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RESUMO

Os transtornos depressivos atingem individuos em todo o mundo e podem se
apresentar em comorbidade com outros disturbios mentais, como os transtornos de
ansiedade. Apesar dos avangos para melhorar a compreensao da neurobiologia dos
transtornos depressivos, nenhum mecanismo ja proposto per se pode explicar todas as
facetas desses transtornos e os farmacos disponiveis mostram frequentemente um
atraso terapéutico para a eficacia clinica. Uma variedade de resultados mostra os
efeitos de derivados piperazinicos no sistema nervoso central, e sdo, dessa forma,
indicadores do potencial terapéutico destes derivados para o tratamento de disturbios
mentais. Anteriormente, foi mostrado que o derivado piperazinico 2,6-di-terc-butil-4-((4-
(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metil)fenol (LQFM212) apresenta atividade-tipo ansiolitica
em camundongos, envolvendo vias serotoninérgicas, receptores nicotinicos e sitio
benzodiazepinico do receptor GABAAa, sem levar a alteragbes na funcédo cognitiva.
Neste contexto, sabendo que um mesmo composto pode apresentar efeitos ansioliticos
bem como antidepressivos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a possivel atividade
tipo-antidepressiva do composto LQFM212. Camundongos machos albinos Swiss
tratados por via oral com LQFM212 (54 umol/kg) mostraram efeitos comportamentais
relacionados a atividade tipo-antidepressiva, no teste do nado forcado (TNF), apos
tratamento com dose unica ou com doses repetidas por 15 dias consecutivos. O pré-
tratamento com WAY-100635 (0,7 pmol/kg), p-clorofenilalanina (500 pmol/kg),
prazosina (2,6 pmol/kg), SCH-23390 (15 ug/kg), sulpirida (146 pmol/kg) ou a-metil-p-
tirosina (512 umol/kg) reverteu o efeito tipo-antidepressivo de LQFM212 no TNF. Além
disso, o tratamento com doses repetidas com LQFM212 aumentou os niveis
hipocampais do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF). Em relagdo ao
monitoramento do peso corporal e a avaliagao de possiveis alteragdes bioquimicas o
tratamento com doses repetidas com LQFM212 (54 pmol/kg) ndo alterou: peso corporal
dos animais, niveis de glutationa (GSH) no figado, niveis séricos de aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ureia e creatinina. Uma
possivel agao do composto LQFM212 sob parametros inflamatérios, em camundongos,
foi avaliada por inflamacao sistémica pelo modelo de neuroinflamacao induzida por
lipopolissacarideo (LPS) e por inflamacéo local pelo modelo de pleurisia induzida por
carragenina ou LPS. No modelo de neuroinflamacgao induzida por LPS, o tratamento

oral com LQFM212 (54 ymol/kg) reverteu as alteragdes comportamentais nos testes de
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campo aberto, nado forcado e suspensao pela cauda, o aumento sérico de citocinas
pré-inflamatérias (TNF-a e IL-1B) e a reducéo sérica de citocinas anti-inflamatérias (IL-
4 e IL-10) causados pela administragao intraperitoneal de LPS (1 mg/kg). Neste mesmo
modelo, o tratamento com LQFM212 (54 umol/kg) também atenuou as alteragbes
relacionadas ao estresse oxidativo, demonstrado pela redug¢ao dos niveis de nitritos e
da atividade da mieloperoxidase (MPO), e aumento dos niveis de GSH no cortex pré-
frontal e hipocampo, além disso também reduziu a atividade da colinesterase no
cérebro total, dos animais que receberam administragdo intraperitoneal de LPS (1
mg/kg). Por outro lado, o tratamento oral com LQFM212 (54 umol/kg) ndo conseguiu
reduzir o aumento da migracao celular e das citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-
1B) no exsudato pleural causados pela administracao intrapleural de carragenina a 1%
ou LPS (250 ng/mL) no modelo de pleurisia. Além da reduc&o da atividade da MPO
vista no modelo de neuroinflamacgao induzida por LPS, o tratamento com LQFM212 (54
pmol/kg) também reduziu a atividade desta enzima no exsudato pleural de animais
submetidos ao modelo de pleurisia induzida por carragenina ou LPS. Em conjunto, os
resultados mostraram que o tratamento com LQFM212 promove alteracbes
comportamentais sugestivas de atividade tipo-antidepressiva em camundongos, que
provavelmente envolvem as vias monoaminérgicas, além de aumento dos niveis
hipocampais de BDNF, sugerindo mudangas na neuroplasticidade sinaptica
possivelmente como um mecanismo subjacente ao efeito tipo-antidepressivo do
composto. Os efeitos encontrados no modelo de neuroinflamacéao induzida por LPS nao
parecem ser secundarios a uma acgao anti-inflamatéria periférica de LQFM212, visto
que este composto ndo conseguiu reduzir as alteragdes causadas pela carragenina ou
LPS no modelo de pleurisia. Por outro lado, o tratamento com LQFM212 reduziu a
atividade da enzima MPO no exsudato pleural, cortex pré-frontal e hipocampo, além de
aumentar per se os niveis de GSH em ambas as regides cerebrais mencionadas acima,
sugerindo dessa forma uma possivel atividade antioxidante in vivo que pode, portanto,

contribuir para os efeitos observados no modelo de neuroinflamagéo e de pleurisia.

Palavras-chave: depressdo; piperazina; monoaminas; fatores neurotroéficos;

lipopolissacarideo; citocinas.



ABSTRACT

Depressive disorders affect individuals worldwide and may also be associated with other
mental disorders such as anxiety disorders. Despite advances to improve understanding
of the neurobiology of depressive disorders, no single established mechanism per se
can explain all facets of these disorders and the available drugs often show therapeutic
delay for clinical effectiveness. A plethora of results show the effects of piperazine
derivatives on the central nervous system and are indicators of its therapeutic potential
for treating mental disorders. Previously, it was shown that the piperazine derivative
2,6-di-tert-butyl-4-((4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-y/)methyl)phenol (LQFM212) has
anxiolytic-like activity which involves serotonergic pathway, nicotinic receptors and BZD-
site of GABAA receptor, without cognitive impairments. In this regard, since the same
compound can have anxiolytic as well as antidepressant effects, the aim of this research
was to evaluate the possible antidepressant-like activity of the compound LQFM212.
Swiss albino male mice orally treated with LQFM212 (54 pymol/kg) showed behavioral
effects related to antidepressant-like activity, in the forced swimming test (FST), after
treatment with a single dose or with repeated doses for 15 consecutive days.
Pretreatment with WAY-100635 (0.7 umol/kg), p-chlorophenylalanine (500 umol/kg),
prazosin (2.6 umol/kg), SCH-23390 (15 ug/kg), sulpiride (146 umol/kg) ou a-methyl-p-
tyrosine (512 pymol/kg) reversed the antidepressant-like effect of LQFM212 in the FST.
Furthermore, repeated treatment with LQFM212 increased hippocampal brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) levels. Regarding the monitoring of body weight and the
evaluation of possible biochemical changes the treatment with repeated doses with
LQFM212 (54 pmol/kg) did not change: animals' body weight, liver glutathione (GSH)
levels, and serum levels of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase
(ALT), urea and creatinine. A possible action of the compound LQFM212 on
inflammatory parameters, in mice, was evaluated by systemic inflammation by the
lipopolysaccharide (LPS)-induced neuroinflammation model and by local inflammation
by the carrageenan- or LPS-induced pleurisy model. In the LPS-induced
neuroinflammation model, oral treatment with LQFM212 (54 pmol/kg) reversed the
anxiety-like and depression-like behaviors, in the open field, forced swimming and tail
suspension tests, the increase of pro-inflammatory cytokines (TNF-a and IL-18) and the

