor, secrecédo
enddcrina e parécrina e modulacdo da diferenciacdo celular, além de atuar como neuromodulador,
contribuindo para a homeostase cerebral e transmissdo sensorial na depressdo, ansiedade, estresse e
émese (YAN; HUNT; STANFORD, 2009). O receptor NK1 também modula a resposta inflamatdria
via sistema imunoldgico, sendo expresso em linfocitos, mondcitos, macrofagos, linfocitos natural
killers e células da microglia (STEINHOFF et al., 2014).

Assim como os receptores NK1, os neurdnios que produzem SP estdo amplamente
expressos no sistema limbico, em regides envolvidas na fisiopatologia da depressdo como amigdala,
hipotdlamo e hipocampo (Figura 4). Estudos clinicos e pré-clinicos tém demonstrado o papel do
sistema SP/NK1R na regulacdo do estresse e da emogédo e, consequentemente, na patogénese dos
transtornos depressivos (ROCHE et al., 2012).

Em condicbes de estresse e ansiedade, neuropeptidios como a SP sdo liberados
proporcionalmente a frequéncia e intensidade do estimulo. Diversos estudos mostram que a interacao

entre SP e o receptor NK1 desempenha papel fundamental no controle do comportamento emocional
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(YAN; HUNT; STANFORD, 2009). Ja o antagonismo farmacologico ou genético do receptor NK1
reduz as alteragbes comportamentais induzidas por estresse em modelos animais de depressdo
(LELAS et al., 2013).

Figura 4 — Receptores de neurocininas e suas vias de ativa¢do em regides do cérebro de ratos
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Fonte: Modificado de GRIEBEL e HOLSBOER (2012). A figura mostra os receptores de neurocininas (NK1, NK2 e
NK3) em diversas regiGes do cérebro de ratos bem como suas vias de ativagdo. Acc, nlcleo accumbens; AHA, area
hipotalamica anterior; AHN, nlcleo hipotalamico anterior; Amy, amigdala;; BasF, prosencéfalo basal; BG, ganglios
basais; BLA, amigdala basolateral; CA1, campo de hipocampo CA1; CC, corpo caloso; CeA, amigdala central; CG,
matéria cinzenta central; Cincx, cortex cingulado; CoA, ndcleo amigdaloide cortical; CPu, caudado putame; CS, nlcleo
central superior raphe; DBB, banda diagonal de Broca; DG, giro dentado; DMH, hipotalamo dorsomedial; DMHN, nicleo
hipotalamico dorsomedial; DR, rafe dorsal; DVC, nucleo motor dorsal do vago; FrCx, cértex frontal; Hyp, nucleo
hipotalamico; LC, locus cerulus; LDT, nacleo tegmental laterodorsal; LH, hipotdlamo lateral; LHA, area lateral do
hipotdlamo; LS, septo lateral; MeA, amigdala mediana; MFB, feixe mediano do prosencéfalo; MMN,; PeN, nicleo
hipotalamico periventricular; PFCx, cdrtex pré-frontal; PFN, ndcleo talaldmico parafascicular; PHN, ndcleo hipotalamico
posterior; PIR, area piriforme; Pit, pituitaria anterior;; PVN, ndcleo paraventricular do hipotalamo; Sub, subiculum; SC,
coliculo superior; Vg, nervo vago; VisCx, cortex visual; VMH, nicleo ventromedial hipotalamo; VP, palidum ventral;

VTA, area tegmental ventral; ZI, zona inserta.

1.5 Modelos animais de depressao
Os modelos animais para estudos experimentais sdo ferramentas de grande valia para a
compreensdo da fisiopatologia da depressdo e para a avaliacdo inicial de novos farmacos, além de

possibilitar a determinacdo dos possiveis mecanismos neurobioldgicos associados a acdo desses
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farmacos. O desenvolvimento de tais modelos é desafiador em virtude da dificil correlagdo entre
comportamentos avaliados em animais e 0s observados em seres humanos (NESTLER; HYMAN,
2010).

Muitos dos sintomas utilizados para estabelecer diagnostico de depressdao em humanos,
como tristeza, sentimento de culpa e ideacgdo suicida, ndo podem ser avaliados em animais de maneira
convincente. Entretanto a depressdo, assim como outros transtornos psiquiatricos, possui
endofenotipos, como alterac@es fisiologicas, enddcrinas e neuroanatémicas, além de caracteristicas
comportamentais que podem ser reproduzidas e avaliadas em animais (DEUSSING, 2006;
NESTLER; HYMAN, 2010).

Para comprovar a eficiéncia do modelo animal em representar a doenga em estudo, é
necessario que as mudancas comportamentais possam ser monitoradas objetivamente e revertidas
pelo tratamento com eficacia ja& comprovada em humanos, conferindo ao modelo validade preditiva.
Deve ainda apresentar sintomatologia analoga a doenca em humanos, o que caracteriza uma validade
de face e adicionalmente ele precisa ser reprodutivel entre laboratérios (CHADMAN; YANG;
CRAWLEY, 2009).

Embora haja distin¢des entre as formas de indugdo de depresséo ou sintomas semelhantes
a depressd@o no animal, os modelos atualmente em uso (Tabela 1) precisam apresentar os critérios de

validacdo supracitados de modo a assegurar um resultado confiavel.



Tabela 1 — Os principais modelos animais de depresséao
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Modelo

Comentarios

Referéncias

Estresse da vida adulta

Desamparo aprendido

Estresse crénico leve

Estresse social

Estresse no inicio da vida

Separacdo maternal

LesOes
Bulbectomia olfatoria

Farmacoldgico
Reserpina

Triptofano

Retirada de psicoestimulantes

Sensivel apenas a alguns antidepressivos e ao
tratamento agudo
Possui restricdes éticas

Baixa reprodutibilidade
Demanda mais tempo para inducao
Apenas alguns antidepressivos séo efetivos

Baixa reprodutibilidade
Demanda mais tempo para inducgéo
Apenas alguns antidepressivos sdo efetivos

Os efeitos dos antidepressivos nesse modelo séo
incertos

Método Invasivo
Mecanismo de acao incerto
Sensivel ao tratamento croénico

Sensivel aos antidepressivos

Efeito na reducdo do humor ainda néo esta
esclarecido

Né&o seletivo para todas as monoaminas

Sensivel aos antidepressivos
N&o reproduz sinais e sintomas de depressdo

Induz sintomas depressdo-simile

Sensivel aos antidepressivos

Sintomas sdo transientes, durando cerca de uma
semana

Necessita de validagao

(SELIGMAN;
ROSELLINTI,
KOZAK, 1975)

(WILLNER,
2005)

(Continua)
(BLANCHARD;
MCKITTRICK;
BLANCHARD,
2001)

(HOLMES et al.,
2005)

(SONG:
LEONARD,
2005)

(NUTT, 2006)

(NUTT, 2006)

(BARR;
MARKOU, 2005)
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Corticosterona Facil reprodutibilidade (STERNER,;
Possui validade preditiva e de face KALYNCHUK,
Reproduz sinais e sintomas da depresséo 2010)
Sensivel ao tratamento crénico

Genético

Camundongos geneticamente  Permite estudo de um unico gene (URANI,

Modificados Verifica interagdes de endofendtipos CHOURBAJI,
N&o mimetiza doencas com origens multigénicas GASS, 2005)
Identifica diferencas individuais na

Reproducdo seletiva suscetibilidade a depressao (EL YACOUBI et
Permite estudo de doengas com origens al., 2003)
multigénicas

Necessita de validacao

Fonte: Modificado de DEUSSING, 2006.

1.5.1 Modelo de depressdo induzido por Lipopolissacarideo
Lipopolissacarideo (LPS) é uma endotoxina presente na membrana externa da parede

celular de diversas bactérias Gram-negativas. A molécula consiste em um dominio hidrofébico,
conhecido como lipideo A, uma sequéncia de oligossacarideo e um polissacarideo (ou antigeno O) em
sua porc¢do distal. A porcao hidrofébica do LPS, ou lipideo A, é bastante imunogénica e, devido a sua
estrutura bem conservada, pode ser reconhecida em concentragfes da ordem de picomolar (pmol)
pelo sistema imune inato via complexo de reconhecimento formado pela proteina ligante de LPS
(PLL), pelo co-receptor cluster of differentiation 14 (CD14) e pelo receptor Toll-like 4 (TLR4),
presentes na membrana plasmatica das celulas eucaridticas sobre tudo em macrofagos, células
endoteliais, além de neurdnios e astrécitos (RAETZ; CHRIS WHITFIELD, 2002).

A ativacdo do TLR4 pelo lipideo A dispara a biossintese de diversos mediadores
inflamatdrios como TNF-a e IL-1p principalmente via ativagdo do fator de transcrigdo NF-«kB, além
de induzir a sintese de moléculas co-estimulatorias necessarias para a resposta imune adaptativa
(RAETZ; CHRIS WHITFIELD, 2002).

Diversos estudos em modelos animais mostram que o desafio com o lipideo A sintético,
baseado no LPS da Escherichia coli (E.coli) causa o mesmo espectro de a¢des inflamatorias de uma
infecgdo externa por patdgenos que expressam o LPS (ADZIC et al., 2015; FERREIRA MELLO et
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al., 2013). O conhecimento atual sobre a interacdo entre LPS e TLR4 e sua subsequente cascata de
sinalizacdo intracelular levando a inflamacdo € uma estratégia de grande valia para o estudo e o
desenvolvimento de novas drogas para o tratamento de patologias com base inflamat6ria como a
depressdo (RAETZ; CHRIS WHITFIELD, 2002).

Evidéncias recentes mostram que a depressao cronica é acompanhada por elevagdo nos
titulos de anticorpos Imunoglobulina M (IgM) e IgA contra LPS de bactérias Gram negativas
comensais do trato gastrointestinal humano. Isso indica que essas bactérias comensais teriam se
deslocado para os linfonodos mesentéricos ou para a corrente sanguinea, € Como resposta a essa acao,
0 sistema imunoldgico seria ativado, reconhecendo esse LPS e montando uma reposta imune-humoral
contra 0 mesmo (CORONA et al., 2013; MAES et al., 2012, 2013).

A translocacdo da microbiota intestinal devido ao aumento da permeabilidade intestinal
em resposta ao estresse pode ser 0 mecanismo responsavel pelo quadro de constante ativacéo de vias
inflamatdrias, da imunidade mediada por células, além de danos causados por estresse oxidativo e

nitrosativo e das respostas autoimunes vistas na depresséao (Figura 5) (MAES et al., 2012, 2013).

Nosso intestino € colonizado por, aproximadamente, 600 tipos diferentes de bactérias
comensais e algumas delas sdo toxicas, possuindo LPS (endotoxina). Além disso, sob estimulo do
cortisol e/ou noradrenalina (liberados no estresse) essas bactérias gram negativas proliferam. O
aumento da permeabilidade intestinal favorece a translocacao bacteriana, de modo que o LPS interage
com o TLR4, ativando a via do fator transcricional NF-kB e proteinas quinases ativadas por
mitogenos (MAPK), levando a producdo de citocinas pro-inflamatorias tanto periférica quanto
central. O processo inflamatério conduz a neuroprogressao (neurodegeneracdo, reducdo da
neurogénese e elevacdo da apoptose), contribuindo para o estabelecimento e cronicidade da depresséo
(MAES et al., 2012).

Além de estimular a producéo de citocinas pro-inflamatorias, o LPS é capaz de ativar a
enzima IDO e essa ativacdo leva a deplecdo dos niveis de serotonina e a formacdo do &cido
quinolinico (agonista do receptor NMDA) contribuindo para as altera¢fes bioguimicas, cognitivas e
neuroanatémicas da depressdo (FATOKUN; HUNT; BALL, 2013; STONE; DARLINGTON, 2013).

A partir dessas constatacdes, foi proposto um novo modelo animal de depresséo crénica, a

partir do desafio com LPS via intraperitoneal (i.p) por 5 dias a0 més durante quatro meses, induzindo
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um quadro de neuroinflamacdo crénica, alteragdes comportamentais e neuroguimicas condizentes
com endofendtipos depressivos, como anedonia e reducdo de BDNF, e com validade preditiva testada
pela administracdo de um inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina (fluoxetina) capaz de reverter
os endofenotipos depressivos (KUBERA et al., 2013a). Este modelo se mostra, portanto, um modelo
com elevada confiabilidade além de ser atil para pesquisas de farmacos com atividade anti-
inflamatdria e possivel acdo antidepressiva, utilizando uma nova abordagem no tratamento da

depresséo.
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Figura 5 — Vias de ativacédo da neuroinflamacéo e suas consequéncias na depressao
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Fonte: Modificado de MAES (2011). Relagdo entre ativacdo imune mediada por células (IMC), caracterizada por elevacéo
de Interferon gama (IFN-y) e Interleucina-2 (IL-2); Inflamacdo, caracterizada por producgdo de IL-1B, TNF-a e IL-6; € as
vias de estresse oxidativo e nitrosativo (EO/N). As vias demonstradas acima estdo relacionadas com neuroinflamacéo e
ativacdo microglial. As consequéncias, em longo prazo, da ativagao periférica e central das vias de EO/N sdo elevagdo do
dano por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO/ERN) ao DNA, proteinas, acidos graxos, redugdo dos
antioxidantes zinco e 6mega-3-acido graxo poli-insaturados e disfun¢Bes mitocondriais que ocorrem tanto na periferia
quanto no cérebro. Demais consequéncias sdo aumento da expressdo do receptor de SHT e ativacdo da IDO, elevando o
catabolismo do triptofano (CATRIP). Também sdo fatores relacionados ao desenvolvimento da depressdo, com
neuroinflamacgdo e ativacdo da IMC: doengas cardiovasculares (DCV), doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC),
artrite reumatdide (AR), lupus eritematoso sistémico (LES), doenca inflamatéria intestinal (DII), infecgéo pelo virus HIV,
diabetes, sindrome metabdlica, Mal de Alzheimer (MA), doenca de Huntington (DH), Mal de Parkinson (MP), esclerose
multipla (EM), acidente vascular cerebral (AVC), o periodo pés-parto, hemodidlise, terapia com INF-y, fatores estressores
psicoldgicos, reducdo da atividade das peptidases dipeptidil peptidase 1V (DPP 1V) e prolil-endopeptidase (PEP) devido a
polimorfismos genéticos.
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1.6 Tratamentos Farmacoldgicos da Depressao

A psicofarmacologia teve seu inicio de maneira empirica. A iproniazida, por exemplo
(farmaco inibidor da enzima monoaminoxidase), foi introduzida no tratamento da depresséo a partir
da observagdo da elevacdo do humor e euforia em pacientes tratados para a tuberculose com a
medicacdo. Logo ap6s a inclusdo da iproniazida no tratamento da depressdo, pesquisas sobre
compostos anti-histaminicos levaram ao surgimento da imipramina, sendo o primeiro farmaco de uma
série de antidepressivos triciclicos (BERTON; NESTLER, 2006).

As pesquisas para o desenvolvimento de farmacos antidepressivos sofreram significativo
avanco apos a introducdo da reserpina no inicio da década de 1950. Por meio da compreenséo do seu
mecanismo de acéo, que consiste na inibi¢do do armazenamento neuronal de aminas biogénicas como
serotonina e norepinefrina, a industria comegou a desenvolver farmacos que aumentam a funcao
dessas aminas em areas sinapticas especificas envolvidas na depressdo, obtendo resultados positivos,
como os antidepressivos triciclicos (ATC) e os inibidores da monoaminoxidase (IMAO) (BERTON;
NESTLER, 2006). Entretanto, apesar de serem eficientes no tratamento da depressao, esses farmacos
apresentam um periodo de laténcia, cerca de quatro semanas, até que seus efeitos sejam observados na
clinica. As respostas compensatorias lentas ao bloqueio inicial da recaptura de aminas pode explicar,
em parte, esse periodo de laténcia (VON WOLFF et al., 2013).