decrease of anti-inflammatory cytokines (IL-4 and IL-10), into animals’ serum, caused
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by intraperitoneal administration of LPS (1 mg/kg). In this same model, treatment with
LQFM212 (54 pmol/kg) also attenuated oxidative stress-related changes, demonstrated
by reduced nitrite levels and myeloperoxidase (MPO) activity, and increased glutathione
levels in the prefrontal cortex and hippocampus, and also reduced cholinesterase
activity in the whole brain, of animals that received intraperitoneal administration of LPS
(1 mg/kg). On the other hand, oral treatment with LQFM212 (54 pmol/kg) failed to reduce
the increase in cell migration and pro-inflammatory cytokines (TNF-a and IL-1B) in
pleural exudate caused by intrapleural administration of 1% carrageenan or LPS (250
ng/mL) in the pleurisy model. In addition to the reduction in MPO activity seen in the
LPS-induced neuroinflammation model, treatment with LQFM212 (54 pmol/kg) also
reduced the activity of this enzyme in the pleural exudate of animals subjected to the
carrageenan- or LPS-induced pleurisy model. Taken together, the results showed that
treatment with LQFM212 promotes behavioral changes suggestive of antidepressant-
like activity in mice, which probably involve the monoaminergic pathways, in addition to
increased hippocampal levels of BDNF, suggesting changes in synaptic neuroplasticity
possibly as a mechanism underlying the antidepressant-like effect of the compound.
The effects found in the LPS-induced neuroinflammation model did not seem to be
secondary to a peripheral anti-inflammatory action of LQFM212, since this compound
failed to reduce the changes caused by carrageenan or LPS in the pleurisy model. On
the other hand, treatment with LQFM212 reduced MPO enzyme activity in pleural
exudate, prefrontal cortex, and hippocampus, and increased per se GSH levels in both
brain regions mentioned above, thus suggesting a possible antioxidant activity in vivo

that may contribute to the effects observed in the neuroinflammation and pleurisy model.

Keywords: depression; piperazine;  monoamines;  neurotrophic  factors;

lipopolysaccharide; cytokines.
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IMPACTO E RELEVANCIA DA PESQUISA PARA SOCIEDADE

A saude mental faz parte do bem-estar de todos os individuos, contudo, € ainda
negligenciada diversas vezes. Para alcangar um estado completamente saudavel é
necessario que o bem-estar fisico, mental e social estejam em equilibrio, e ndo apenas
a auséncia de enfermidades fisicas. Os disturbios mentais sao frequentes em todo o
mundo, e pessoas com tais condi¢gdes podem sofrer por discriminacdo, falta de
tratamento farmacolégico e/ou psicolégico, e de orientagdes adequadas. Os
transtornos depressivos estdo entre os disturbios mentais que mais acometem os
individuos em todo o mundo, o que leva a prejuizos sociais e financeiros. Por exemplo,
pacientes com disturbios mentais tem consideraveis dificuldades diarias, em casa, na
escola ou no trabalho, sendo dificil tanto para a pessoa doente quanto para as pessoas
a sua volta, uma vez que os pacientes necessitam de maior atengcédo e cuidados.
Somado a esse quadro, os antidepressivos disponiveis para o tratamento dos
transtornos depressivos normalmente necessitam de 2 a 4 semanas apds o inicio da
medicacao para comecarem a apresentar resposta clinica, dificultando a adesao dos
pacientes ao tratamento farmacoldgico, além de que parte desses medicamentos tém
falhado em alcangar a melhora completa dos sintomas em alguns pacientes. Estima-se
que cerca de 30-50% dos pacientes depressivos ndo atingem a melhora significativa
dos sintomas mesmo apdés um tratamento prolongado. Dessa forma, a busca por
melhores farmacos para o tratamento dos disturbios mentais se faz necessaria. Os
resultados da nossa pesquisa sugerem que o composto LQFM212, sintetizado no
Laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal (LQFM) da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Goias, pode ser um promissor candidato a um prototipo de
farmaco util para o tratamento da depressao, baseado em sua capacidade de atuar nas
diferentes vias biolégicas envolvidas nesta patologia bem como associar um
componente anti-inflamatoério por mecanismos centrais além de sua possivel atividade

antioxidante.



1 INTRODUGAO

1.1 Aspectos gerais dos transtornos depressivos

Os transtornos depressivos sao um problema de saude comum em todo o
mundo, com crescente numero de casos ao longo dos anos e uma estimativa de que
3,8% da populagdo mundial, aproximadamente 280 milhdes de pessoas, é afetada por
esta condicédo (Figura 1) (GBD, 2019). O Brasil € o pais da América Latina com a
maior prevaléncia, e estimativa de que 4,2% da populagéo total, cerca de 9 milhdes
de pessoas, apresenta transtornos depressivos (GBD, 2019). A depressao pode ter
inicio em pessoas jovens, dessa forma pode afeta-las no auge de seus anos mais
produtivos. Como a depressdao € comum, recorrente e altamente prejudicial, é
essencial a busca por tratamentos e medidas de controle efetivas e acessiveis (WHO;
CU, 2016).
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Figura 1. Prevaléncia global dos transtornos depressivos entre os anos de 1990-
2019. A linha em roxo representa os dados em valor numérico, correspondente aos
individuos com transtornos depressivos em todas as faixas etarias e sexo, e a area
sombreada em roxo representa a variacdo desses dados. Adaptado de Institute for
Health Metrics and Evaluation - IHME (Global Burden of Disease Study - GBD, 2019 -
http://ghdx.healthdata.org).



Embora existam tratamentos conhecidos e eficazes para os disturbios mentais,
mais de 75% das pessoas em paises em desenvolvimento ndo recebem qualquer
tratamento (psicoldgico e/ou farmacolégico) (Evans-Lacko et al., 2018). Os obstaculos
a cuidados eficazes incluem falta de recursos, falta de profissionais de saude
capacitados, erros de diagnodstico, falhas terapéuticas nas intervengdes
farmacoldgicas e estigma social associado aos disturbios mentais. Em paises de todos
0os niveis econbmicos, frequentemente as pessoas que sofrem de transtornos
depressivos ndo sao diagnosticadas corretamente, e outras que nao tém a doenca
recebem diagnostico erréneo e séo tratadas com antidepressivos sem necessidade
(WHO, 2021).

Estes transtornos podem ser considerados como disturbios heterogéneos,
caracterizados como um transtorno de humor multifatorial que inclui aspectos
emocionais, motivacionais e cognitivos. A taxa de incidéncia é alta, com maior
prevaléncia entre as mulheres em relacdo aos homens. As perturbagées mentais sdo
caracteristicas comuns dos transtornos depressivos, envolvendo principalmente
humor triste persistente, portanto, se diferencia de flutuagbes de humor habituais e
das respostas emocionais de curta duragéo aos desafios cotidianos (WHO, 2021).
Quando a doenca se apresenta com intensidade de moderada a severa, a depressao
se torna um problema de saude grave. E uma condic&o que afeta a mente e o corpo,
ou seja, a forma como as pessoas cuidam de si mesmas, de suas familias e como
vivem em sociedade, ocasionando impacto tanto sobre a pessoa doente quanto sobre
as pessoas a sua volta. No seu pior estagio, a depressao pode levar ao suicidio. Cerca
de 700.000 pessoas morrem todos os anos devido ao suicidio, sendo a quarta
principal causa de morte em individuos entre os 15-29 anos de idade, e entre estes
inclui-se pacientes depressivos (WHO, 2021).

Os transtornos depressivos sdo subdivididos em duas categorias principais:
transtorno depressivo maior (TDM) e transtorno depressivo persistente (TDP). Estes
transtornos podem envolver sintomas como tristeza profunda, perda de interesse e
prazer (anedonia), reducdo de energia, sentimento de culpa, baixa autoestima,
alteracdes no apetite e sono. Um episddio depressivo pode ser classificado como leve,
moderado ou grave, dependendo do numero e da intensidade dos sintomas. O TDM

€ uma forma persistente de depressao leve, ou seja, os sintomas sdo menos intensos



e duram por mais tempo, e estes devem permanecem por pelo menos duas semanas
(APA, 2022; WHO, 2017). TDM pode preceder TDP, e individuos com sintomas de
TDM por mais de dois anos devem receber o diagnostico de TDP (APA, 2022). A
classificagdo completa dos transtornos depressivos, de acordo com o Manual de
Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais - 52 edigao - texto revisado (DSM-V-

TR), esta descrita no Quadro 1.

Quadro 1. Classificagdo dos transtornos depressivos

Transtornos depressivos (DSM-V)

Tipo Caracteristicas principais
Transtorno disruptivo da Explosbes de raiva recorrentes e graves,
desregulagé&o do humor manifestadas pela linguagem e/ou comportamento -

3x na semana por 12 meses, em dois ambientes

diferentes. Ocorre principalmente na infancia.

Transtorno depressivo maior Humor deprimido e/ou anedonia, associados a no
minimo outros quatro sintomas, por pelo menos duas

semanas.

Transtorno depressivo persistente | Humor deprimido por pelo menos um ano em

criancas e adolescentes, e de anos em adultos.

Transtorno disférico pré-menstrual | Presenga de no minimo cinco sintomas depressivos

durante a maioria dos ciclos menstruais.

Transtorno depressivo induzido Perturbacdo proeminente do humor, com humor
por substancia/medicamento deprimido ou anedonia, evidenciados durante ou
ap6s administragao, intoxicagdo ou abstinéncia de

substancias/medicamentos.




Transtorno depressivo devido a Humor deprimido ou anedonia decorrentes de
condi¢cdo médica consequéncias de outra condicao médica.

Outro transtorno depressivo Sintomas caracteristicos de transtorno depressivo,
especificado mas que nao satisfazem os critérios para uma das
classificagoes.

Transtorno depressivo nao Quadros clinicos que ndo possuem informagdes
especificado suficientes para fazer um diagndéstico mais especifico.

Fonte: Manual de Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais - 52 edigéo - texto revisado (DSM-
V-TR), Associagdo Americana de Psiquiatria (APA, 2022).

Segundo o DSM-V-TR, para o diagndstico do TDM, que ¢é o transtorno que se
apresenta em maior frequéncia, pode se observar as manifestacdes clinicas dos
sintomas. O individuo deve apresentar pelo menos um de dois sintomas principais,
humor deprimido e/ou anedonia, em associacdo com pelo menos quatro outros
sintomas secundarios, como fadiga, alteragdo de apetite e sono, sentimento de culpa,
desesperanca, retardo ou agitacdo psicomotora, diminuigdo da libido, dificuldade de
concentracdo, pensamentos recorrentes de morte ou tentativas de suicidio. Porém,
como ja mencionado, essas alteragbes devem perdurar por pelo menos duas
semanas e interferir significativamente nas atividades profissionais e nas relagées
interpessoais do individuo (APA, 2022). Também é importante fazer distingédo a
respeito de individuos depressivos com ou sem historico de episddios maniacos. No
transtorno afetivo bipolar, o individuo geralmente apresenta episdédios maniacos e
depressivos separados por periodos de humor normal, em que os episddios maniacos
envolvem humor elevado, excesso de atividade e diminuicdo da necessidade de
dormir (Murri et al., 2016; WHO, 2017).

Quando os transtornos depressivos se apresentam em comorbidades com
outras doencgas, pode aumentar ainda mais a incapacitacédo funcional dos individuos.
Uma variedade de estudos relaciona a depressdao com doengas graves como
epilepsia, diabetes, neoplasias, disturbios cardiovasculares, doenca de Alzheimer e
transtornos de ansiedade (Hesdorffer et al., 2000; Santos et al., 2007; Carvalho et al.,
2014; WHO, 2017). Comorbidades entre dois disturbios mentais, como os transtornos



de ansiedade e os transtornos depressivos, pode ser de fato bastante prejudiciais,
visto que estas doengas ocupam o primeiro e segundo lugar, respectivamente, entre
os disturbios mentais que mais acometem pessoas ao redor do mundo. Estima-se que
4% da populacdo mundial, aproximadamente 301 milhdes de pessoas, sofra com
transtornos de ansiedade (WHO, 2021).