Os antidepressivos atualmente disponiveis (Tabela 2), sdo classificados de acordo com
suas acOes primarias sobre o metabolismo, recaptura ou o antagonismo seletivo dos receptores de
serotonina, norepinefrina ou ambas (RUSH et al., 2006; VON WOLFF et al., 2013).

Uma limitacdo da terapia antidepressiva € que os farmacos antidepressivos proporcionam
uma completa remissdo para apenas cerca de 50% dos individuos diagnosticados como deprimidos,
além de causarem efeitos colaterais de intensidade variavel, que eventualmente levam ao abandono do
tratamento (BENTLEY; PAGALILAUAN; SIMPSON, 2014).

As principais classes de antidepressivos sdo: antidepressivos triciclicos, tetraciclicos,
inibidores da recaptagdo da serotonina e noradrenalina, inibidores da monoaminoxidase (IMAO) e
inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina (SSRI) (BENTLEY; PAGALILAUAN; SIMPSON,
2014; CONNOLLY; THASE, 2012; THASE; DENKO, 2008). A excecdo a classificacdo dos

antidepressivos de acordo com sua acdo sobre a serotonina e a norepinefrina é a bupropiona, que atua
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regulando a transmissdo dopaminérgica mesocorticolimbica (MARKS; PAE; PATKAR, 2008;
WERNER J. SCHMIDT; MAARTEN E. A. REITH, 2005).

Tabela 2 — Principais farmacos utilizados no tratamento da depressao

Drogas

Mecanismo de acao

Inibidores da recaptacédo
seletivos de serotonina
Antidepressivos
triciclicos

Inibidores da recaptacédo
de norepinefrina e
dopamina

Modulador de Serotonina

Inibidores da recaptacédo
de serotonina e
norepinefrina
Modulador especifico de
norepinefrina e
serotonina

Inibidor da recaptacéo de
serotonina e agonista
parcial do receptor
SHT1A

Inibidores da MAO

MAO = Monamino
oxidase, SHT=
Serotonina.

Citalopram, Escitalopram,
Fluoxetina, Sertralina
Amitriptilina, Imipramina,
Desipramine, Doxepin

Bupropiona

Nefazadone, Trazodone
Desvenlafaxina ,
Venlafaxina , Duloxetine

Mirtazapina

Vilazodone

Selegina, Isocarboxazida,
Fenelzina

Inibe  seletivamente a
recaptacdo de serotonina
Inibidores néo seletivos da
recaptacdo de monoaminas,
incluindo serotonina,
dopamina e norepinefrina
Inibe a recaptacdo de
norepinefrina e dopamina

Antagonistas de receptores
5-HT2

Inibe a recaptacdo de
serotonina e norepinefrina

Anatagonista de receptores
a2 e 5-HT2C

Potente e seletivo inibidor
da recaptacdo de serotonina

e agonista parcial do
receptor 5-HT1A
Inibidores n&do seletivos

das enzimas (MAO-A e
MAO-B) que metabolizam
as monoaminas
(serotonina, dopamina e
norepinefrina )

Inibidor seletivo de MAO-
B

Fonte: Modificado de KUPFER, 2012.

Apesar do atual arsenal terapéutico, o tratamento da depresséo ainda apresenta altas taxas
de resisténcia, falhas na completa remissdo dos sintomas e grande periodo de laténcia para o inicio da
acao antidepressiva o que leva a problemas na adesdo ao tratamento (CONNOLLY; THASE, 2012,
GRAZIANI; VEDANA; I, 2014).
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1.6.1 Novos alvos para o tratamento da depressao
Nos ultimos cinco anos, foram desenvolvidas varias estratégias para melhorar os

resultados no tratamento da depressdo, incluindo a utilizacdo de novos compostos e Vvarios
medicamentos. Uma das estratégias foca no uso de antagonistas do receptor de glutamato (N-metil-D-
aspartato) cujo efeito antidepressivo tem acao rapida, como sugere o estudo que utilizou cetamina
intravenosa em dose repetida para o tratamento agudo de depressao resistente. (KRYSTAL, 2010;
ROT M et al., 2010).

Outro avanco ¢ a introducdo de agomelatina — um agonista de melatonina (MT1 e MT2)
e antagonista do receptor 5-HT2C. A agomelatina tem mostrado eficacia e tolerabilidade geralmente
favoravel, proporcionando uma alternativa promissora para pacientes que nao respondem a
farmacoterapia existente (GHOSH; HELLEWELL, 2007).

Seguindo a linha de novos alvos terapéuticos para depressdo os anti-inflamatorios como a
aspirina (MENDLEWICZ et al., 2006), doxiciclina (FERREIRA MELLO et al., 2013), celecoxib
(MAJD et al., 2015) e etanercept (KRISHNAN et al., 2007; TYRING et al., 2006) tem demostrado
efeitos significativos, em estudos pré- clinicos. Nesse contexto, observa-se que a regulagdo de vias

inflamatorias pode ser um novo caminho no desenvolvimento de farmacos antidepressivos.

Outra classe de farmacos que segue uma linha promissora na remissao dos sintomas da
depressdo e ansiedade sdo os antagonistas de receptores NK-1 (neurocinina-1). Sabe-se que a liga¢do
da substancia P (SP) aos receptores (NK-1) regula muitas fungcbes bioldgicas no sistema nervoso
central, tais como o comportamento emocional, estresse, depressdo e ansiedade. Apos a ligacéo de
antagonistas dos receptores NK-1 ocorre uma inibicdo das func¢Bes bioldgicas acima mencionadas
mediadas por SP. Dessa forma, estes antagonistas tém demostrado ac¢des ansioliticas, antidepressivas
e neuroprotetoras (MUNOZ; COVENAS, 2011)

1.7 Antagonistas dos receptores NK1
Pesquisas recentes apontam um papel importante do neuropeptidio da familia das

taquicininas, a substancia P e seu receptor NK1, na regulacdo da inflamagdo e do processamento
emocional, com possivel acdo nas desordens depressivas. O antagonismo farmacoldgico ou genético
do receptor NK1 mostrou-se capaz de atenuar o comportamento depressivo induzido por estresse e
gerar fenotipo compativel com a acdo antidepressiva observada em testes como o do nado forcado
(KRAMER et al., 2004). Ja a administracdo do antagonista de receptor NK-1 L-822.429 impediu 0
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efeito ansiogénico mediado por SP quando o peptideo foi injetado na amigdala medial de
camundongos (EBNER et al., 2004).

Os principais estudos de antagonismo do receptor NK1 sdo baseados no aprepitante
(APR) (Figura 6), farmaco aprovado para o tratamento de nauseas e vomitos pds-operatorios e/ou
induzidos por quimioterapia (CHAHL, 2006). O aprepitante foi desenvolvido pela Merck™, a partir
de estudos de relacdo estrutura-atividade, que objetivavam a descoberta de farmacos antagonistas de
receptor NK1, com maior afinidade e menos efeitos colaterais que 0s outros antagonistas de NK1R.
Baseado em resultados pré-clinicos e clinicos, o0 APR foi selecionado para o tratamento de patologias
nos quais o receptor NK1 desempenha papel fundamental, como o controle da émese. Em 2006 a
Food and drug administration (FDA-US) aprovou o uso do APR no tratamento das nauseas e vomitos
induzidos por quimioterapia (P.L.R. ANDREWS, S. BOYCE, S.D. BRAIN et al., 2004).

Estudos de fase Il confirmaram a eficacia do antagonismo de receptor NK1 no tratamento
da depresséo, entretanto um estudo de fase 111 multicéntrico e controlado por placebo ndo obteve os
mesmos resultados, usando um regime de dose mais alta comparada a usada com acdo antiemética
(KRAMER et al., 2004; KELLER et al., 2006). Considerando que 0 mecanismo exato da acgdo
antidepressiva do APR ainda ndo esta completamente elucidado este trabalho pretende contribuir para
a determinacdo dos efeitos antidepressivos do APR em um modelo animal de depressdo-simile

induzidos pela administracdo crénica de lipopolissacarideo.

Figura 6 — Férmula estrutural plana da molécula do aprepitante

Fonte: Farmacopeia Norte Americana (USP). Férmula molecular: C23H22F6N403. Massa molar: 516.44 g.mol™. Nome
segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC): (5-{[(2R,3S)-2-{(R)-1-[3,5-
Bis(trifluoromethyl)phenyl]ethoxy}-3-phenylmorpholino]methyl}-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-one)
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA
A depressdo € um problema de saude publica gravemente incapacitante e de elevada

prevaléncia. A proporcdo da populacdo global com depressdo em 2015 foi estimada em 4,4%. Ao
longo da vida é mais comum entre as mulheres (5,1%) do que entre os homens (3,6%) (WHO, 2015).
De acordo com os dados da Organizagdo Mundial de Saide (OMS) a depressdo esta entre 0s
transtornos mentais mais prevalentes, afetando cerca de 322 milhdes pessoas no mundo. Além do
papel bem estabelecido das disfuncdes do sistema monoaminérgico na fisiopatologia da depresséo,
uma forte ligacdo entre depressdo e fendmenos inflamatdrios tem sido demonstrada. Evidéncias
convincentes indicam que pacientes deprimidos usualmente tém um sistema imunitario desregulado
com aumento da producdo de citocinas pré-inflamatorias (MAES, 2001; ZORRILLA et.al., 2001).

O modelo animal de administracdo sistémica do lipopolissacarideo, indutor de citocinas
(LPS), tem-se mostrado robusto. Estudos sugerem que a inflamagdo tem um papel importante na
etiologia do humor depressivo e que 0s sinais pro-inflamatérios podem atuar nos processos

moleculares, que sdo alterados na depressdo (KUBERA et.al., 2013).

Apesar dos avangos no conhecimento da neurobiologia da depressdo e do mecanismo de acao
dos antidepressivos, a terapia farmacoldgica atual ainda se baseia na antiga hipdtese das monoaminas
(SCHILDKRAUT, 1965; RACAGNI & POPOLI, 2010). Embora essas drogas proporcionem uma
melhora nas condi¢es clinicas dos pacientes, o seu inicio de acdo é lento e apresentam muitos efeitos
adversos. Além disso, 30% dos pacientes com depressdao ndo respondem aos antidepressivos
(NESTLER et al., 2002; BERLIM, 2007).

Na tentativa de elucidar os mecanismos fisiopatoldgicos da depressao e melhorar a eficacia do
tratamento novas hipoteses além das monoaminas tém sido investigadas. Evidéncias derivadas de
estudos anatdmicos, neuroquimicos, farmacoldgicos e comportamentais que demonstram a
localizacdo dos neuropeptidios de taquicinina, incluindo a substancia P (SP), a neurocinina A, a
neurocinina B e o0s seus receptores (NK1, NK2, NK3) em é&reas do cérebro, relatam possivel
participacdo dessa via em mecanismos de estresse, regulacdo da ansiedade e do processamento da
emocao, bem como o seu papel como neurotransmissores e/ou neuromoduladores dentro dessas
estruturas e suas interacbes com outros sistemas de neurotransmissores, incluindo dopamina,
noradrenalina e serotonina (EBNER, SARTORI e SINGEWALD, 2009).
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Ha evidéncias claras a partir de estudos em animais e em humanos de que a interferéncia com
a transmissao de taquicinina pode modular o comportamento emocional. Com base nesses estudos e
na evidéncia de transmissdo supraregulada dessas substancias em individuos que sofrem de
perturbagdes relacionadas com o stress, varios antagonistas de receptores de taquicinina foram
desenvolvidos e estdo atualmente sob investigacdo clinica. Acredita-se que substancias com o valor
terapéutico potencial de varios ligantes de taquicininas possam ser utilizadas para o tratamento de
distdrbios relacionados ao estresse, incluindo transtornos de ansiedade, esquizofrenia e depresséo.
Devido a sua potente acdo de modular a liberacdo das monoaminas em varias areas cerebrais, 0S
antagonistas de NK1 seriam capazes de diminuir o tempo de dessensibilizacdo dos antidepressivos,
quando administrados associados, além de exercer importante acdo anti-inflamatdria inibindo a

ativacdo de NF-kB e TNF-a em monocitos de pacientes depressivos (BARDELLI et. al., 2013).

Contudo, muitos estudos ainda sdo necessarios para se determinar 0S mecanismos
neuroprotetores de antagonistas de NK1 com eficicia na diminui¢do dos sintomas da depresséo,
proporcionando assim uma melhor qualidade de vida aos pacientes portadores desta doenca.
Considerando ainda a complexidade e heterogeneidade dos transtornos depressivos (NESTLER,
2008) e a falta de estudos na literatura sobre os efeitos de antagonistas de NK1 em modelos animais
de depresséo e as crescentes evidéncias da participacdo de alteracGes inflamatérias na patogénese da
depressdo (MAES et al., 2012), decidimos investigar os efeitos do antagonista de NK1 em modelo

croénico de administracdo de LPS em camundongos.



48

3 OBJETIVOS

3.1 Gerais
Determinar os efeitos comportamentais e neuroguimicos do aprepitante (antagonista de
NK1) em camundongos submetidos ao modelo de depressdo induzida pela administracdo repetida de

lipopolissacarideo.

3.2 Especificos
Investigar alteragdes comportamentais em camundongos tratados com o aprepitante apds
administracdo repetida de LPS, utilizando testes de campo aberto, nado forgado e preferencia por

Sacarose.

Avaliar o efeito do tratamento com o aprepitante sobre a expressdo proteica de Iba-1 e
NF-xB no hipocampo de animais submetidos ao modelo de depressdo induzido pela administracdo
repetida de LPS.

Analisar o efeito do tratamento com aprepitante, sobre as concentragdes de citocinas pro-
inflamatorias (IL1B, IFN-y e TNF-a), anti- inflamatoria (IL4) e Fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF) em areas cerebrais (cortex pré-fontal, hipocampo, corpo estriado) de camundongos

submetidos ao modelo animal de depresséo induzido por LPS.

Verificar o efeito do tratamento com aprepitante sobre a expressdo génica de IDO-1,
TDO-2 e SAT-1 através da técnica de gPCR no hipocampo de animais submetidos ao modelo de

depressdo induzido pela administragéo repetida de LPS.

Determinar a agéo do aprepitante sobre as concentragdes de triptofano e seus metabolitos

no hipocampo de camundongos submetidos ao modelo animal de depressao induzido por LPS.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Camundongos Swiss, fémeas, em idade adulta (30-40g), provenientes do biotério central
da Universidade Federal do Ceara (UFC), foram ambientados em grupos de oito animais por gaiola de
propileno com racdo padrdo e agua ad libitum, mantidos a um ciclo claro/escuro de 12 horas. O
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal (CEPA) da UFC através do protocolo
n° 137/14. Os experimentos foram conduzidos de acordo com o Guia de Cuidados e Usos de Animais

de Laboratério do Departamento de Salde e Servigcos Humanos do Estudados Unidos da America.

4.2 Delineamento Experimental

O comportamento depressao-simile foi induzido através da administracdo repetida de LPS
(Escherichia coli, cepa 055: B5 obtido da Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, EUA e dissolvido
em solucgéo salina 0,9% p/v para o preparo das solucdes nas concentragdes: 750 pg/kg, 1000 pg/kg e
1250 pg/kg) em doses crescentes ao longo dos trés primeiros dias e, entdo, a dose foi reduzida
gradualmente nos dias 4 e 5, isto é, dia 1: 750 pg/kg, dia 2: 1000 ug/kg, dia 3: 1250 ug/kg, dia 4:
1000 pg/kg e dia 5: 750 pg/kg. Os cinco dias de desafio com LPS foram seguidos por um periodo de
um més livre da administracdo da endotoxina (Figura 7). Esse procedimento foi realizado por quatro
meses de acordo com o trabalho publicado por Kubera e colaboradores (KUBERA et al., 2013a).
Apo6s 24 horas da ultima aplicacdo de LPS, foi realizado o teste de nado forcado, para verificacdo da
efetividade do modelo. Vinte e oito dias apds o quarto més de administracdo de LPS, os animais
foram subdivididos em trés grupos, que receberam, durante 14 dias, o tratamento com o aprepitante,
fluoxetina ou salina. O grupo 1 foi tratado com APR (Aprepitante, Emend® Merck, Sharp & Dohme,
dissolvido em solucéo salina 0,9% p/v para a obtengéo de solu¢des com as concentragOes: 4 mg/kg, 8
mg/kg e 24 mg/kg) nas doses 4 mg/kg, 8 mg/kg e 24 mg/kg. O grupo 2 recebeu Fluoxetina (FLU)
(Cloridrato de Fluoxetina da Sigma-Aldrich Corporation, St Louis, EUA foi dissolvido em solugéo
salina 0,9% p/v para obtencdo de solucdo com concentracdo final de 0,Amg/mL) na dose de 10 mg
/kg. O ultimo grupo foi tratado com salina 0,9% (grupo LPS+SAL) na propor¢do de 0,1 mL para
cada 10 g de peso corporal. Os animais do grupo controle (SAL+SAL) receberam solucdo salina 0,9%
p/v via i.p que os demais animais. Os animais foram submetidos aos testes comportamentais de
campo aberto e nado forcado 1 hora apds a ultima administracdo das substancias, ja o teste de

preferéncia pela sacarose foi realizado no dia seguinte. Os animais foram dissecados para realizagédo
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dos testes neuroquimicos 96 horas apds o inicio do teste de preferencia pela sacarose. As doses de
LPS foram baseadas em estudo prévio publicado por Dantzer e colaboradores (MORMEDE et al.,
2004), enquanto as doses de APR foram calculadas de acordo com o método de normalizacdo da area
de superficie corporea, segundo demonstrado por Ahmad e colaboradores (REAGAN-SHAW;
NIHAL; AHMAD, 2008) e tendo como base a dose utilizada em estudos clinicos. Cada grupo é
constituido por oito animais por grupo.

Figura 7 — Diagrama representativo do protocolo de tratamento

42 més

= Grupo tratado com LPS

mm Grupo tratado com SAL

*e_‘:
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g
10 22 32 42 50 24h 12 142 24h
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P— MNeuroguimicos
FLU 10 mg/kg

SAL

Inj. 1 - SAL ou LPS 750 pg/kg
Inj. 2 - SAL ouLPS 1000 pg/kg
Inj. 3 - SAL ouLPS 1250 pg/kg
Inj. 4 - SAL ouLPS 1000 pg/kg
Inj. 5 - SAL ouLPS 750 pg/kg

APR 4 mg/kg

APR 8 mg/kg

APR 24 mg/kg

FLU 10 mg/kg
SAL

Fonte: Do proprio autor. Representacdo do tempo de tratamento com Lipopolissacarideo (LPS) e subsequente subdivisao
dos animais nos grupos tratados com aprepitante (APR), salina (SAL) e fluoxetina (FLU). Os animais do grupo controle
foram tratados pelo mesmo periodo que os demais com solucdo salina 0,9% p/v. Todas as administracGes foram realizadas
viai.p.
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4.3 Testes Comportamentais

4.3.1 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto foi realizado com o objetivo avaliar os efeitos do tratamento com
LPS, APR e FLU sobre a atividade locomotora e exploratéria dos animais, bem como identificar
comportamentos de ansiedade nos animais com o fendtipo depressivo (PRUT; BELZUNG, 2003) e
uma possivel atividade ansiolitica do APR. O teste foi realizado em uma arena (30 cm X 30 cm)
cercada por paredes de acrilico, com o chédo dividido em nove quadrantes de iguais tamanhos (Figura
8), com protocolo adaptado a partir de trabalho prévio realizado por Archer (ARCHER, 1973). A
atividade exploratoria do animal foi registada durante 6 minutos, sendo o primeiro minuto o periodo
de laténcia, para adaptacdo do animal a0 novo ambiente, portanto ndo contabilizado para a anélise.
Também obtivemos o mapa da trajetéria percorrida por cada animal na arena. Os parametros
avaliados foram: Tempo gasto em segundos (s) no quadrante central; A relacdo entre a atividade
locomotora no quadrante central e nos quadrantes da periferia da arena (Relagcdo C/P); O tempo de
imobilidade em segundos (s) e 0 numero de transi¢cGes entre os quadrantes da arena. O teste foi
realizado em uma sala com som atenuado, na condigédo de baixa intensidade de luz vermelha, gravado
e analisado utilizando o software SMART video tracking versdo 3.0.03 da Panlab Harvard

Apparatus®.

Os roedores, espontaneamente, preferem a periferia do aparato a atividade exploratoria na
regido central da arena e esse comportamento é denominado tigmotaxia (CAMPOS et al., 2013).
Dessa forma, sdo resultados indicativos de atividade ansiolitica: 0 aumento da permanéncia do animal
na regido central do aparato e a elevagcdo da razéo entre o tempo gasto em atividade no centro e o
tempo em atividade total (PRUT; BELZUNG, 2003).
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Figura 8 — Foto do aparato para realizacao do teste do campo aberto
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Fonte: Do proprio autor. Foto da tela de captura do software mostrando as arenas utilizadas para o teste. Pode-se observar
gue a arena a esquerda encontra-se dividida em 9 quadrantes de iguais tamanhos (10 cm X 10 cm) com regides central e
periférica identificadas.

4.3.2 Teste do nado forcado
O teste do nado forcado, descrito primeiramente por Porsolt, (PORSOLT; BERTIN;

JALFRE, 1978) é um dos testes mais utilizados na investigacdo de novas drogas antidepressivas.
Nesse teste, os animais foram inseridos individualmente em cilindros de acrilico (50 cm de altura; 18
cm de diametro), contendo agua da altura de 30 cm do solo do aparato (Figura 9), por um periodo de
5 minutos no qual foi cronometrado o tempo total de imobilidade para cada animal. Considerou-se
como imobilidade quando o animal fez apenas 0s movimentos minimos necessarios para se manter
acima do nivel da agua. O teste avaliou o comportamento do animal frente a uma situacdo
inescapavel, atuando como modelo preditivo de depressdo. E espera-se que o animal com fenétipo

depressivo apresente tempo de imobilidade superior ao animal saudavel.

Figura 9 — Desenho representativo do aparato para o teste do nado for¢cado

E—

Fonte: Quevedo et al., 2013.
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4.3.3 Teste da preferéncia pela sacarose
O teste de preferéncia pela sacarose foi realizado como uma medida de anedonia nos

animais com comportamentos depressao-simile (MAO et al., 2009). Os animais passaram por uma
etapa de adaptacdo com a solucdo de sacarose 1% da seguinte forma: 72 horas antes do teste, foram
colocadas, em cada gaiola, duas garrafas com solucéo de sacarose 1% p/v e 24 horas depois, uma das
garrafas de sacarose 1% foi trocada por uma garrafa contendo agua (Figura 10). Depois da adaptacao,
os animais foram privados de dgua e comida por 24 horas. O teste foi realizado apds 24 horas de
jejum, com os animais alocados em gaiolas separadamente e tendo livre acesso a duas garrafas
contendo 100 ml de solugdo de sacarose 1% e 100 ml de 4gua cada uma. Ap6s 1 hora, os volumes de
solucdo de sacarose 1% e de agua foram medidos e a preferéncia pela sacarose foi calculada em
valores percentuais, através da razdo entre o volume consumido de sacarose 1% e o volume
consumido total somando-se os volumes de sacarose 1% e agua e multiplicando e resultado dessa

razdo por 100, como mostra a equacdo a seguir:

Preferéncia pela Sacarose(%)
Consumo de Sacarose (ml)

100

- Consumo de Sacarose (ml) + Consumo de Agua(ml)

Figura 10 — Desenho representativo do teste de preferencia pela sacarose.
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Fonte: adaptado Sousa, 2014.



54

4.4 Testes Biomoleculares e Neuroquimicos
Os testes biomoleculares e neuroguimicos foram realizados, apés o ultimo teste de

comportamento. Para tanto os animais foram sacrificados por rapida decapitacdo e seus cérebros
foram removidos e lavados em solugdo salina gelada. As regides cerebrais Pré-frontal (PF),
Hipocampo (HC), e Corpo Estriado (CE) foram dissecadas, congeladas e armazenadas a -70 °C até

serem utilizadas para os ensaios.

4.4.1 Dosagem de BDNF e de citocinas (IL1p, IL-4, TNF-a e INF-y) no cortex pré- frontal,
hipocampo e corpo estriado por ensaio imunenzimatico (ELISA)

4.4.1.1 Técnica de ELISA
Os niveis de BDNF (neuroplasticidade) e de citocinas pré-inflamatorias e

antiinflamatoérias IL1pB, IL-4, TNF-o e INF-y foram quantificados no cortex pré-frontal hipocampo e
corpo estriado por ELISA para avaliar os efeitos do aprepitante na neuroinflamacéo. A deteccdo das
citocinas foi realizada por meio de ensaio imunoenzimatico (Kit DuoSet (R&D Systems, EUA).
Resumidamente, as placas para ELISA de 96 pogos foram incubadas com o anticorpo de captura para
IL1B ou IL-4 ou TNF-a ou INF-y ou BDNF por 18h em temperatura ambiente com 100 pL de
anticorpo para cada poco. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com 200 pL de tampéo
de lavagem (R&D Systems, EUA) e bloqueadas com 200 uL de BSA 1% (R&D Systems, EUA) por 1
h. Ap6s o bloqueio, 100 puL das amostras ou da curva padrdo foram adicionadas em cada pogo e
incubadas por 2 h em temperatura ambiente. As placas foram entdo lavadas trés vezes com 200ul de
tampé&o de lavagem e depois incubadas com anticorpo de detec¢do da determinada interleucina em
temperatura ambiente por 2 horas. Na etapa seguinte, as placas foram lavadas novamente por trés
vezes com 200 pL de tampdo de lavagem e incubadas com 100 pL de estreptavidina em temperatura
ambiente por 20 minutos. Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com 200ulL de tampao de
lavagem. Na etapa seguinte, 100 puL da solugdo substrato para revelagdo (R&D Systems, EUA) foram
adicionadas em cada poco e incubadas por 20 min a temperatura ambiente protegidos da luz. A reacédo
enzimatica foi cessada, adicionando-se 50 uL solugdo de parada (H2SO4). Enfim, a absorbancia foi

medida a 450nm. O resultado foi expresso em pg/mL.

4.4.2 Expressao proteica de NF-kB e Iba-1 por Western Blotting
Para avaliar a expressao protéica de NF-xB e Iba-1 hipocampal realizou-se Western

Blotting ap0s as etapas de extracdo e dosagem de proteinas.
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4.4.2.1 Extracgdo de proteinas
O hipocampo foi macerado com auxilio de cadinho e pistilo em nitrogénio liquido e foi

inserido em microtubo contendo 100 pl de tampao RIPA (25 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 5
mM EDTA,; 1% NP-40; 1% triton-X-100; 1% deoxicolato de sddio; 0,1% SDS) e inibidor de protease
(SigmaAldrich, EUA, 1uL de inibidor de protease: 100 pL de RIPA). Em seguida, as amostras foram
agitadas por 30 segundos, a cada 10 min por 30 min, e centrifugadas (17 min, 4°C, 13000 rpm). O
pellet foi desprezado e o sobrenadante (por¢do que contém as proteinas) foi transferido para um novo

microtubo.

4.4.2.2 Método de Bradford para dosagem de proteina
A concentracdo de proteinas totais na amostra foi determinada pelo emprego de reagente

de Bradford (Bio-Rad Protein Assay — Dye Reagent Concentrate - BioRad Laboratories, Hercules,
CA, USA). A ligacdo a proteina ocorre quando a absor¢cdo méxima da solucdo acida Coomassie
Brilliant Blue G-250 muda de 465 para 595 nm. Foram pipetados 160 puL de amostra e 40 pL de
solucéo de Bradford nas placas e a leitura foi feita por espectrofotdmetro (595 nm), utilizando-se uma
curva de calibracéo de albumina bovina sérica (BSA) de 0,2 a 1,0 mg / mL.

4.4.2.3 Western Blotting
Inicialmente, preparou-se 50 pg de proteina referente a cada amostra, adicionando tampéo

da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS; 0,01% azul de
bromofenol) e f-mecaptoetanol (BioRad, EUA), agitando por 10 s, aquecendo a banho maria (95°C, 5
min) e centrifugando (10000 rpm, 4°C, 30s). Em seguida, realizou-se a eletroforese vertical de
proteinas em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 60 V nos primeiros 15 min para deposi¢do
das amostras no fundo do poco e 120 V para o restante da corrida, onde foi utilizado gel a 10% e
tampdo de corrida (25 mM Tris; 192 mM glicina; 1% SDS). Apds a corrida, efetuou-se a transferéncia
por eletroforese das proteinas do gel para a membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de
polivinilideno) a 100 V por duas horas em tampdo de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina;
20% metanol). Apos esta etapa, as membranas foram blogueadas por uma hora em agitacéo constante,
para reduzir as ligagdes inespecificas, com 5% BSA (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em tampéo salina
Tris-HCI suplementado com Tween 20 (TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NacCl; 0,1% Tween 20).
Em seguida, realizou-se a lavagem das membranas com TBST, sendo trés lavagens por 10 min cada.
Na etapa seguinte, as membranas foram incubadas, “overnight” a 4°C sob agitacdo constante, com 0s

anticorpos rat anti- NFx-B 1gG primary antibody (1:600; Santa Cruz, USA), rat anti- Iba 1gG primary
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antibody (1:1000; Wako, USA) e rat anti-a- tubulin 1gG primary antibody (1:4000; Sigma, USA)
diluidos em 1% de BSA em TBS-T. Apos esta etapa, realizaram-se trés lavagens de 10 min cada com
TBS-T. As membranas foram incubadas com os anticorpos secundarios HRP-goat anti-rabbit 1gG
(1:1000; Invitrogen, USA) ou HRP-goat anti-mouse 1gG (1:1000; Sigma, USA) por duas horas em
temperatura ambiente. Decorrido este tempo, as membranas foram lavadas 4 vezes, duragdo de 10
min cada, com TBS-T. Enfim, adicionou-se o reagente de quimioluminescéncia (BioRad, EUA,
Clarity western ECL blotting substrate) e as membranas foram agitadas por 5 min. As imagens das
bandas foram capturadas por um sistema de ImageQuant 300 Imager (GE Healthcare, EUA). A
densidade das bandas foi mensurada por meio do software Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA).