1.2 Neurobiologia dos transtornos depressivos

O inicio e manutencao dos transtornos depressivos advém de interagdes entre
fatores genéticos e ambientais e caracteristicas individuais. A vulnerabilidade genética
tem sido frequentemente associada a elevado risco de surgimento de transtornos de
humor, e estudos tem mostrado que a herdabilidade do TDM varia entre 28-44%
(Fernandez-Pujals et al., 2015; Song et al., 2015). A exposi¢céo a fatores ambientais
como situagdes estressantes no inicio e durante a vida em associagdo com as
caracteristicas dos individuos, por exemplo, hereditariedade genética, fatores socias,
culturais e comportamentais, contribui para desencadear episodios depressivos, tanto
em individuos predispostos quanto na populagéo geral, tornando-os mais vulneraveis
a reapresentar novos episodios, além de contribuir para a gravidade da doenga (Joca
et al., 2003; Margis et al., 2003; Patten, 2003; Bastos, 2011; Cronkite et al., 2013).

O termo estresse incialmente usado na fisica para traduzir o grau de
deformidade sofrido por um material a um esforg¢o ou tensao, foi utilizado pela primeira
vez na medicina e biologia por Hans Selye, em 1926. Este termo pode ser denominado
como o conjunto de reagdes que um organismo desenvolve ao ser submetido a uma
situagdo que exige esfor¢co para a adaptagcédo. Neste sentido, o organismo quando
exposto a situagcbes consideradas como ameacadoras ao equilibrio interno
(homeostase), induz alteragdes que levam a adaptagéo do organismo na tentativa de
neutralizagdo da ameacga, porém, quando O corpo n&do consegue manter a
homeostase, inicia-se um processo de adoecimento, manifestado pelo surgimento de
doencgas psicossomaticas, como os transtornos depressivos (Silva, 2010; Espindola,
2012; Silva et al., 2018).

A neurobiologia dos transtornos depressivos é considerada como um processo
complexo que envolve alteracdes em diferentes redes neuronais, como a hipofuncéo

de neurotransmissores monoaminérgicos, baixos niveis de fatores neurotroficos,



como o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), aumento de processos
neuroinflamatoérios, desbalanco oxidativo e alteracdo de eixos neuroenddécrinos,
especialmente do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Bastos, 2011; Quevedo;
Silva, 2013; Smaga et al. 2015; Fiksdal et a., 2019). Em resposta ao estresse agudo,
o eixo HPA é ativado e, por conseguinte, promove a liberagao de glicocorticoides pela
glandula adrenal, ativando mecanismos de feedback negativo para manter a
homeostase desse sistema (Juruena et al., 2004; Goldstein et al., 2014; Han; Nestler,
2017). No entanto, a persisténcia e/ou intensidade exagerada do estresse resulta em
hiperatividade do eixo HPA, com consequente hipercortisolemia, que contribui para o
inicio dos sintomas depressivos (Sheline et al., 2003; Claes, 2009; Quevedo; Silva,
2013; Zhu et al., 2014; Han; Nestler, 2017).

Alteracdes na morfologia de varias regides cerebrais e circuitos que regulam a
emocao, recompensa e funcdo executiva, tem sido demonstrada nos transtornos
depressivos (Van Velzen et al., 2017; Hollos et al., 2018). Estudos de neuroimagem
em pacientes deprimidos demonstram que ocorrem redug¢des volumétricas em areas
que mediam aspectos cognitivos, como a matéria cinzenta periaquedutal (MCPD),
cortex pré-frontal (CPF) e o hipocampo. Por outro lado, estudos que avaliam a fungéo
cerebral mostram que a atividade neuronal da amigdala e coértex cingulado se
encontra aumentada, e podem estar correlacionados com a disforia. O estresse possui
um importante papel para essas alteragbes e o tratamento com antidepressivos
auxiliam para o retorno da morfologia dessas regides (Drevets, 2000; Ressler;
Mayberg, 2007; Krishnan; Nestler, 2008).

O estresse é capaz de ativar o sistema imune periférico e central por agcéo do
sistema nervoso simpatico. Durante a resposta aguda ao estresse, além de cortisol
também s&o liberadas catecolaminas, como adrenalina e noradrenalina. Com a
ativacao inicial do eixo HPA, o cortisol atua em receptores para glicocorticoides
periféricos, presentes em mondécitos e macrofagos, exercendo um efeito anti-
inflamatorio (Miller et al., 2009). No entanto, em situagbes de estresse prolongado e
hiperatividade do eixo HPA, o sistema imune se torna resistente a agdo dos
glicocorticoides, e ainda pode promover efeitos contrarios, ou seja, acarretando na
ativacao de respostas inflamatdrias, por exemplo, pela via do fator nuclear kappa B
(NF-kB). A ativagao crbnica desse eixo além de promover efeitos prejudiciais na
funcdo imune, também pode levar a alteragbes em neurotransmissdes, como as vias

monoaminérgicas, e na secregao de fatores neurotroficos (Pace et al., 2007; Bao;



Swaab, 2019).

As monoaminas, serotonina (5-HT), dopamina (DA) e noradrenalina (NE),
est&do envolvidas em diversas fungdes no sistema nervoso central (SNC). Levando em
conta a origem e projegdes dos neurdnios do sistema monoaminérgico, € perceptivel
que estas vias estejam envolvidas em muitos sintomas comportamentais dos
transtornos depressivos, tais como regulacédo do humor, apetite e sono, sistema de
recompensa, fungdes cognitivas, tomada de decisdes, vigilancia, fadiga e agitagcao ou
retardo psicomotor (Reid; Stewart, 2001; Bondy, 2002). Estes sintomas podem surgir
decorrente de uma fungdo anormal da neurotransmissao monoaminérgica no cérebro
(Bondy, 2002). O tratamento farmacoldgico dos transtornos depressivos modulam
principalmente as vias monoaminérgicas, levando a restauragdo das mesmas, uma
vez que € mostrado que ocorre uma hipofungcdo das monoaminas nestes transtornos.
Entretanto, as altera¢gdes nas vias monoaminanérgicas ndo explicam totalmente a
neurobiologia dos transtornos depressivos, e outros mecanismos e
neurotransmissores tem se mostrado importantes para o desenvolvimento e
manuteng¢ao da depressao (Bondy, 2002; Nishida et al., 2002; Vismari et al. 2008;
Dale et al., 2015; Fasipe, 2018).

O glutamato é um neurotransmissor excitatério e estd envolvido no
desenvolvimento de neurdnios e axénios, na sobrevivéncia neuronal, além de regular
a atividade de neurbnios monoaminérgicos e auxiliar na conexao entre estruturas
limbicas e areas corticais. Em condi¢des de estresse metabdlico e/ou oxidativo, ocorre
aumento na liberagao de glutamato com ativagao excessiva dos seus receptores. O
alto potencial do glutamato em induzir excitotoxicidade leva a alteragdes nas redes
neurais, com danos nas sinapses, atrofia, morte neuronal, e consequentemente,
também pode ser relacionado a neurobiologia dos transtornos depressivos
(Hashimoto, 2009; Maletic; Raison, 2009). Em concordancia, resultados apontam que
a concentracao de glutamato no liquido cefalorraquidiano e no plasma de pacientes
com depresséo e superior ao de individuos saudaveis (Maes et al., 1998). Além disso,
os antagonistas de receptores NMDA, cetamina e amantadina, apresentam acéo
antidepressiva. Os efeitos da cetamina parecem estar relacionados com um aumento
nos niveis de BDNF (Stryjer et al., 2003; Garcia et al., 2008).