4.4.3 Quantificacdes do Triptofano e seus metabolitos por HPLC
Os niveis cerebrais de triptofano e seus metabdlitos (serotonina, quinurenina e acido

quinolinico) foram quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Waters
Alliance, €2695). A éarea cerebral (hipocampo) foi utilizada para preparar homogenatos a 20%. O
tecido cerebral foi macerado em acido perclérico (HCIO4) a 1% por 40 segundos e centrifugado por
15 minutos, 12.000rpm, 4°C. O sobrenadante foi separado e uma aliquota de 10ul foi injetada no
HPLC.

Para determinar a concentracdo de triptofano e de seus metabolitos foi utilizada uma
coluna C18, 150 x 4,6 mm, 4u (PHENOMENEX®). A fase mdvel foi composta de duas fases: A
(acetato de sddio grau HPLC-SIGMA® - 0,1M, pH 6,2); B (acetonitrila grau HPLC (TEDIA®)
100%). A corrida se deu em gradiente de fluxo conforme a tabela:

Tabela 3 — Gradiente de fluxo para determinacdo simultédnea de triptofano e seus metabolitos
por HPLC

Tempo (min) Fluxo (ul) Fase A (%) Fase B (%)
0 0,5 94 6
4 0,5 80 20
10 0,5 80 20
11 1 80 20
18:30 1 80 20
19 0,5 94 6
24 0,5 94 6

Fonte: Elaborado pela autora.
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As solucbes padrdo de triptofano (SIGMA®) e seus metabdlitos (SIGMA®) foram
preparadas com fase movel A (&cido quinolinico, serotonina, quinurenina e triptofano) nas
concentracdes de 0,2 mM. Os cromatogramas foram registrados e quantificados pelo software
(Empower 3 Chromatography Data Software: Waters). As concentracfes de acido quinolinico,
serotonina, quinurenina e triptofano nas areas cerebrais foram determinadas por compara¢do com 0s
padrdes injetados no HPLC no dia do experimento (PRESITS & MOLNAR-PERL, 2003).

4.4.4 Investigacdo da Expressdo Génica de SAT 1, IDO 1e TDO 2 por gPCR
4.4.4.1 Preparacao das amostras

Os fragmentos de hipocampo dos animais foram retirados e macerados em nitrogénio
liquido. Posteriormente, os fragmentos macerados foram adicionados em microtubo com 300 uL de
RNAlater® (SIGMA, EUA). Em seguida foram armazenados a -80°C até sua utilizagdo para extragdo
do RNA.

4.4.4.2 Extracdo do RNA

O RNA total de cada amostra foi isolado usando kit de extracdo de RNA (Promega).
Resumidamente, amostras de 100 pL de tampao de lise foram misturadas cinco vezes por inversao.
Adicionou-se as amostras 350 uL. de tampdo de diluicdo do RNA, sendo homogeneizadas quatro
vezes por inversdo. Em seguida, as amostras foram aquecidas por trés minutos a 70°C, com o objetivo
de romper as ligag¢6es dos acidos nucléicos e centrifugadas por 10 min. O sobrenadante foi transferido
para um microtubo e adicionou-se 200 pL de etanol a 95%. Na fase seguinte, a mistura foi transferida
para spin basket acoplado a um microtubo coletor de 2 mL e centrifugado a 11200 RPM por um
minuto. Adicionou-se 600 pL de solugdo de lavagem e em seguida 0 material foi centrifugado por
11200 RPM por um minuto. Na etapa seguinte, as amostras foram tratadas com DNase para reduzir a
contaminagdo com o DNA, sendo incubadas em temperatura ambiente por 15 min. Decorrido este
tempo, 200 puL de DNase stop solution foram adicionados e as amostras centrifugadas por 1 min a
11200 RPM. Logo em seguida, adicionou-se tampdo de lavagem e as amostras foram centrifugadas,
conforme relatado anteriormente. Adicionou-se 250 pL de tampdao de lavagem seguida de
centrifugacdo por 2 min em 11200 RPM. Na etapa seguinte, o spin foi inserido em novo microtubo de
1,5 mL, 40 uLL de H,O livre de nuclease foram adicionados e os microtubos foram centrifugados por 1
minuto. Por fim, o spin basket foi descartado e 0 RNA extraido foi armazenado no freezer -70°C.

Apos a extracdo do RNA de cada amostra, efetuou-se a sua quantificagdo, com 1ulL de RNA de cada
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amostra, utilizando Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, EUA). Concomitante a dosagem em ng/uL,
realizou-se a avaliacdo da qualidade do RNA extraido, o qual foi obtido por meio da relagdo 260/280,
fornecida pelo programa relacionado ao aparelho. A avaliacdo da quantidade de RNA presente em
cada amostra é de extrema importancia para a obtencdo da quantidade de amostra adequada para

realizacdo da préxima etapa, a saber: sintese do acido desoxirribonucléico complementar (cCDNA).

4.4.4.3 Sintese do cDNA
O cDNA foi sintetizado de acordo com o High-capacity cDNA Reverse Transcription Kits

(Applied Biosystems, USA). O volume final de cada amostra foi de 20 uL: 2 pL do reagente 10x
tampdo da enzima; 0,8 puL de oligonucleotideos; 2 pL de primer; 1 pL da enzima transcriptase
reversa; 1 ng de RNA, sendo o volume utilizado em pL dependente da concentracdo inicial extraida;
H,O de nucleases para completar 20 puL. O protocolo da reacdo foi realizado a 25° C por 10 min, 37°
C por 120 min, 85° C por 5 min. O cDNA foi armazenado a -20° C até a sua utilizacdo no PCR

quantitativo em tempo real.

4.4.4.4 PCR quantitativo em tempo real (QPCR)
A expressdo génica foi avaliada por meio do sistema de PCR em tempo real

(LightCycler® 96 Real-Time PCR System, Roche Life Science), utilizando kit de Power SYBR®
Green PCR Master Mix (Life Technologies). O gene de referéncia utilizado foi o gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH). Todos os primers utilizados e as condi¢cbes do qPCR estéo

apresentadas no quadro 1.

Os valores de Thresholdcycle (Cq ou Ct), obtidos pelo software do equipamento, dos
genes avaliados foram exportados para o Microsoft Office Excel 2010, no qual os niveis relativos de

RNAm foram calculados de acordo com a metodologia descrita por Livak e Schmittgen (2001).



Quadro 1 — Primers utilizados forward e reverse para anéalise de g-PCR
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Gene

Forward primer

Reverse primer

IDO 1 (indolamina
2,3-dioxigenase 1)

CGGACTGAGAGGACACAGGTTAC

ACACATACGCCATGGTGATGTAC

TDO2 (triptofano
2,3-dioxigenase)

ATGAGTGGGTGCCCGTTTG

GGCTCTGTTTACACCAGTTTGAG

SAT1
(espermidina/espermina
N-acetiltransferase 1)

CCTGVGACTGATCAAGGAACT

CAACCAGGCAGTGGTAGAAGG

Fonte: Elaborado pela autora.
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5 ANALISE ESTATISTICA
A andlise dos dados foi realizada utilizando o software GraphPad Prism versdo 6.0 para

Windows, GraphPad Software Inc., San Diego Califérnia EUA Copyright © 1992 — 2012. Os valores
foram expressos como média + EPM (erro padrdo da média) e os resultados analisados por One-way
ANOVA seguido do teste de Tukey para compara¢Ges multiplas. Em todas as analises estatisticas, foi
considerado o nivel critico para rejeicdo da hipdtese de nulidade com valores menores que 0,05
(p<0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 Teste do Campo aberto

Com esse teste, foi possivel avaliar que o tratamento com o APR e FLU foi capaz de
reverter as alteragcdes na atividade locomotora induzidas pela administracdo repetida de LPS  [F (5,
43) = 16,14, p<0,0001]. Os animais que receberam solucdo salina 0,9% representam o grupo controle.
Como mostrado na figura 11, a administracdo repetida de LPS reduziu significativamente o nimero
de cruzamentos entre os quadrantes da arena em relacdo ao grupo Controle (p<0,0001). O tratamento
com aprepitante na dose de 4 mg/kg (p<0,001 vs. LPS+SAL) e fluoxetina (p<0,01 vs. LPS+SAL)
reverteu significativamente as alteracdes no nimero de cruzamentos induzidas por LPS. O tratamento

com APR 8 e 24 mg/kg ndo mostrou significancia.

O tempo de imobilidade no teste de campo aberto é importante para analisar os sinais
iniciais de comportamentos de doenca (sickness behaviour). Como estd mostrado na figura 12, a
administracdo intermitente de LPS aumentou significativamente o tempo gasto imovel em relagcdo ao
grupo controle (p<0,0001). O tratamento com APR nas doses 4 e 24 mg/kg reverteu a imobilidade em
relacdo ao grupo LPS+SAL (p<0,0001 e p<0,01). Os animais submetidos ao tratamento com FLU
também obtiveram uma reversdo no tempo de imobilidade induzido pela administracdo de LPS
(p<0,01).

Como pode ser visto na figura 13, com relacdo aos parametros utilizados para avaliar
atividade ansiolitica no teste do campo aberto (razdo centro/periferia e tempo de permanéncia no
quadrante central), o tratamento com APR nas doses 8 e 24 mg/kg apresentou fenétipo ansiolitico [F
(5, 31) = 14,13; p<0,0001], uma vez que promoveu elevacdo no tempo de permanéncia dos animais
no quadrante central da arena, significativamente em relagdo aos animais do grupo controle (APR 8
vs. controle p= 0,0003; APR24 vs. Controle p< 0,0001) e grupo LPS (APR 8 vs. LPS+SAL p=
0,0009; APR 24 vs. LPS+SAL p<0,0001).

Nas figuras 14 e 15 podemos observar que o tratamento com APR 24 mostrou-se capaz
de elevar a relacdo centro/periferia, mostrando aumento da atividade exploratéria do animal no
quadrante central da arena do campo aberto (APR 24 vs. Controle p=0,0201; APR 24 vs. LPS+SAL
p=0,0029).
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Figura 11 — Efeito do tratamento com aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) na

atividade locomotora dos animais submetidos ao teste do campo aberto
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Camundongos receberam injecéo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. O teste do campo aberto foi realizado 1 hora ap6s a Ultima administracdo das drogas. Os animais
do grupo controle (SAL) foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo que os demais animais. As barras
representam a média da frequéncia de cruzamentos + E.P.M. A anélise dos resultados foi feita através de one-way
ANOVA seguida pelo teste de Tukey. (" p<0,0001 vs. Controle; ““p<0,001 vs. LPS+SAL; “"p<0,01 vs. LPS+SAL).
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Figura 12 — Efeito do tratamento com aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no
tempo de imobilidade dos animais submetidos ao teste do campo aberto
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Camundongos receberam injecédo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. O teste do campo aberto foi realizado 1 hora apés a Gltima administracdo das drogas. Os animais
do grupo controle (SAL) foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo que os demais animais. As barras
representam a média do tempo de imobilidade £ E.P.M. A andlise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA

seguida pelo teste de Tukey. (""p<0,0001 vs. Controle; **p<0,0001 vs. LPS+SAL; ‘p<0,05 vs. Controle; #p<0,01 vs.
LPS+SAL)
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Figura 13 — Efeito do tratamento com aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no

tempo de permanéncia dos animais no quadrante central do campo aberto
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. O teste do campo aberto foi realizado 1 hora ap6s a Gltima administracdo das drogas. Os animais
do grupo controle (SAL) foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo que os demais animais. As barras
representam a média do tempo de permanéncia no centro £ E.P.M. A andlise dos resultados foi feita através de one-way
ANOVA seguida pelo teste de Tukey para comparacdes multiplas. ("~ p= 0,0009vs. LPS+SAL; ~"p<0,0001vs.
LPS+SAL; “p=0,0013 vs. LPS+SAL ).
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Figura 14 — Efeito do tratamento com aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) na
razdo entre a atividade no quadrante central do aparato e a atividade em todos os quadrantes
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Camundongos receberam injecéo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. O teste do campo aberto foi realizado 1 hora apds a Ultima administracdo das drogas. Os animais
do grupo controle (SAL) foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo que os demais animais. As barras
representam a média da razdo + E.P.M. A analise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo teste
de Tukey para comparacdes multiplas. Relacdo entre o tempo gasto em atividade no quadrante central e 0 tempo em
atividade em todos os quadrantes da arena ("'p=0,0201 vs. Controle; ~p=0,0029 vs. LPS+SAL; “p= 0,0119 vs. LPS+SAL).
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Figura 15 — Mapa do trajeto percorrido pelos animais no teste do campo aberto

LPS + APR 8 LPS + APR 24 FLU

Camundongos receberam injecéo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solugdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. O teste do campo aberto foi realizado 1 hora ap6s a Gltima administracdo das drogas. Os animais
do grupo controle (SAL) foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo de os demais animais. Cada arena
apresenta o animal mais representativo de cada grupo. A presenca e o deslocamento do animal foram detectados pelo
software a partir do seu centro de massa. O trajeto percorrido pelo animal na arena esta representado pela linha preta.
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6.2 Teste do nado forcado

No teste do nado for¢cado, como mostrado na figura 16, os animais que receberam
administracdo intermitente com LPS apresentaram um periodo de imobilidade significativamente
maior em relagdo aos animais do grupo controle [F (5, 50) = 3,527; P = 0,0083]. O tratamento com
APR 8 (p= 0,0402), APR 24 (p= 0,0192) e fluoxetina (p= 0,0201) mostrou-se capaz de reverter

significativamente a imobilidade induzida pelo LPS, mostrando possivel efeito antidepressivo.
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Figura 16 — Efeito do tratamento com aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no

tempo de imobilidade dos animais submetidos ao teste do nado forcado
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Camundongos receberam injecéo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. O teste do nado forgado foi realizado 1 hora ap6s a Gltima administracéo das drogas. Os animais
do grupo controle (SAL) foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo de os demais animais. As barras
representam a média do tempo de imobilidade + E.P.M. A analise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA
seguida pelo teste de Tukey para comparacdes mdltiplas. Tempo de imobilidade durante o teste ("p= 0,0173vs. Controle; ~
p=0,0402 vs. LPS+SAL; * p=0,0192vs. LPS+SAL: ~ p=0,0201vs. LPS+SAL).
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6.3 Teste da preferéncia pela sacarose

O teste da preferéncia pela sacarose foi utilizado como indicativo de comportamento de
anedonia, bem como para avaliacdo da capacidade do APR em reverter a anedonia nesses animais. De
acordo com ANOVA de uma via, ocorreu uma alteragdo significativa entre controle e os grupos
tratados no teste de preferéncia por sacarose [F (5, 69) = 6,015; P = 0,0001]. Como pode ser visto na
figura 17, os animais que receberam administracdo repetida com LPS reduziram o consumo de
sacarose em relacéo ao grupo controle (p<0,0001). O tratamento com APR 4 (p= 0,0067), APR 8 (p=
0,0095) mostrou-se capaz de reverter significativamente, como também o grupo APR 24 (p= 0,0102)
e FLU (p= 0,0204) que conseguiram reverter o feno6tipo de anedonia em comparagdo com o grupo
LPS+SAL.
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Figura 17 — Efeito do tratamento com aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) na
preferéncia pelo consumo de sacarose
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para indugdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucéo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. O teste da preferéncia pela sacarose foi realizado 24 horas apds a Gltima administracéo das drogas.
Os animais do grupo controle (SAL) foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As
barras representam o valor percentual da média do consumo de solugdo de sacaore 1% + E.P.M. A anélise dos resultados
foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey para comparagcdes maltiplas. Consumo de sacarose
("""p<0,0001 vs. Controle; ™ p= 0,0067 vs. LPS+SAL; ~ p= 0,0095 vs. LPS+SAL; "p=0,0102 vs. LPS+SAL; "p=0,0204
vs. LPS+SAL).
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6.4 AvaliacOes biomoleculares e neuroquimicas

6.4.1 Determinac0Oes da expressao proteica de Iba-1 e NF-kB pela técnica de Western Blot

A figura 18 mostra a expressao proteica de Iba-1, uma proteina de ligacdo do célcio
expressa em macrofagos/micrdglia que estd relacionada a ativacdo microglial, liberacdo de Oxido
nitrico, ativacdo de fatores de transcricdo com NF-«B e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como
TNF-a ¢ IL1-B. Os animais do grupo LPS+SAL (p < 0,0001) mostraram um aumento significativo na
expressao proteica de Iba-1 hipocampal quando comparado aos animais do grupo controle [F (5, 16) =
11,59; P < 0,0001] como pode ser visto na figura 18. Somente a dose de APR 24 (p= 0,0061) foi

capaz de reduzir significativamente a expressdo de Iba-1 em comparacao ao grupo LPS.