O excesso de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONs) e
deficiéncias no sistema antioxidante geram um estado de estresse oxidativo e este

desempenha um papel nos transtornos depressivos. A relagdo entre estresse



oxidativo e os transtornos mentais da-se pelo fato de o sistema nervoso ser
particularmente vulneravel ao dano oxidativo devido ao alto consumo de oxigénio, a
grande quantidade de lipideos como substrato para a oxidagao e altas concentragdes
de ions de ferro e cobre, que estao envolvidos nas reagdes redox (Siwek et al., 2013).
O cérebro produz ERONs constantemente e na auséncia de mecanismos de defesa
antioxidantes eficientes podem causar danos neuronais (Campélo et al., 2011). Os
danos neuronais gerados pelo estresse oxidativo estdo relacionados com disfungdes
mitocondriais, inibicdo da neurogénese e indugcao de vias apoptaticas (Cregan et al.,
2002). Diversas substancias uteis com marcadores de estresse oxidativo, como o
malondialdeido (MDA) e carbonil tem se mostrado elevadas em pacientes com
transtornos depressivos (Lopresti et al., 2014). Por outro lado, compostos com
potencial antioxidantes protegem as células contra os danos causados pelos ERONSs,

podendo esta atividade ser relacionada com efeitos antidepressivos (Zafir et al., 2009).

1.2.1 Hip6étese monoaminérgica

A neurobiologia dos transtornos depressivos ainda nao esta completamente
clara, mas a hipétese monoaminérgica é valida e ajuda a explicar parte do que ocorre
nesta doencga. As primeiras evidéncias de que alteragcdes no sistema monoaminérgico
podem levar ao surgimento de transtornos depressivos, surgiram a partir da
observacgéo de que alguns farmacos exerciam efeitos inesperados sobre o humor de
pacientes (Nestler et al., 2002; Kalia, 2005). Na década de 1940, a imipramina foi
sintetizada para ser um farmaco antipsicético, porém foi demonstrado que o
tratamento com este farmaco exercia efeitos antidepressivos por otimizar as
neurotransmissdes serotoninérgicas e noradrenérgicas. Em 1951, foi visto que a
iproniazida, um farmaco utilizado no tratamento da tuberculose, apresentava como
efeito secundario uma melhora no humor dos pacientes (Crane, 1956; Kuhn, 1958).
Ainda na década de 1950, a descoberta de que o uso da reserpina como anti-
hipertensivo causava humor deprimido como um dos efeitos adversos, por depletar os
estoques de monoaminas, também foi importante para verificar o envolvimento do
sistema monoaminérgico nos transtornos depressivos (Owens; Nemeroff, 1994;
Krishnan; Nestler, 2008).

Segundo esta hipotese, a depressao resulta de déficits na neurotransmissao



monoaminérgica por redugdo das monoaminas NE, 5-HT e DA na fenda sinaptica, e
os antidepressivos restauram os niveis de monoaminas em um periodo relativamente
rapido (Figura 2), mas demoram de 2 a 4 semanas para exercer o efeito terapéutico.
Assim, pode se acrescentar a esta teoria que, além da redugdo nos niveis das
monoaminas, também podem ocorrer alteragdes relacionadas aos receptores
monoaminérgicos (Lafer; Vallada-Filho, 1999; Nestler et al., 2002; Kalia, 2005). Dessa
forma, poderiam ocorrem alteragbes envolvendo sintese, armazenamento ou
liberacdo dos neurotransmissores, bem como a sensibilidade perturbada de seus

receptores e fungdes intracelulares dos segundos mensageiros (Bondy, 2002).

pés-sindplico

(a) estado normal (b) estado depressivo (c) estado pos-tratamento

Figura 2. Hipétese monoaminérgica dos transtornos depressivos. (A) No cérebro
normal, os neurotransmissores conhecidos como monoaminas (verde), serotonina,
noradrenalina e dopamina, séo liberados das vesiculas sinapticas por exocitose apos
a chegada de um potencial de acédo no terminal pré-sinaptico e podem ligar-se aos
seus respectivos receptores no terminal pré- e/ou pos-sinaptico (laranja). A
neurotransmissao pode ser encerrada por agcao dos transportadores de recaptacao
(amarelo). (B) Nos transtornos depressivos, a redu¢ao dos niveis de monoaminas em
locais sinapticos, bem como alteragdbes no numero e/ou sensibilidade de seus
receptores contribuem para o aparecimento dos sintomas depressivos. (C) Na
presenga de um inibidor de recaptagao (azul), pelo bloqueio do transportador ocorre
um aumento da concentragdo das monoaminas neurotransmissores disponiveis na

fenda sinaptica e pode auxiliar na restauracdo do humor. Adaptado de Castrén, 2005.
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1.2.2 Hipotese neurotroéfica

Devido a complexidade dos transtornos depressivos, existem outras teorias que
ajudam a explicar a sua neurobiologia, como a hipbétese neurotréfica, a qual sugere
que baixos niveis de BDNF podem estar associados com estes transtornos (Figura
3). O BDNF é uma proteina que pertence a familia das neurotrofinas e participa da
integridade neuronal ao longo da vida, além disso durante a vida embrionaria
influencia no desenvolvimento do SNC, além de estar envolvido no crescimento,
diferenciagao, plasticidade e sobrevivéncia celular no adulto. A producdo de BDNF
ocorre no SNC e periférico, sendo mediada em condig¢des fisioldgicas por neurdnios,
e apos lesao, inflamacgéo ou administracdo de antidepressivos por astrocitos. O BDNF
medeia suas fungdes através da ligacdo a receptores de tropomiosina quinase B
(TrkB). No SNC esta presente em maior abundéancia no hipocampo (Tapia-Arancibia
et al., 2004; Maletic, 2007; Piccinni et al., 2008; Shalev et al., 2009; Phillips, 2017).

Segundo esta hipotese, o estresse e a predisposigdo genética sao
responsaveis pela elevagdo dos glicocorticoides e pela alteracdo da plasticidade
neuronal. A redugcdo de BDNF também pode estar relacionada com a atrofia celular
no hipocampo e em outras estruturas do sistema limbico, uma vez que remissao desta
atrofia € dependente do restabelecimento dos niveis de BDNF (Duman; Monteggia,
2006; Maletic, 2007; Castrén; Rantamaki, 2010). Alguns estudos demonstram que
ocorre redugao plasmatica de BDNF em individuos deprimidos e com administragéo
de antidepressivos esses valores séo restaurados (Shimizu et al., 2003; Piccinni et al.,
2008; Taliaz et al., 2010).