Para confirmar a ativacdo da via inflamatoria induzida pelo tratamento intermitente com
LPS, foram avaliadas concentragdes de NF-kB, um importante fator de transcrigdo que participa da
resposta inflamatéria. Os resultados apresentados na figura 19 mostram que houve um aumento
significativo na expressdo proteica de NF-kB no grupo LPS+SAL (p= 0,0001) quando comprado ao
grupo Controle [F (5, 16) = 12,02; P < 0,0001]. Os animais que foram tratados com APR4 (p=
0,0046), APR8 (p= 0,0118), APR 24 (p= 0,0002) e FLU (p= 0,0001) conseguiram reduzir
significativamente a expressdéo de NF-kB hipocampal quando comparados ao grupo LPS,

demonstrando um possivel efeito anti-inflamatorio.
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Figura 18 — Expresséo proteica de Iba-1 por imunoblotting no hipocampo de animais tratados
com administragdo intermitente de LPS seguido pela administracdo de aprepitante (4, 8 e 24

mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg)
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Camundongos receberam injecéo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. ConcentragBes de Iba-1 hipocampal foram mensurados por imunoblotting. Os animais do grupo
controle (SAL) foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o
valor percentual da média do Iba-1 + E.P.M. A andlise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo
teste de Tukey para comparacdes multiplas. Concentracdes de Iba-1 ("~ 'p < 0,0001 vs. Controle; ~p= 0,0061 vs.
LPS+SAL).
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Figura 19 — Expressado proteica de NF-kB por imunoblotting no hipocampo de animais tratados
com administragdo intermitente de LPS seguido pela administracdo de aprepitante (4, 8 e 24

mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg)
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentragfes de NF-kB hipocampal foram mensurados por imunoblotting. Os animais do grupo
controle (SAL) foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o
valor percentual da média do NF-kB + E.P.M. A anélise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo
teste de Tukey para comparagbes mdltiplas. Concentracdes de NF-kB (7 p= 0,0001 vs. Controle; ~“p= 0.0046 vs.

*kk *kK

LPS+SAL; “p= 0.0118 vs. LPS+SAL; “p= 0.0002 vs. LPS+ SAL; ““p= 0.0001 vs. LPS+SAL).
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6.4.2 Efeito do tratamento com aprepitante e fluoxetina sobre as concentracgdes de 1L4 em areas
cerebrais de camundongos

A inflamagdo produz alteragBes enddcrinas, autondmicas e comportamentais e isso se
deve a ativacdo de células do sistema imune e liberacdo de citocinas pro (IL1B, TNF-a e INF-y) e
anti- inflamatorias (IL4). Essas citocinas desempenham um importante papel na patogénese da

depressao.

As dosagens de 1L4 no CPF de animais do grupo LPS+SAL ndo apresentaram diferencas
significativas quando comparado ao grupo controle (Figura 20). Ja os animais tratados com APR 4
apresentaram um aumento consideravel nas concentracdes de 1L4 quando comparado com 0s demais
grupos [F (5, 42) = 28,73, p<0,0001].

A regido do hipocampo também apresentou resultados semelhantes ao que foi visto no
CPF, os grupos LPS e controle ndo apresentaram diferencas significativas entre si (Figura 21).
Diferente dos outros grupos, os animais tratados com APR4 apresentaram um aumento significativo
na concentracdo de IL4 quando comparado ao grupo LPS+SAL [F (5, 34) = 28,87, p<0,0001].

Conforme os dados obtidos nas demais areas cerebrais estudadas, concentracOes
aumentadas de IL4 foram observadas no corpo estriado (Figura 22) do grupo APR4 (p<0,0001)
quando comparadas com o grupo LPS [F (5, 42) = 8,439, p<0,0001]. Os tratamentos APR8, APR24 e
FLU ndo induziram aumento nas concentragdes de IL4 no CE quando comparado ao grupo
LPS+SAL. Semelhante ao encontrado no CPF e no HC, os grupos controle e LPS néo apresentaram

diferenca significativa entre as concentrac6es de 1L4 no CE.
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Figura 20 — Alteragdes nas concentracdes de 1L4 induzidas pela administracdo de aprepitante
(4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no cortex pré-frontal de animais tratados com

administracao intermitente de LPS
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressao, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentragdes de 1L4 foram mensuradas por ELISA. Os animais do grupo controle (SAL) foram
tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o valor percentual da
média de IL4 + E.P.M. A anélise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey para
comparacdes multiplas. Concentraces de IL4 (7 p<0,0001 vs Controle; ~ p<0,0001 vs LPS+SAL ~“p<0,0001 vs.
APR4)
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Figura 21 — Alteragdes nas concentracdes de 1L4 induzidas pela administracdo de aprepitante
(4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no hipocampo de animais tratados com administracao

intermitente de LPS
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Camundongos receberam injecéo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solugdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentragdes de 1L4 foram mensuradas por ELISA. Os animais do grupo controle (SAL) foram
tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o valor percentual da
média de IL4 + E.P.M. A analise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey para
comparagdes mdltiplas. Concentracdes de IL4 (""p<0,0001 vs Controle; =~ p<0,0001 vs LPS+SAL ~"“p<0,0001 vs.

APR4)
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Figura 22— Alterac6es nas concentragdes de IL4 induzidas pela administracdo de aprepitante (4,
8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no corpo estriado de animais tratados com administracéo

intermitente de LPS
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucéo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentragdes de 1L4 foram mensuradas por ELISA. Os animais do grupo controle (SAL) foram
tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o valor percentual da
média de IL4 + E.P.M. A analise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey para
comparacBes multiplas. Concentragdes de IL4 (" "p<0,0001 vs Controle; ~ p<0,0001 vs LPS+SAL; “p= 0,0045 vs.
APR4; ™ p=0,0012 vs. APR4; " p=0,0003 vs. APR4)
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6.4.3 Efeito do tratamento com aprepitante e fluoxetina sobre as concentragdes de IL1p em
areas cerebrais de camundongos

Foi observado no cortex pré-frontal (Figura 23) um aumento significativo nos niveis de
IL1B no grupo LPS+SAL quando comparado com o controle [F (5, 52) = 17,69; p<0,0001]. A
administracdo de APR4 (p<0,0001), APR8 (p<0,0001) ou APR24 (p<0,0001) reverteu
significativamente as altas concentragdes de ILIB quando comparados com animais LPS+SAL.
Resultado semelhante foi visto pelo grupo FLU (p=0,0001) que conseguiu diminuir as concentracoes
dessa interleucina pré-inflamatéria comparado ao grupo LPS+SAL. Aumento de IL1J também foi
observado no hipocampo de animais LPS+SAL quando comparados com o controle [F (5, 54) =
9,751; p<0,0001] (Figura 24). As doses de APR 4 (p=0,0019), APR 8 (p<0,0001) ou APR 24
(p=0,0011) apresentaram resultados semelhantes ao que foi visto no cértex pré-frontal, quando
comparadas ao grupo LPS. Ja o grupo FLU n&o conseguiu reverter as concentragcbes aumentadas de

IL1B no hipocampo.

No corpo estriado as concentragdes de IL1JB, nos animais LPS+SAL, mantiveram-se
elevadas quando comparado ao grupo controle [F (5, 54) = 16,01; p<0,0001] (Figura 25). Os
tratamentos com APR 4 (p= 0,0291), APR 8 (p<0,0001) ou APR 24 (p<0,0001) demonstraram
inibicdo nas concentracBes dessa interleucina pré-inflamatéria, quando comparados com o grupo
LPS+SAL. O grupo FLU, semelhantemente ao que foi observado no hipocampo, ndo reduziu 0s

niveis de IL1B quando comparado ao grupo LPS.
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Figura 23 — Alteragdes nas concentragoes de IL1p induzidas pela administracio de aprepitante
(4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no cértex pré-frontal de animais tratados com

administracdo intermitente de LPS
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressao, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentragdes de IL1p foram mensuradas por ELISA. Os animais do grupo controle (SAL) foram
tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o valor percentual da
média do IL1B + E.P.M. A analise dos resultados*fgi feita através de one-way f\NOVA seguida pelo teste ge Tukey para

comparacdes multiplas. Concentragdes de IL1B ( p<0,0001 vs. Controle; ~ p<0,0001 vs. LPS+SAL;  p=0,0001vs.
LPS+SAL).
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Figura 24 — Alteracdes nas concentracoes de IL1p induzidas pela administracio de aprepitante

(4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no hipocampo de animais tratados com administracao

intermitente de LPS
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucéo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentragdes de IL1B foram mensuradas por ELISA. Os animais do grupo controle (SAL) foram
tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o valor percentual da
média do IL1B = E.P.M. A andlise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey para
comparagdes miltiplas. Concentragdes de IL1B (~p= 0,0064 vs. Controle; ~p= 0,0019 vs LPS+SAL ~“p<0,0001 vs.

LPS+SAL; “p=0,0011 vs LPS+SAL ).
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Figura 25 — Alteragdes nas concentragoes de IL1p induzidas pela administracio de aprepitante
(4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no corpo estriado de animais tratados com

administracdo intermitente de LPS
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para inducgdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucéo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentragdes de IL1PB foram mensuradas por ELISA. Os animais do grupo controle (SAL) foram
tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o valor percentual da
média do IL1B = E.P.M. A andlise dos resultados &1 feita através de one-way ANOVA seguida pelo teste ,Qe Tukey para

comparagdes multiplas. Concentragdes de IL1p (* p=0,0001 vs. Controle; p= 0,0291 vs. LPS+SAL; ~"p<0,0001 vs.
LPS+SAL).
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6.4.4 Efeito do tratamento com aprepitante e fluoxetina sobre as concentracoes de BDNF em
areas cerebrais de camundongos

Apds a inducdo do modelo de depressdao com LPS e tratamento com as drogas, pode ser
mensurada as concentragdes de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no cortex pré-frontal
(CPF), hipocampo (HC) e corpo estriado (CE) de camundongos.

No CPF (Figura 26), houve aumento significativo nas concentracfes de BDNF no grupo
LPS+SAL (p< 0,0001) quando comparado com o grupo controle [F (5, 60) = 42,14, p<0,0001]. O
tratamento com APR 4 (p<0,0001), APR 8 (p<0,0001) e APR24 (p<0,0001), diminuiu os niveis de
BDNF quando comparado ao grupo LPS. A administracdo de FLU ndo demonstrou efeito

significativo quando comparado com animais LPS + SAL.

Diferente dos dados observados no CPF, no HC (Figura 27) o grupo LPS+SAL
(p=0,0012) reduziu significativamente as concentracfes de BDNF quando comparado com 0 grupo
controle [F (5, 55) = 56,09, p<0,0001]. APR 4 (p<0,0001), APR 8 (p<0,0001) e APR24 (p<0,0001)
ndo restaurou os niveis de BDNF, quando comparado ao grupo LPS+SAL. O grupo FLU nédo
apresentou significancia no aumento das concentragdes de BDNF quando comparado ao grupo LPS.
Entretanto, os valores encontrados no CE demonstram que n&o houve diferenca significativa entre o
grupo controle e o grupo LPS (p> 0,9) (Figura 28). O tratamentos com APR 4 (p<0,0001), APR 8
(p<0,0001) e APR24 (p<0,0001) ndo aumentou as concentracdes de BDNF comparados ao grupo
LPS+SAL. A administracdo de FLU (p= 0,0216) também ndo alterou as concentracGes de BDNF
quando comparado ao grupo LPS.
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Figura 26 - Alteracfes nas concentracdes de BDNF induzidas pela administracdo de
aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no cortex pré-frontal de animais tratados

com administracao intermitente de LPS
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para indugéo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8- animais por grupo) tratados com solucdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentracbes de BDNF foram mensuradas por ELISA. Os animais do grupo controle (SAL)
foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o valor percentual
da média do BDNF * E.P.M. A analise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey

para comparacdes mltiplas. Concentracdes de BDNF (~ p<0,0001 vs. Controle; = p<0,0001 vs. LPS+SAL).
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Figura 27 - Alteragfes nas concentracfes de BDNF induzidas pela administracdo de
aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no hipocampo de animais tratados com

administracdo intermitente de LPS
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Camundongos receberam injecéo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentra¢bes de BDNF foram mensuradas por ELISA. Os animais do grupo controle (SAL)
foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o valor percentual
da média do BDNF + E.P.M. A analise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey
para comparacdes multiplas. Concentraces de BDNF (“p=0,0012 vs. Controle;” p<0,0001 vs. LPS+SAL).
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Figura 28 - Alteracfes nas concentracdes de BDNF induzidas pela administracdo de
aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no corpo estriado de animais tratados com

administracdo intermitente de LPS
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressao, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucéo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentracbes de BDNF foram mensuradas por ELISA. Os animais do grupo controle (SAL)
foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o valor percentual
da média do BDNF + E.P.M. A analise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey
para comparacdes maltiplas. Concentracdes de BDNF (~ p<0,0001 vs. LPS+SAL; ~ p= 0,0216 vs. LPS+SAL)
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6.4.5 Efeito do tratamento com aprepitante e fluoxetina sobre as concentragdes de IFN-y e TNF-
o no hipocampo de camundongos

N&o houve diferenca significativa nos niveis de IFN-y no hipocampo entre o grupo
controle e o grupo LPS + SAL (Figura 29). Os niveis de IFN-y no grupo APR 24 (p= 0,0005) foram
significativamente inferiores aos do grupo LPS +SAL. Padrdo semelhante ao que foi evidenciado nas
concentracdes de IFN-y, também pode ser visto nos niveis de TNF-a (Figura 30). Ndo houve
diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo LPS+SAL, na regido hipocampal. Entretanto,
uma redugdo nas concentragdes de TNF-a, pode ser visto em todos os grupos tratados quando
comparados com o grupo LPS+SAL [F (5, 28) = 20,99, P< 0,0001]. Nas doses de APR 4 (p= 0,0496),
APR 8 (p<0,0001) ou APR 24 (p<0,0001) houve reducéo nos niveis de TNF-a0, quando comparadas
ao grupo LPS. O grupo FLU (p= 0,0433) também conseguiu reverter as concentracées aumentadas de

TNF-a no hipocampo.
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Figura 29 — Alteracdes nas concentragdes de IFN-y induzidas pela administracdo de aprepitante
(4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no hipocampo de animais tratados com administracao

intermitente de LPS
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucéo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentracfes de IFN-y foram mensuradas por ELISA. Os animais do grupo controle (SAL)
foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o valor percentual
da média do IFN-y + E.P.M. A analise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey

Kkk

para comparagdes multiplas. Concentra¢des de IFN-y ( p= 0,0005vs. LPS+SAL).
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Figura 30 — Alteragcdes nas concentracdes de TNF-a induzidas pela administracdo de
aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no hipocampo de animais tratados com

administracdo intermitente de LPS
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentracfes de TNF-o foram mensuradas por ELISA. Os animais do grupo controle (SAL)
foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o valor percentual
da média do TNF-a + E.P.M. A anélise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey
para comparacdes multiplas. Concentracdes de TNF-a (‘p= 0,0496 vs. LPS+SAL; ~“p<0,0001 vs. LPS+SAL; p=
0,0433vs. LPS+SAL).
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6.4.6 Determinacdes da expressdo genica de SAT-1, IDO-1 e TDO-2 pela técnica de PCR
quantitativo em tempo real (QPCR)

De acordo com a analise estatistica ANOVA de uma via, foi encontrada diferenca
significativa entre o grupo SAL e o grupo LPS + SAL quanto a expressao génica de SAT-1 [F (5, 23)
=7,048; P = 0,0004] (Figura 31). O pds-teste de comparac¢des multiplas revelou diferencas basais nos
niveis de expressao génica entre 0s grupos com aumento significativo no grupo APR 24 quando
comparado ao grupo LPS+ SAL (p= 0,0143). Entretanto os grupos APR4 (p= 0,0025) e APRS8 (p=
0,0224) demonstraram reducdo significativa na expressdo de SAT-1 quando comparados ao grupo
SAL.