Além da reducdo dos niveis de BDNF, que pode ocorrer apds periodos de
estresse agudo ou crénico, o mau funcionamento de seu receptor TrkB também
contribui para os transtornos depressivos (Castrén; Rantamaki, 2010). Neste sentido,
a regulagao positiva do BDNF induzida pelo antidepressivo pode ajudar a reparar
danos causados pelo estresse aos neurbénios do hipocampo e proteger os neurdnios
de outros danos, auxiliando na fungédo hipocampal. Essa hipotese também ajuda na
compreensao da demora no inicio do efeito terapéutico dos antidepressivos, uma vez
que pode levar algum tempo para que gradualmente os niveis de BDNF aumentem e

exercam seus efeitos neurotroficos (Nestler et al., 2002).
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Figura 3. Hip6tese neurotréfica dos transtornos depressivos. (A) No primeiro
painel é representado um neurbnio piramidal, sua inervagdo por neurdnios
glutamatérgicos e monoaminérgicos, bem como arborizagdo dendriticas e expresséo
de BDNF normais. (B) Condi¢des de estresse intenso causam varias alteragcdes nos
neurdnios, incluindo uma reducdo em suas arborizacdes dendriticas, e uma reducao
na expressao de BDNF. A redugao de BDNF é mediada em parte pelo excesso de
glicocorticoides, que podem interferir com mecanismos transcricionais normais, por
exemplo, através da proteina CREB. que controlam a expressao de BDNF. (C) Os
antidepressivos produzem efeitos opostos, visto que aumentam a arborizagéo
dendritica e a expressdo de BDNF, que parece ser mediado, pelo menos em parte,

pela ativacdo de CREB. Por estas acdes, os antidepressivos podem reverter e
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prevenir os efeitos do estresse e amenizar alguns sintomas dos transtornos
depressivos. BDNF, fator neurotréfico derivado do cérebro; CREB, proteina de ligagéao
responsiva ao AMPc. Adaptado de Nestler et al., 2002; Berton; Nester, 2006.

1.2.3 Hipotese neuroinflamatéria

A inflamagdo é uma condigcdo que ocorre pela ativacdo de mecanismos
moleculares e celulares em resposta a algum tipo de injuria ou infecgdo, com o intuito
de reduzir danos e auxiliar no reparo da area antigida. No SNC, quando a inflamacgé&o
ocorre de maneira desregulada, pela persisténcia do estimulo inflamatério ou falhas
nos mecanismos de resolugao, resulta na producéo de fatores neurotdxicos (da Ré,
2015). O SNC ja foi considerado como um local imunologicamente priveligiado devido
a presencga da barreira hematoencefalica (BHE) e auséncia de vasos linfaticos, o que
protegeria de uma infiltracdo de células imunolégicas e, consequentemente de uma
resposta inflamatoéria. Entretanto, ao longo dos anos, tem sido demonstrado que a
resposta imune cerebral em resposta a estimulos nocivos ocorre, tanto por ativagao
das células gliais residentes neste 6rgao, como pela presenga de células periféricas,
as quais tem acesso ao SNC apods algum dano na BHE (Ransohoff; Brown, 2012;
Siqueira, 2016). Ademais, estudos recentes monstraram que o SNC possui sistema
linfatico, sendo este encontrado nos seios durais préximo a grandes vasos sanguineos
e podem participar do transporte de células imunoldgicas (Louveau et al., 2015).

Outra via importante para a propagacao da resposta inflamatoéria sistémica para
o SNC envolve a ativagdo do nervo vago aferente, que funciona como um sensor
visceral da inflamacéao durante infecgoes abdominais e viscerais. O nervo vago possui
receptores para citocinas e receptores de reconhecimento de padrées moleculares
(PRR) em seu axbnio que se projeta para o cérebro (Mravec, 2010; Janig; Green,
2014). Além disso, nas regides dos 6rgaos circunventriculares e do plexo coroide, que
sdo desprovidos de BHE, constitutivamente sido expressas proteinas para o
reconhecimento de patégenos, como os Toll-like receptors (TLR), além de receptores
para citocinas proé-inflamatodrias. A ativagéo de receptores TLR presentes nos orgaos
circunventriculares induz a producédo e liberacdo de citocinas no SNC, e por

conseguinte, ativagdo da microglia (Tracey, 2002; Czura; Tracey, 2005).
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A principal fungao da micrdoglia esta relacionada com respostas imunes, sendo
considerada como a primeira linha de defesa celular a responder durante danos ao
SNC, atuando de maneira semelhante a macrofagos em outros 6rgéos (Aloisi, 2001;
Saijo; Glass, 2011). A microglia pode exibir fendtipos distintos, por exemplo, em
condigdes normais apresenta um fendtipo quiescente ou em repouso, caracterizado
por microglia na forma ramificada, e durante infec¢oes e/ou lesdes no SNC apresenta
um fenotipo ativado, em que a microglia adquire uma forma ameboide (Figura 4).
Quando exibe o fenotipo quiescente, ou seja, ndo ativada, pode ter um papel na
neurdgenese e neuroprotecao (Sierra et al., 2010; Vinet et al., 2012).

Apos ativada, a microglia fagocita patdogenos e restos celulares, além de liberar
quimiocinas, ERONSs e citocinas pro-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral a
(TNF-q), interleucina 1B (IL-1pB) e interlecina 6 (IL-6), que contribuem para a eliminagao
dos patégenos. No entanto, a ativagao prolongada ou excessiva das células microglias
podem resultar em uma inflamacéao prejudicial que contribuem para a progressao de
doengas relacionadas ao SNC, como doengas neurodegenerativas e transtornos
mentais (Vismari et al., 2008; Saijo; Glass, 2011; Almeida et al., 2020a). Como
mencionado anteriormente, o estresse € um importante fator para a ativagao imune; e
€ importante ressaltar que além da ativagao microglial, a desregulagao das respostas
inflamatdrias também podem contribuir para os transtornos mentais atraves de uma
variedade de mecanismos, incluindo ativagdo da via das quinureninas, eixos
neuroendocrinos, alteragdes nas vias monoaminérgicas e plasticidade neuronal
(Almeida et al., 2020a) (Figura 4).
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Figura 4. Efeitos centrais causados por citocinas pré-inflamatoérias. As respostas
neuroinflamatorias podem afetar neurotransmissdes e circuitos neuroldgicos que
regulam comportamentos relacionados aos disturbios mentais, incluindo os
transtornos depressivos. Condicdes de estresse e/ou inflamagao podem ativar o eixo
HPA, e as catecolaminas secretadas ativam células imune, favorecendo a liberagao
de citocinas pro-inflamatdrias, como IFN-y, IL-18 e TNF-a. Mediante sinais periféricos
e/ou centrais, a micréglia em repouso se torna ativa, assumindo uma forma ameboide,
liberando citocinas e quimiocinas. As citocinas pro-inflamatoérias podem diminuir a
disponibilidade das monoaminas, 5-HT, DA e NE, por reducdo de cofatores
enzimaticos, sensiveis ao estresse oxidativo, para a sintese destes
neurotransmissores, como a tetra-hidrobiopterina (BH4); bem como pelo aumento da
expressao de transportadores de recaptacao, pela ativagcao de MAPK. A ativacao de
macrofagos e/ou microglia resulta em maior atividade da enzima IDO, deslocando o
triptofano - precursor de serotonina - para a via das quinureninas, e aumentando a