Na avaliacdo da expressao génica de IDO-1 (Figura 32), houve aumento significativo dos
niveis basais de RNAm no grupo LPS (p= 0,0002), APR4 (p= 0,0011) e APR8 (p= 0,0018) quando
comparados ao controle [F (5, 26) = 8,483; P < 0,0001]. A dose de APR24 (p= 0,0086) mostrou uma
diminuicdo nos niveis da expressao génica de IDO-1 quando comparado ao grupo LPS+SAL. Nos
animais tratados com FLU (p= 0,0476) a expressdao génica do RNAm de IDO-1 mostrou-se

aumentada em relagdo ao grupo SAL.

Os camundongos tratados com APR 24 (p= 0,0048) apresentaram um aumento na
expressao génica de TDO-2 quando comparados aos animais LPS (Figura 33). Entretanto 0os grupos
SAL, APR 4, APR 8 e FLU néo apresentaram diferencas significativas quando comparados ao grupo
LPS+SAL.
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Figura 31 — Expressdo génica de SAT-1 por gPCR no hipocampo de animais tratados com
administracao intermitente de LPS seguido pela administracéo de aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg)

e fluoxetina (10 mg/kg)
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solugéo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentracdes de RNAm de SAT-1 hipocampal foram mensurados por gPCR. Os animais do
grupo controle (SAL) foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras
representam o valor percentual da média do RNAm de SAT-1 + E.P.M. A analise dos resultados foi feita através de one-
way ANOVA seguida pelo teste de Tukey para comparacdes mdltiplas. Concentracdes de SAT-1 (“p= 0,0037 vs.
Controle; “p= 0,0025 vs. Controle; “p= 0,0224 vs. Controle; “p= 0,0143 vs. LPS+ SAL).
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Figura 32 — Expressao génica de IDO-1 por qPCR no hipocampo de animais tratados com
administracao intermitente de LPS seguido pela administracéo de aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg)

e fluoxetina (10 mg/kg)
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para indugdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solugdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentragdes de RNAm de IDO-1 hipocampal foram mensurados por gPCR. Os animais do
grupo controle (SAL) foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras
representam o valor percentual da média do RNAm de IDO-1 + E.P.M. A andlise dos resultados foi feita através de one-

way ANOVA seguida pelo teste de Tukey para comparagBes multiplas. Concentragoes de IDO-1 ( p= 0,0002 vs.
Controle; ““p= 0.0011 vs. Controle; “p= 0.0018 vs. Controle; ~p= 0.0086 vs. LPS+ SAL; “p= 0.0476 vs. Controle).
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Figura 33 — Expressdo génica de TDO-2 por gPCR no hipocampo de animais tratados com
administracao intermitente de LPS seguido pela administracéo de aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg)

e fluoxetina (10 mg/kg)
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucéo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentragdes de RNAmM de TDO-2 hipocampal foram mensurados por qPCR. Os animais do
grupo controle (SAL) foram tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras
representam o valor percentual da média do RNAm de TDO-2 + E.P.M. A andlise dos resultados foi feita através de one-
way ANOVA seguida pelo teste de Tukey para comparacdes multiplas. Concentracdes de TDO-2 ("~ p= 0,0048 vs. LPS+
SAL).
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6.4.7 QuantificacGes de Triptofano (TRP) e seus metabdlitos por HPLC

O grupo LPS+SAL mostrou niveis de TRP inferiores aos do grupo controle [F (5, 24) =
34,64; P < 0,0001]. Os grupos tratados com APR4 (p< 0,0001), APR8 (p< 0,0001) e APR 24 (p<
0,0001) e FLU (p< 0,0001) apresentaram reducdo nas concentra¢des de TRP quando comparados com
0 grupo SAL (Figura 34).

Seguindo a via de metabolizacdo do TRP, a serotonina (5HT), um dos metabdlitos
formados a partir do TRP, apresentou-se reduzida no grupo LPS+SAL (p= 0,0255) quando
comparada ao grupo SAL (Figura 35). Os grupos APR 8 (p= 0,0051) e APR 24 (p= 0,0061) também

apresentaram reducdo nos niveis de 5SHT comparados com o grupo controle.

A resposta inflamatoria da cascata de metabolizacdo do TRP que converte 0 mesmo em
quinurenina (QUI) apresentou um aumento significativo no grupo LPS (p= 0,0395) quando
comparado ao controle, como pode ser visto na Figura 36. Uma diminuicdo de QUI pode ser
evidenciada tanto no grupo APR8 (p= 0,0046) quanto no grupo APR24 (p= 0,0082) quando
comparado ao grupo LPS+SAL. Resposta semelhante ndo pode ser vista no grupo tratado com APR4
e FLU.

O écido quindlico (AQ), importante metabolito excitatorio originado a partir da
metabolizacdo da QUI, mostrou-se aumentado nos animais LPS+SAL (p= 0,0005) quando comparado
ao controle [F (5, 29) = 11,99; P < 0,0001] (Figura 37). Uma reducdo significativa na concentracao
desse acido pode ser observada em animais tratados com APR4 (p= 0,0029), APR8 (p< 0,0001) e
APR24 ( p< 0,0004). O grupo tratado com FLU (p= 0,0006) ndo reduziu os niveis de AQ, mantendo
concentragdo semelhante ao grupo LPS.
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Figura 34 — Alteracdes nas concentracdes de triptofano (TRP) induzidas pela administragdo de
aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no hipocampo de animais tratados com

administracdo intermitente de LPS
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Camundongos receberam injecéo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentracdes de TRP foram mensuradas por HPLC. Os animais do grupo controle (SAL) foram
tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o valor percentual da
média do TRP + E.P.M. A analise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey para

comparagdes multiplas. Concentragdes de TRP (" “p< 0,0001 vs. Controle).



95

Figura 35 — AlteracGes nas concentragdes de serotonina (5HT) induzidas pela administracdo de
aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no hipocampo de animais tratados com

administracdo intermitente de LPS
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para indugdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentraces de 5SHT foram mensuradas por HPLC. Os animais do grupo controle (SAL) foram
tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o valor percentual da
média do 5HT + E.P.M. A andlise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey para
comparagdes maltiplas. Concentragdes de 5HT ( ‘p= 0,0255 vs. Controle; ~p= 0,0051vs. Controle, ~p= 0,0061vs.
Controle).
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Figura 36 — Alteragdes nas concentracdes de quinurenina (QUI) induzidas pela administracao
de aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) no hipocampo de animais tratados com

administragdo intermitente de LPS
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para indugdo de depressdo, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucdo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentracdes de QUI foram mensuradas por HPLC. Os animais do grupo controle (SAL) foram
tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o valor percentual da
média do QUI £ E.P.M. A analise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey para
comparacdes multiplas. Concentracdes de QUI ( “p= 0,0395 vs Controle; "p= 0,0046 vs. LPS+SAL; “p= 0,0082 vs.
LPS+SAL).
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Figura 37 - Alteracbes nas concentracGes de &cido quinolinico (AQ) induzidas pela
administracéo de aprepitante (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg)) no hipocampo de

animais tratados com administracao intermitente de LPS
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Camundongos receberam injecdo i.p de LPS durante 4 meses para inducdo de depressao, em seguida foram divididos em
grupos (8 animais por grupo) tratados com solucéo salina 0,9%, aprepitante (APR) (4, 8 e 24 mg/kg) e fluoxetina (FLU)
(10 mg/kg) por 14 dias. Concentra¢Bes de AQ foram mensuradas por HPLC. Os animais do grupo controle (SAL) foram
tratados apenas com salina 0,9% pelo mesmo periodo dos demais animais. As barras representam o valor percentual da
média do AQ + E.P.M. A andlise dos resultados foi feita através de one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey para
comparagdes multiplas. Concentraces de AQ (~ p= 0,0005 vs. Controle; “p= 0,0029 vs .LPS + SAL; ~ p< 0,0001 vs

Fkk Fkk

.LPS + SAL; 'p<0,0004 vs .LPS + SAL; p=0,0006 vs. Controle).
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7 DISCUSSAO
No presente estudo, vimos que a administracdo intermitente de LPS durante quatro meses

a camundongos fémeas causou comportamento tipo depressdo, evidenciado pelo teste do nado
forcado, bem como anedonia, evidenciada pelo teste de preferencia por sacarose. Nos parametros
biomoleculares relacionados com as alteragdes comportamentais observamos aumento na expressao
de Iba-1(indicativo de ativacdo microglial), de NF-kB e dos niveis de IL1B no hipocampo. O aumento
dos niveis de IL1B hipocampal relacionou-se com reducdo da transcricdo de RNAm de SATI, dos
niveis de BDNF e aumento da expressao de transcritos de IDO relacionado a diminui¢ao nos niveis de
triptofano, aumento de quinurenina e de acido quinolinico. O tratamento com aprepitante (APR),
principalmente na mais alta dose utilizada, 24 mg/kg, foi capaz de reverter as alteragdes
comportamentais tipo depressdo e anedonia induzidas pelo LPS, com redu¢do da ativacdo microglial e
da expressdo de NF-kB, consequente deplecdo de citocinas inflamatérias, como IFN-y e TNF-a,
reducdo de transcritos de IDO e aumento de RNAm de TDO e SATI1. O tratamento também levou a
reducdo dos niveis de quinurenina e acido quinolinico no hipocampo de camundongos. A fluoxetina
(FLU) utilizada como antidepressivo padrdo ndo reverteu a ativacao microglial e neuroinflamagao,
assim como a quantidade de transcritos de SAT1 desencadeados pelo LPS. Esses resultados sugerem
que o mecanismo do APR envolve reducao na ativagao da microglia e consequente diminuicao de
marcadores inflamatoérios. O APR pode vir a ser de grande valia no tratamento da depressdo, agindo

por mecanismos distintos dos antidepressivos usados na clinica como a FLU.

A administracdo de LPS simula uma inflamacdo no camundongo, situacdo na qual vias
imunolégicas sdo ativadas e €é estabelecido um comportamento de doenca, derivado do termo inglés
sickness behaviour. Com a finalidade de resolver essa ameaca imunol6gica, o animal “tem que
escolher” entre permanecer parado e descansar 0 cOorpo ou movimentar-se para procurar um lugar
melhor e mais seguro para poder descansar (BASSI et al., 2012). O sickness behaviour € mais
evidente aproximadamente duas horas ap6s a administracdo de LPS, seguindo o pico de liberagdo de
citocinas centrais e periféricas (DUNN; SWIERGIEL; DE BEAUREPAIRE, 2005), enquanto o
comportamento depresséo-simile e anedonia é observado 24 horas ap0s o tratamento com LPS, ou
seja, apos o pico de liberacdo de citocinas (CUSTODIO et al., 2013). Esta linha temporal é observada

quando da administracdo aguda de LPS 0,5 mg/kg.
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Estudos mostram que o sickness behaviour tende a ser revertido 24 horas ap06s o desafio
com LPS quando o animal recupera a atividade locomotora a niveis semelhantes ao grupo controle,
permanecendo apenas os fendtipos depressivos (CUSTODIO et al., 2013; FERREIRA MELLO et al.,
2013), entretanto no nosso estudo, observamos maior duracdo desse comportamento de doenga,
evidenciado pela reducdo dos cruzamentos entre quadrantes no teste do campo aberto mesmo 24
horas apds o desafio com LPS. Uma possivel explicacédo seria a de que o modelo de LPS utilizado no
presente estudo ter sido baseado na administracdo repetida e intermitente de LPS, um modelo novo de
depressdo. Por ser a primeira evidéncia desse quadro, estudos posteriores precisam ser realizados com
a finalidade de estabelecer essa persisténcia do sickness behaviour no modelo crénico de depressao

induzida por LPS.

Estudo prévio investigando os efeitos do LPS na inducdo de fendtipo de ansiedade
relacionado a depressdo ndo encontrou diferenca significativa no tempo de permanéncia central no
teste do campo aberto entre os grupos LPS e Controle (BASSI et al., 2012). Esse resultado esta de
acordo com os do presente estudo, por mais que a dose de LPS utilizada tenha variado de 10 a 200

ng/kg no estudo de Bassi e colaboradores e 750 a 1250 pg/kg no nosso trabalho.

A validagéo preditiva do modelo que nos utilizamos foi alcangada com o uso do inibidor
seletivo da recaptacdo de serotonina, fluoxetina, que reverteu todas as alteragdes comportamentais em
camundongos fémeas induzidas pela administragdo de LPS, da mesma forma como foi observado

previamente por MAES et al., 2013.

O tratamento com APR apresentou impacto positivo na recuperacdo da atividade
locomotora. A administracdo de APR 4 mg/kg foi mais eficaz nesta reversdo, embora a dose de 24
mg/kg também apresentasse reducdo no tempo de imobilidade quando comparado ao grupo LPS.
Através dos mapas de trajetéria no campo aberto, podemos observar que o tratamento com APR
aumentou a atividade exploratoria do animal dentro da arena, bem como os cruzamentos no quadrante
central, semelhante ao observado nos animais tratados com FLU. Esse aumento na exploracdo e
atividade no quadrante central da arena pode ser relacionado com uma possivel atividade ansiolitica
do APR. De fato, ha diversos estudos mostrando a relagéo entre desordens depressivas e de ansiedade
(BET et al.,, 2015), além de estudos pré-clinicos mostrando fenotipo ansiolitico resultante do
antagonismo de receptores NK1 (CHAHL, 2006; ANDREWS, BOYCE, BRAIN et al., 2004).
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Todas as doses de APR foram capazes de reverter 0s comportamentos depressao-simile,
entretanto o tratamento com as doses de APR 8 mg/kg e APR 24 mg/kg foram as mais eficazes na
reversdo dos comportamentos tipo depressivos. No teste do nado forcado, APR 8 e APR24

diminuiram o tempo de imobilidade de maneira semelhante ao tratamento com FLU.

A anedonia € um dos sintomas principais da depressdo (KUBERA et al., 2013b). Com a
administracdo repetida de LPS foi possivel induzir anedonia (reducdo no consumo de solugcdo de
sacarose) nos animais. As doses de APR 4 mg/kg, APR 8 mg/kg e APR 24 mg/kg aumentaram a

preferéncia pela sacarose, revertendo este importante sintoma da depressao.