producao de metabdlitos, como o acido quinolinico, que podem ativar os receptores
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glutamatérgicos NMDA. ERONs também gerados pela ativagdo microglial alteram a
funcao astrocitaria que contribui para o aumento de glutamato, e por conseguinte,
excitotoxicidade e redugao de fatores neurotroficos, como o BDNF. Em regides de
elevada neurogénese, como no hipocampo, as citocinas pré-inflamatérias bem como
a ativagao de vias inflamatdérias, como a via do NF-kB, prejudicam as fungdes do BDNF
na plasticidade sinaptica. 5-HT, serotonina; BDNF, fator neurotréfico derivado do
cérebro; ERONSs, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio; IDO, indoleamina-2,3-
dioxigenase; MAPK, proteino-quinases ativadas por mitdgenos; NF-kB, fator nuclear
kappa B; NMDAr, receptor glutamatérgico NMDA - N-metil-D-Aspartato. Adaptado de
Miller; Raison, 2016; Géa, 2019.

Evidéncias tem mostrado que ocorre um aumento de citocinas pro-inflamatérias
em pacientes depressivos (Howren et al., 2009; Dowlati et al., 2010; Hannestad et al.,
2011); além disso, nessas condi¢gdes os pacientes ndo apresentam boa resposta
terapéutica com antidepressivos convencionais (Drevets et al., 2022). A intensa
ativagdo de vias imunologicas e inflamatérias em pacientes depressivos leva a um
desequilibrio entre ERONs e defesas antioxidantes (Kubera et al., 2011; Leonard;
Maes, 2012). A permanéncia do estresse oxidativo esta relacionada a episddios
depressivos prolongados com menor intervalo de tempo entre eles, além de declinio
cognitivo e modificagées neuroanatdomicas (Duman et al., 2000). Além de observagdes
clinicas, estudos em modelos animais mostram que existe uma conexao entre a
producao de citocinas no SNC, comportamento doentio (do inglés sickness behavior)
e os transtornos depressivos (Dantzer et al., 2008; Konsman et al., 2002).

A neuroinflamacgao pode ser induzida experimentalmente pela administracdo de
lipopolissacarideo (LPS), um componente da membrana externa de bacterias gram-
negativas que contribui para a protecao e integridade estrutural da bactéria (Tuin et
al., 2006). O LPS é considerado uma endotoxina, atua em receptores TLR4
sinalizando, dessa forma, para ativagao de mecanismos celulares inflamatorios (Akira;
Takeda, 2004; Batista et al., 2019). Em resposta a agentes infecciosos pode ser
desencadeado um estado conhecido como comportamento doentio que normalmente
€ reversivel devido a capacidade do sistema imunoldgico de eliminar os agentes
patdogenos e aos mecanismos de resolugcdo que se opdem a produgdo e agao das
citocinas pro-inflamatorias, tanto na periferia como no cérebro (Dantzer et al., 2018).
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No cérebro, o LPS desencadeia um conjunto de modificagdes microgliais e a produgao
de mediadores pro-inflamatérios (Meng; Lowell, 1997; Wen et al., 2007; Chung et al.,
2010; Leow-Dyke et al., 2012). A neuroinflamagédo quando leva ao comportamento
doentio, causa sintomas de humor deprimido, letargia e retardo motor, anedonia,
desregulacdo de sono e apetite (Kessler et al.,, 2005; Farooq et al., 2012). O
comportamento doentio pode ser distinguivel do comportamento depressivo (Figura
5), experimentalmente, pelo registro da atividade locomotora espontédnea dos animais
(Frenois et al., 2007). Dessa forma, € possivel utilizar o modelo de neuroinflamagéao
induzida por LPS para avaliacdo de comportamentos mais especificos, como os

comportamentos depressivos.
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Figura 5. Comportamento depressivo causado por descompensagao de
mecanismos que regulam o comportamento doentio. Agentes infecciosos podem
desencadear um estado conhecido como comportamento doentio pela producao e
acao das citocinas pré-inflamatérias, tanto na periferia como no cérebro, entretanto
este estado normalmente é reversivel. A descompensacdo dos mecanismos que
regulam o comportamento doentio pode ocorrer em individuos vulneraveis cuja
resposta inflamatéria € mais intensa devido a um desequilibrio entre mediadores proé-
e anti-inflamatérios, por exemplo, excesso de TNF-a, producado insuficiente de
interleucina (IL)-10 e resisténcia aos glicocorticoides. Também pode ocorrer devido a
maior sensibilidade cerebral a eventos imunes devido ao metabolismo alterado de
neurotransmissores, por exemplo, mau funcionamento da via serotoninérgica
decorrentes de alteragdes genéticas [(ex. genes que codificam o transportador de
serotonina (SERT)]. Adaptado de Dantzer et al., (2018).
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1.3 Tratamento farmacolégico dos transtornos depressivos

Para a intervencgao farmacolégica dos transtornos depressivos, séo utilizados
farmacos antidepressivos que visam, principalmente, o aumento da disponibilidade
sinaptica das monoaminas, 5-HT, NE e, em menor extensdo, de DA. Existem farmacos
que inibem a recaptacdo dos neurotransmissores por bloquear o transportador de
monoaminas; outros podem inibir a degradagao intracelular pela inibicdo da enzima
monoamino oxidase (MAO); ou ainda podem interagir com receptores pré- e/ou pos-
sinapticos que regulam a liberagdo das monoaminas e/ou a taxa de disparo neuronal
(Nemeroff; Owens, 2002).

O farmaco iproniazida, foi importante para o entendimento da neurobiologia dos
transtornos depressivos e para a elaboragdo da hipétese monoaminérgica. Além
disso, tornou-se o primeiro farmaco classificado como inibidor da monoamino oxidade
(IMAO). A enzima MAOQ esta localizada no terminal pré-sinaptico, e é responsavel pela
degradagdo das aminas biogénicas. Como resultado da inibicdo desta enzima, as
concentragbes de monoaminas aumentam no terminal pré-sinaptico e ficam
disponiveis para serem liberadas quando o potencial de agdo chega ao terminal
nervoso. Os IMAOs diferem entre si pela sua reversibilidade e seletividade conforme
as isoformas da MAO (MAO-A e MAO-B). Os seus principais efeitos adversos dos
IMAOs sédo hipotensao ortostatica, efeitos anticolinérgicos, ganho de peso, fadiga,
agitacdo, espasmos musculares e convulsdes, e sua prescrigao € restrita para quando
outras classes nédo melhoram o estado do paciente (Ciraulo et al., 2011; Hillhouse;
Porter, 2015).