O sistema SP/NK1R e a neurotransmissao serotoninérgica tém sido associados a
modulagdo de diversas respostas comportamentais (SANTARELLI et al., 2001). A elevacdo da
transmissao serotoninérgica e o antagonismo de receptores NK1 ja foram descritos como fatores que
regulam acdo ansiolitica e antidepressiva (CHAHL, 2006). O antagonismo de receptores NK1 pode
exercer sua agdo ansiolitica e antidepressiva por meio de modulacdo da atividade de neurdnios
noradrenérgicos no locus ceruleo, que por sua vez modulam a acdo serotoninérgica. (SANTARELLI
et al., 2001).

Estudos realizados em animais mostram que os antagonistas dos receptores NK1
aumentam a liberacdo de noradrenalina (NA) nos campos terminais do locus ceruleo, cortex pre-
frontal e hipocampo (MILLAN et al., 2001; EBNER e SINGEWALD, 2007). Durante situac6es
aversivas e estressantes a interacdo entre a via das taquicininas e a modulagdo noradrenérgica se
mostra altamente ativa. Nesse contexto, o bloqueio do receptor NK1 parece atuar modulando
negativamente a hiperativacdo da neurotramissdo de NA em situacdes de estresse (EBNER et al.,
2004)

A substancia P (SP) € um neuropeptideo que desempenha um papel crucial na modulacéo
das interacdes entre o sistema nervoso e o sistema imunologico. Evidéncias sugerem que a SP tende a
aumentar respostas pro-inflamatorias a partir de uma ativagdo microglial (LAI et. al., 2000). Apos
ligagdo em receptores NK1 expressos na microglia, essa taquicinina estimula a quimiotaxia, ativa o
fator de transcricdo NF-kB bem como promove ativagio de NADPH microglial promovendo a

formacdo de espécies reativas de oxigénio e neurotoxicidade (RASLEY et.al., 2002).
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Resolvemos entdo investigar a ativacdo microglial através da expressdo proteica de Iba-1,
uma proteina de ligacdo ao célcio especifica da microglia/macrofago que tem acéo de fagocitose na
micrdglia ativada. Nossos resultados apontaram um significativo aumento da expressao proteica de
Iba-1 em animais do grupo LPS em comparagéo ao grupo controle, sendo que os animais tratados
com APR 24mg apresentaram uma reducdo consideravel na expressdo deste marcador de atividade
microglial. Dessa forma pode-se sugerir que o blogueio de receptores NK1, pelo APR pode diminuir
a ativacdo de respostas inflamatdrias melhorando o humor e aumentando a resposta ao tratamento da
terapia antidepressiva (MILLER; MALETIC; RAISON, 2009).

Considerando-se que receptores de NK-1 foram identificados em mondcitos e
macrofagos, a interacdo da SP com esses receptores promove a ativacdo do fator de transcricdo NF-
kB ¢ a producao de citocinas inflamatorias por SP (AMORUSO et al., 2008; BARDELLI et al., 2005;
LOTZ; VAUGHAM; CARSON, 1998). O efeito de antagonismo dos receptores NK1 promovidos
pelo APR nas doses de 4mg, 8mg e 24mg reduziu a expressdo proteica de NF-kB no hipocampo de
animais tratados com LPS, semelhante ao efeito da FLU. Esse resultado demonstra a capacidade do
antagonismo de receptores NK1 em reduzir a liberacdo de mediadores inflamatorios, contribuindo

para a reversdo dos comportamentos depressivos induzidos pela administracdo intermitente de LPS.

Alteracbes neuroenddcrinas, modificacbes em fatores neurotroficos, anormalidades
neuroimunes, incluindo ativacdo microglial, e aumento dos niveis circulantes de marcadores
inflamatorios compdem a complexa fisiopatologia da depressdo. Acredita-se que a exposi¢do
sisttmica a desafios inflamatorios, tal como o LPS, néo so provoca inflamagdo, como também induz a
uma neuroinflamacdo central, refletida por ativacdo da micrdglia no cérebro, com producéo
cronicamente elevada de mediadores pro-inflamatérios, como o TNF-a, IL-1pB e IL-6 (DANTZER,
2009).

Citocinas anti-inflamatorias, com a I1L4, parecem atuar na regulacdo, na intensidade, e na
duragdo do comportamento tipo depressivo, provavelmente pela inibicdo da producdo de citocinas
pré-inflamatorias ou na atenuacao da sinalizacdo dessas citocinas. Entretanto, estudos sugerem que a
IL4 pode apresentar acdo pleitropica por se ligar a diversos receptores, apresentando respostas
diferentes (MIRE-SLUIS, 1998; NELMS et al., 1999).
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Um estudo realizado por Bluthe, et al. (2002) mostra que a IL-4 bloqueou o efeito
depressivo do LPS, quando injetado 12h antes da endotoxina, quando administrada ao mesmo tempo
que o LPS potenciou um comportamento de doenca. Estes resultados mostram que a IL-4 pode ter

efeitos pro ou anti-inflamatérios dependendo da sequencia de ativagao.

Os resultados encontrados em nosso estudo mostraram ndo haver diferenca significativa
nas concentracdes de IL4 entre os grupos controle e LPS no cortex pré-frontal (CPF), hipocampo
(HC) e corpo estriado (CE), o que pode ser explicado pelo intervalo de algumas semanas entre a
ultima injecdo de LPS e o tecido cerebral analisado. Draisma e colaboradores (2009) sugerem que
uma possivel tolerancia ao LPS, desencadeada por administracdo repetida, produza uma ativacdo

atenuada de vias imunoinflamatorias.

A dose de APR 4mg induziu um aumento consideravel de 1L4, nas trés areas analisadas,
em relacdo aos outros tratamentos. Corroborando nossos resultados, os efeitos anti-inflamatorios de
IL-4 podem ser explicados por uma diminuicdo na producdo de citocinas pro-inflamatérias, pela
inibicdo da transcricdo nuclear de NF-kP, bem como pela ativagdo de uma resposta celular M2,
caracterizando o fenotipo anti-inflamatério (CHAO et al., 1993, GIAMPIETRI et al,. 2000;
POUSSET et al., 1999).

Os animais tratados com APR 8mg, APR 24mg e FLU ndo apresentaram aumento nas
concentracdes de IL4 quando comprados ao grupo LPS. No contexto da resposta inflamatéria um
baixo nivel de IL4 pode se mostrar favoravel, considerando que esta interleucina pode regular
positivamente a expressdo de moléculas de adesdo em células endoteliais vasculares e promover a
ativagdo de respostas quimiotaticas potentes, promovendo o recrutamento precoce de células
mononucleares a sitios de inflamacéo tecidual (GUNDEL et al. 1996). Esse efeito poderia contribuir
para um comportamento de doenca induzido por LPS, aumentando a resposta inflamatoria cerebral

em resposta ao LPS sistémico, que costuma ser discreta.

Corroborando os resultados encontrados em nosso estudo sobre as concentragdes de IL1-
B, Song e Wang (2011) afirmam que a administracdo sistémica de LPS induz a expressdo de varias
citocinas pro-inflamatorias, dentre elas a IL1-B, que tem sido relacionada a ativagdo microglial e
alteracdes na neurotransmissdo. Como pode ser observado nos resultados, os animais do grupo LPS

apresentaram aumento significativo nas concentragdes de IL1-f3 em relagcdo ao grupo controle no CPF,
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HC e CE. Estudos mostram que a administracdo sistémica ou central desta interleucina promove
reducdo na atividade locomotora, fadiga e diminuicdo a resisténcia ao exercicio em animais
submetidos a esse modelo (CARMICHAEI et al., 2006; DANTZER et al., 2008).

As doses de APR4 mg/kg, APR8 mg/kg e APR24 mg/kg diminuiram as concentracOes de
IL1-B nas 3 areas cerebrais estudadas, mostrando efeito superior ao desempenhado pela FLU como
controle positivo. O receptor NK1 parece ser responsavel pela modulacdo de respostas
imunoinflamatdrias por meio de sua expressdo em células como micrdglia, monadcitos e linfocitos
(STEINHOFF et al., 2014). Dessa forma, o antagonismo de receptores NK1, reduzindo a inflamacéo

induzida pela administracdo de LPS pode ser um dos mecanismos da agdo antidepressiva do APR.

Segundo Hashimoto (2009), alteragdes imunoinflamatérias promovem mudangas na
homeostasia neuronal comprometendo a acdo de fatores neurotroficos. O modelo animal de depressao
induzido pela administracdo repetida de LPS causou alteracGes nos niveis de BDNF nas 3 areas

cerebrais estudadas.

Estudos afirmam que a administracdo de LPS resulta em significativa reducdo da
expressdo protéica e génica de BDNF no hipocampo de ratos (RAETZ; WHITFIELD, 2002;
LAPCHAK; ARAUJO; HEFTI, 1993). Entretanto a diminuicdo nas concentracGes desse fator
neurotrofico ndo é comum em todas as areas cerebrais. Recentemente demonstrou-se que a
inflamacdo induzida por LPS aumenta os niveis de BDNF na area tegumentar ventral e no nucleo
acumbens, resultando em fendtipo tipo depressdo em camundongos. Além disso, o aumento de BDNF

prolongou a ativacdo da micrdglia através de retroalimentacdo positiva (ZHANG, et. al., 2015).

Considerando-se que o CPF aumentou os niveis de BDNF no grupo LPS, o oposto foi
evidenciado no HC. O tratamento com APR ou com FLU ndo aumentou os niveis de BDNF em
nenhuma das areas estudadas, fato que pode ser justificado por uma possivel ndo deteccdo do BDNF
maduro. Estudos tém associado a diminuicdo de BDNF maduro no prosencéfalo de camundongos
com atenuacado das agdes dos antidepressivos, bem como inibi¢éo na sinalizagdo de TrkB (receptor de
ligagdo do BDNF), por vias inflamatorias, no cérebro de camundongos  promovendo redugdo nas
respostas antidepressivas (MONTEGGIA et al., 2004; SAARELAINEN et al., 2003; MONTEGGIA
etal., 2007)
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De fato, em modelos animais, a administracdo de indutores de citocinas pro-inflamatérias
ou LPS podem resultar em supressdo acentuada da neurogénese hipocampal (KOO e DUMAN,
2008). Considerando-se esses dados, resolvemos investigar detalhadamente as possiveis alteracdes de
mediadores inflamatorios no hipocampo de camundongos submetidos a administracdo repetida de
LPS. Nossos resultados ndo mostraram diferenca significativa nos niveis de IFN-y e TNF-a entre 0s
grupos controle e LPS. Dado semelhante foi encontrado por Kubera et al; (2013) que observou em
camundongos fémeas submetidas a administracdes intermitentes de LPS, diminuicdo ou nenhuma
alteracédo nas concentracgdes de IFN-y. Nosso achado pode ser explicado pelo intervalo de tempo entre
a Ultima injecdo de LPS e a analise do tecido cerebral algumas semanas depois. Portanto, ndo
podemos excluir que durante ou logo ap6s as administraces de LPS tivesse ocorrido aumento de
IFN-y e de TNF-a, ja que o TNF-a categoriza-se como uma das principais citocinas de reagdo em fase

aguda.

Considerando-se um perfil anti-inflamatério do APR, a dose de 24 (mg/kg) mostrou
redugdo importante nos niveis de IFN-y. O mesmo foi observado nas concentragdes de TNF-a nas trés
doses utilizadas na pesquisa. Em estudo anterior demonstrou-se que a substancia P, a neuroquinina A
e agonistas de NK-1 e NK-2 estimulam a maior liberacdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
em monacitos de pacientes depressivos, fato que se reverte apds utilizacdo de antagonistas de NK-1 /
NK-2 (BARDELLI et al., 2013).

Evidéncias sugerem que o transtorno depressivo maior acompanha-se de contagens
elevadas de mondcitos e niveis de TNF-a (KIM et al., 2007; SEIDEL et al., 1996). Além de serem
amplamente reconhecidos como os produtores mais eficientes de citocinas inflamatorias, no inicio
dos anos 90, os mondcitos foram sugeridos como determinantes na patogénese da depressao maior
(MAES; SMITH; SCHARPE, 1995).

Estudos associam a depressdo maior a niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias, a
um maior numero de monacitos circulantes e & ativacdo microglial no cérebro de vitimas de suicidio
(PADMOS et.al., 2009; STEINER et.al., 2008). Citocinas inflamatérias tais como IL-2, IL-6, IL-8,
TNF-0 mostram-se elevadas em pacientes com comportamento suicida (JANELIDZE et. al., 2011;
INSUNG et.al., 2012). Entretanto, com base na literatura atual, € impossivel apontar categoricamente

as citocinas inflamatdrias que servem de marcadores uteis no suicidio.
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Por outro lado, evidéncias recentes sugerem que outras vias moleculares, tais como a
neurotransmissao glutamatérgica e o sistema de resposta ao estresse de poliaminas, podem estar
relacionados ao suicidio (FIORI e TURECKI, 2010; FIORI et. al., 2011). Estudos tém afirmado que
um déficit relacionado a espermidina / espermina N-1 acetiltransferase (SAT1), enzima limitante da
taxa de catabolismo de poliaminas em resposta ao estresse, aparece em varios cérebros de suicidas
(SEQUEIRA et. al., 2006).

Considerando esses dados, investigamos a expressao génica de SAT-1 em nosso modelo.
Essa enzima se mostrou diminuida em animais do grupo LPS em comparagdo ao grupo controle.
Achados semelhantes foram apontados por outros pesquisadores, que relataram uma expressao
reduzida de SATL1 e espermina oxidase (SMOX) em cérebro de pacientes com depressdo maior que
tentaram o suicidio. AlteracGes na expressdo da taxa de enzimas do metabolismo das poliaminas
também puderam ser evidenciadas nesses pacientes (SEQUEIRA et. al., 2006; FIORI et. al., 2009;
GUIPPONI et. al., 2009; FIORI e TURECKI, 2010; SEQUEIRA et. al., 2007; KLEMPAN et. al.,
2009).

A administracdo de APR 24mg promoveu um aumento significativo na expressao génica
de SAT-1 quando comparada ao grupo LPS. Sabendo que uma infra regulacdo de SAT-1 esta
relacionada ao comportamento de suicidio (SEQUEIRA et al., 2006, FIORI et al., 2009), sugerimos
que a acdo do APR pode contribuir para uma melhora dos sintomas depressivos e consequentemente,

reducdo da ideacdo suicida.

A via das quinureninas também tem sido implicada no risco de suicidio. Segundo
Sublette, et. al. (2011) dentre os pacientes com distarbio depressivo maior, niveis mais elevados de
quinurenina (QUI) plasmatica puderam ser evidenciados naqueles que tentaram suicidio quando

comparado aos que néo tentaram.

No modelo utilizado no presente estudo uma consequéncia importante da liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias induzida por LPS, e que é relevante para a progressao da depresséo, é a
estimulacdo da indolamina 2, 3 dioxigenase (IDO). A IDO ativada metaboliza o triptofano (TRP), o
aminoacido precursor de serotonina (5-HT), em QUI (PARK et al., 2011). As células de micrdglia
expressam a quinurenina-3-monooxigenase (KMO), enzima responsavel pela conversdao de QUI em

acido quinolinico (AQ), um agonista do receptor de glutamato N-Metil-D-Aspartato (NMDA),
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enguanto que o0s astrocitos expressam quinurenina aminotransferase (KAT) que metaboliza QUI em

acido quinurénico, importante antagonista do receptor NMDA (CORONA et al., 2010).

Nesse contexto, investigamos o efeito do APR na via de metabolizacdo do TRP. Uma
reducdo nas concentracGes de TRP foi vista nos grupos que foram submetidos a administracéo de LPS
em comparacao ao grupo controle. A resposta neuroinflamatoria desenvolvida a partir da reducdo dos
niveis de TRP circulantes e aumento, concomitante, nas concentracdes de seus metabolitos no liquido
cefalorraquidiano pode influenciar o desenvolvimento de alteracdes de humor e comportamento do
tipo depressivo em pacientes (GLASER e KIECOLT-GLASER, 2005; MYINT et al., 2007; RAISON
etal., 2010; CAPURON e MILLER, 2011).

Guo et al. (2016) mostraram que a administracdo repetida de LPS n&o produz aumento
significativo no contetdo cerebral de TRP. Isso pode ser explicado pelo fato de que o processo
inflamatdrio sistémico pode tanto induzir a atividade de IDO no cérebro quanto na periferia, o que
diminui a concentracdo de TRP circulante e reduz a biodisponibilidade de TRP no cérebro. Em apoio
a essa teoria, um estudo recente observou uma reducdo significativa de TRP no plasma de
camundongo 72 h apos a injecdo de LPS (CORONA et al., 2013).

Corroborando a diminuicdo de TRP, encontramos niveis reduzidos de 5-HT nos animais
do grupo LPS comparado ao grupo SAL. Estes achados sugerem que o comprometimento do TRP
induzindo deplecdo na neurotransmissao serotoninérgica pode ser responsavel pelos comportamentos

de depressao apds a ativacdo imunoldgica persistente.

Os animais tratados com APR 8 e APR 24 também apresentaram reducao nos niveis de
5HT. Possivelmente, devido ao desafio imune, e consequente reducdo dos niveis de TRP o uso do
antagonista de NK1 ndo influenciou no aumento das concentraces de 5HT. Acreditamos que esse

fato pode estar relacionado a formacéo de outros metabdlitos da via de biotransformacao do TRP.

Evidéncias sugerem a presenca de receptores NK1 em neurbnios serotoninérgicos e
noradrenérgicos, propondo uma influéncia direta da SP sobre a atividade desses neurénios
(BERTON; NESTLER, 2006). Estudos eletrofisioldgicos comprovaram que o bloqueio dos receptores
NKZ1, quer por tratamento com antagonista ou por alteracdo genética, aumenta o disparo de neurénios
no nucleo da rafe, promovendo aumento na neurotransmissdo serotoninérgica (GOBBI; BLIER,

2005). Com base nesses achados, € proposto que os efeitos antidepressivos dos antagonistas dos
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receptores NK1 podem resultar, em alguns casos, no aumento da transmissdo central de 5-HT
semelhante a dos antidepressivos estabelecidos, como os inibidores seletivos da recaptacdo da
serotonina (ISRS), desenvolvendo efeitos terapéuticos mais rapidos, porque ndo agem somente

atenuando a resposta de autoreceptores (GOBBI et al., 2007)

O uso de fluoxetina fez com que os niveis de SHT se mantivessem semelhantes aos do
grupo controle, efeito esperado devido ao proprio mecanismo de acdo da FLU (inibidor seletivo da

receptacdo de serotonina).

A queda nos niveis plasmaticos de TRP que ocorre em pacientes depressivos esta
relacionada a ativacao das principais enzimas que o metabolizam, a triptofano 2,3 dioxigenase (TDO)

e a IDO. Ambas agem degradando o TRP ao longo da via das quinureninas.

A ativacdo de receptores TLR-4 por LPS aumenta os niveis circulantes de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL1B, INF-y) em camundongos e ativa potentemente a IDO, tanto na periferia
como no cérebro (WIDNER, et. al., 1997). No presente trabalho, a expressdo génica de IDO mostrou-
se aumentada nos animais do grupo LPS em comparacdo ao grupo controle resultado que vai ao
encontro da hipdtese de que a ativacdo imune pode induzir a atividade de IDO, que converte TRP em
QUI, esgota TRP e reduz a concentragcdo de 5-HT, o que contribui para a progressao da depresséo
(GODBOUT et al., 2008).

Uma reducdo na expressdo génica de IDO pbde ser evidenciada no grupo tratado com
APR 24 mg. Como citado anteriormente, sabe-se que a interacdo da SP com receptores NK-1 na
microglia pode aumentar significativamente a producdo de citocinas inflamatorias ap6s exposicdo a
agentes patogénicos bacterianos (CHAUHAN et al., 2008). As citocinas entéo liberadas promovem
estimulacdo da IDO, desencadeando ativacdo da via das quinureninas e consequentes efeitos
inflamatdrios. Em contrapartida, o uso de antagonistas de receptor NK-1 tem atenuado a inflamacéo
no SNC, promovendo uma diminuicdo na producéo de citocinas pro-inflamatérias em infeccdo por
S. pneumoniae (MUNOZ; COVENAS, 2013). Além disso, a intervencao terapéutica com antagonistas
de NK-1 tem impedido a gliose associada a infec¢do e desmielizacdo no SNC (CHAUHAN et al.,
2011). O blogueio da interagdo da SP com o receptor NK-1 pode ser um uma excelente estratégia para

reducdo da ativacdo da IDO e consequente tratamento da neuroinflamacao.
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Diferentemente da IDO a acdo da TDO ndo é ativada por citocinas inflamatorias e sim
por glicocorticoides, pelo triptofano, glucagon e estrogénios (NAKAMURA et al., 1980). Em nossos
resultados, a expressdo génica dessa enzima s6 mostrou-se aumentada nos animais tratados com
APR24. Segundo Chiang et al. (2013) a regulacéo positiva de TDO e o down regulation da KMO,
enzima importante para formacdo de AQ, estdo envolvidos em resposta ao um efeito anti-

inflamatorio.

Ap0s a ativacdo das enzimas, o principal metabdlito formado a partir do TRP € a QUI,
essa € facilmente transportada através da barreira hematoencefalica para o cérebro, onde pode ser
metabolizada em células como macréfagos, microglia e astrocitos gerando compostos neuroativos. A
QUI € degradada ao longo de um dos dois ramos catabdlicos da via, levando a formacdo de 3-
hidroxiquinurenina (3-HK) e AQ ou acido quinurénico (SCHWARCZ, 2004).

No presente estudo, evidenciamos um aumento nas concentra¢cdes de QUI no grupo LPS
em comparacao ao grupo SAL. O aumento decorre da diminuicdo de TRP/ 5-HT e do aumento da
expressao génica de IDO. O'Connor et al. (2009) observaram que a administracdo de QUI induz um
estado de depressdo em ratos. Nesta mesma linha, Corona e colaboradores (2010) demonstraram que
a administracdo aguda ou repetida de LPS aumenta notavelmente a formacdo de QUI no sistema

nervoso central.

As doses de APR 8 e 24 mg/kg reduziram os niveis de QUI quando comparada ao grupo
LPS. Esse fato mostra um potencial perfil anti-inflamatério do APR promovendo uma reducdo na

ativacdo da via e na producdo de seus metabolitos.

Evidéncias sugerem que o desequilibrio ocasionado pela inflamacdo sistémica ndo so6
induz a formacgdo de QUI como também aumenta a sintese de AQ causando ativacdo do receptor
NMDA e neurotoxicidade (ZHENG et al., 2012). Estudos recentes demonstraram que a administracédo
de LPS induz a expressdo de KMO, a enzima responsavel pela conversdo de QUI em AQ (Connor et
al., 2008; Molteni et al., 2013). Nossos resultados estdo de acordo com esses achados. Apesar de ndo
termos conseguido mensurar 0 ac. quinurénico inferimos que a transformacdo QUI tenha sido
desviada para o lado de formacdo do AQ composto neurotdxico, enquanto que o lado de

neuroproteccdo do acido quinurénico foi comprometido.
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Sabendo que o AQ é um importante agonista NMDA, acreditamos que o0s
comportamentos do tipo depressivo induzidos por LPS sdo mediados pela ativacdo desse receptor.
Uma vez que a sinalizacdo do NMDA ¢é amplificada, pode ocorrer uma exacerbacdo do processo
inflamatorio e neurodegenerativo (CHAO et al., 1995). O simultaneo aumento da secrecdo de
glutamato e a desregulacdo de QUI encontrada em ratos apds administracdo aguda e repetida de LPS
pode constituir um ciclo vicioso que desempenha um papel importante nas alteracdes

comportamentais associadas a inflamacdo (GUO et al., 2016).

O tratamento com o antagonista de NK-1 reduziu as concentracdes de AQ nas trés doses
utilizadas no estudo. A diminuicdo nos niveis de AQ promove uma reducdo na disfuncdo
mitocondrial e geracdo de radicais livres (BORDELON et al., 1997; SANTAMARIA et al., 2001).
Além da intima relacdo entre SP e o sistema monoaminérgico, estudos pré-clinicos mostram que o
antagonismo de receptores NK1 é capaz de reduzir a liberacdo do neurotransmissor excitatorio
glutamato, amenizando os efeitos deletérios consequentes da exacerbacdo de sua acdo (GARCIA-
RECIO; GASCON, 2015; JURANEK; LEMBECK, 1997).

Como visto anteriormente, 0 LPS aumenta a expressdo da enzima IDO que, por sua vez,
converte o0 TRP a AQ, agonista de receptores NMDA, que atua através do aumento da liberacdo de
glutamato e inibicdo da recaptacdo desse neurotransmissor por astrocitos, elevando sua concentracdo
no microambiente, causando neurotoxicidade (BARANYI et al., 2015; LUGO-HUITRON et al.,
2013). A capacidade do antagonismo de receptores NK1 em reduzir a liberacdo de glutamato pode ser
outro mecanismo que contribui para a reversdo dos comportamentos depressivos induzidos pela

administracdo intermitente de LPS.

Os inibidores da recaptacdo de serotonina parecem ndo exercer efeito importante
mediante as respostas neuroinflamatoérias. Corroborando com os nossos achados, em pesquisa feita
com 63 pacientes diagnosticados com depressdo e tratados com fluoxetina 20 mg por 6, 12 e 18
semanas, nao foi observada alteracdo nos niveis plasmaticos de TRP, QUI e acido quinurénico
(MACKAY et al., 2009). Esse mesmo estudo mostrou também que ndo houve diferenca significativa

entre niveis de BDNF, proteina C reativa e IL-2 nos pacientes tratados com fluoxetina.

Visando a melhoria no tratamento para depressao e transtornos de ansiedade, o sistema de

neuropeptidios apresenta-se como um bom alvo terapéutico. Como 0s neuropeptidios possuem
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localizagbes neuroanatdmicas mais discretas em relacdo as monoaminas, espera-se que 0S COMpPostos
antagonistas de seus receptores apresentem alteracdo fisiologica relativamente menor e, por
conseguinte, menos efeitos colaterais (HOLMES et al., 2003). Além disso, esses farmacos podem
funcionar como terapia adjuvante que acelera e /ou potencializa os efeitos anti-depressivos
estabelecidos, em particular pelos inibidores da recaptacdo de serotonina, contribuindo para uma

melhora mais rapida dos sintomas e maior adesao do paciente ao tratamento.

Apesar de resultados promissores tanto em estudos pré-clinicos quanto clinicos, ainda é
preciso que sejam estabelecidos perfis de eficacia, seguranca e tolerabilidade dos farmacos que tém
como alvo os neuropeptidios, bem como o entendimento da modulacdo farmacolodgica da via das
taquicininas no perfil de expressdo de seus receptores em células neuronais e ndo neuronais

(microglia e astrocitos) em areas cerebrais do sistema limbico e cortical relacionado com a depresséo.

Ainda que a depressdao acometa mais mulheres do que homens, fato que justifica a
utilizacdo de animais fémeas no estudo, na maioria dos transtornos de humor, o dimorfismo sexual é
um fator relevante para fendtipo desses transtornos, sendo interessante também avaliar esse modelo
de administracdo repetida de LPS no comportamento e alteragcdes biomoleculares em animais machos.
Considerando as limitaces do presente estudo, acreditamos que pesquisas posteriores ampliardo a

compreensdo das vias de taquicininas na fisiopatologia e tratamento da depressao.
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Quadro 2 — Representacdo esquematica dos efeitos de APR4, APR8, APR 24 e FLU sobre os

testes comportamentais

ATIVIDADE
LOCOMOTORA SAL LPS APR4 APRS8 APR24 FLU
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Fonte: Elaborado pela autora. Grupos comparados com o Controle (#), LPS (*) ou APR4 (a). Déficit
ou diminuicéo (¥#); melhora ou aumento (4); auséncia de efeitos estatisticamente significantes (¢===),



Quadro 3 - Representacdo esquematica dos efeitos de APR4, APR8, APR 24 e FLU sobre 0s

testes biomoleculares e neuroquimicos
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Fonte: Elaborado pela autora. Grupos comparados com o Controle (#), LPS (*) ou APR4 (a). Déficit

ou diminuicéo (#); melhora ou aumento (f); auséncia de efeitos estatisticamente significantes (=),
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8 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o APR, na forma de monoterapia, pode ser uma
ferramenta importante para o tratamento das desordens depressivas relacionadas a neuroinflamacao,
uma vez que este foi capaz de reverter as alteragdes comportamentais compativeis com a depressao
(anedonia e imobilidade no teste do nado forgado). Corroborando 0s nossos resultados
comportamentais, os resultados bioquimicos, referentes a importantes marcadores inflamatorios,
mostraram-se aumentados nos animais do grupo LPS defendendo a teoria de que a neuroinflamacéo
induz alteracbes comportamentais e de humor. Este fato foi revertido pelo tratamento com APR,
principalmente na dose de 24 mg, que mostrou eficacia reduzindo citocinas pro-inflamatdrias,
diminuindo a ativacdo da via das quinureninas bem como suprimindo a expressdo de marcador

importante para o suicidio.

Acreditando na eficacia dos antagonistas de NK1 como um potencial foco terapéutico
para tratamento de transtornos com base neuroinflamatéria, consideramos que estudos
complementares precisam ser realizados para compreendermos melhor os mecanismos de interacéo
entre o sistema da substancia P e seu receptor NK1, a neurotransmissdo monoaminérgica e
glutamatérgica, bem como identificar como as bases biomoleculares do mecanismo de a¢do do APR

podem atuar na reversdo dos sintomas depressivos em ambos 0S Sexos.
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Figura 38 — Mecanismo de acéo do aprepitante na neuroinflamacao

Microglia
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Fonte: Modificado de SCHWARCZ (2012). A ativacdo da via inflamatoria pela translocacdo de lipopolissacarideo (LPS)
ativa citocinas pro- inflamatérias como IFN-y, TNF-a e IL1pB, que ativam o metabolismo da via pela enzima Indoleamina
2,3-desoxigenase (IDO), convertendo triptofano (TRP) em quinurenina (QUI) e metabdlitos responséveis por causar danos
neuronais por disfuncdo mitocondrial ou pela formagdo de radicais livres. () A ligacdo do APR em receptores NK1,
presentes na microglia, inativam o fator de transcricdo NFkB. (b) A inativacdo de NFkB impede a liberacéo de citocinas
inflamatorias. (c) A redugdo nos niveis de citocinas prd-inflamatorias impede a ativacdo da via das quinureninas. (d,e) A
inativacdo de IDO reduz os niveis de quinurenina e acido quinolinico promovendo a reducao da lesdo neuronal e melhora
do humor.
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