O efeito adverso mais téxico do uso dos IMAO é a toxicidade sistémica da
tiramina, conhecida como “reagéo do queijo”. Como a MAO também metaboliza a
tiramina, o consumo de alimentos que contém tiramina, como queijos e vinho tinto,
levam a niveis excessivos de tiramina, uma vez que a enzima esta inibida pela
presenca do farmaco. Como resultado pode ocorrer uma crise hipertensiva,
caracterizada por cefaleia, taquicardia, nauseas, arritmias cardiacas e acidente
vascular cerebral. Como alternativa tem-se uma geragéo de IMAO mais recentes, isto
€, os inibidores reversiveis da MAO-A (IRMA), que se ligam de modo reversivel a
MAO. Estes sdo deslocados por concentracbes elevadas de tiramina e,

consequentemente, a toxicidade da tiramina € reduzida (Nadal-Vicens et al., 2014).
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A imipramina, outro farmaco importante na elaboracdo da hipdtese
monoaminérgica, foi aprovada em 1959 pelo Food and Drug Administration (FDA) para
o tratamento dos transtornos depressivos e deu inicio a classe de farmacos
denominados como antidepressivos triciclicos (ADT), cujo mecanismo de ag&o ocorre
pela inibicdo da recaptacdo de NE e 5-HT. Os ADT também sdo antagonistas de
receptores adrenérgicos, muscarinicos e histaminérgicos, o que contribui para os
efeitos adversos como tonturas, déficits de memaria, sedagao, boca seca e sonoléncia
(Owens et al., 1997; Hillhouse; Porter, 2015).

Outros farmacos importantes para o tratamento da depresséao sao os inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) e os inibidores da recaptacéo de
serotonina e noradrenalina (IRSN), que, atualmente, constituem a primeira linha de
escolha no tratamento desta patologia. Os ISRS levam ao aumento na
biodisponibilidade de 5-HT, por inibir a recaptacado deste neurotransmissor. Os efeitos
adversos associados ao uso dos ISRS sao nauseas, insbnia e disfungdo sexual
(Papakostas, 2009; Locke et al., 2015). Ja os IRSN levam a inibicdo da recaptagao
tanto de 5-HT quanto de NE, porém com maior afinidade ao transportador de NE
(Papakostas, 2009). Estas duas classes apresentam efeitos adversos menores se
comparados com os IMAO e ADT, porém sem apresentar inicio de agdo mais rapido
(Goldman et al., 1999; Neves et al., 2015).

Os farmacos que atuam na neurotransmissdao dopaminérgica também podem
ser utilizados, como a bupropriona, que seus efeitos ocorrem por inibir a recaptacao
de DA e NE, exibindo maior afinidade de ligacao para transportadores de dopamina
(DAT). Os efeitos adversos sao bem tolerados e os mais frequentes sao boca seca,
nauseas e insénia. Um ponto positivo para esse farmaco, € que apresenta menor risco
de disfuncdo sexual, se comparado com os antidepressivos classicos (Ciraulo et al.,
2011; Hillhouse; Porter, 2015).

Com o avancgo dos estudos, possibilitou o desenvolvimento de farmacos que
bloqueiam a recaptacdo de serotonina, ao mesmo tempo que produzem efeitos
adicionais por atuarem em outros subtipos de receptores serotoninérgicos. Por
exemplo, a vilazodona que é um ISRS e agonista parcial de receptor de 5-HT1a, € a
vortioxetina que, além do bloqueio do SERT, se liga a varios subtipos de receptores
5-HT (5HT1a, 5HT18, 5SHT1p, 5HT3 € 5-HT7) (Harmer et al. 2017). Embora seja sugerido
que a vilazodona produza menos disfungcdo sexual e a que vortioxetina parece ter

beneficios particulares na depresséao relacionada com a deficiéncia cognitiva, ndo é
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totalmente claro se estes agentes tém vantagens sobre o tratamento com ISRS
(Deardorff; Grossberg, 2014). Alguns antidepressivos parecem nao atuarem
diretamente através do bloqueio dos transportadores para serotonina e noradrenalina,
como a mirtazapina, que produz efeito antidepressivo por bloquear autoreceptores az-
adrenérgicos em neurdnios noradrenérgicos e heteroreceptores em neurbnios
serotoninérgicos, facilitando assim a liberagdo de NE e 5-HT, respectivamente.
Ademais, a capacidade de antagonizar receptores 5-HT2a e 5-HT2c também poderia
aumentar a liberagédo de norepinefrina e dopamina nas regides corticais (Cleare et al.
2015; Harmer et al., 2017).

De maneira geral, os antidepressivos discutidos acima melhoram os quadros
depressivos por aumentarem a disponibilidade das monoaminas, pelo menos
inicialmente. Entretanto, os farmacos antidepressivos que possuem seu mecanismo
de acdo com base nas vias monoaminérgicas apresentam efeitos adversos notaveis,
bem como pode ocorrer atraso para o inicio da eficacia terapéutica e cerca de um
terco dos pacientes nao respondem ao tratamento com estes farmacos.
Notavelmente, a descoberta de que a cetamina, um antagonista de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA, promove efeitos antidepressivos levou a aprovagao da
escetamina para administragao como spray nasal e por via endovenosa.

Diferentemente dos antidepressivos classicos, a escetamina proporciona alivio
rapido dos sintomas depressivos, contudo, os riscos significativos associados a
escetamina limitam a sua ampla utilizacdo, sendo mais indicada para pacientes
depressivos resistentes ao tratamento farmacolégico. Os efeitos adversos mais
comuns causados pela escetamina incluem dissociagao, tontura, ndusea, sonoléncia,
ansiedade e aumento da pressao arterial, delirio e tendéncia suicida (Kowalski et al.,
2021; Elias et al., 2022). Ademais, estudos direcionados para investigar novos alvos
farmacolégicos para o tratamento dos transtornos depressivos apontam que
compostos visando processos bioldgicos, como mecanismos inflamatérios, ativagao
do eixo HPA, alteragbes na microbiota intestinal entre outros tem mostrado potencial
terapéutico (Elias et al., 2022).

1.4 Derivados piperazinicos

Considerando a investigagdo de novos candidatos a farmacos psicoativos, com

melhor eficacia e menores efeitos adversos, os derivados piperazinicos constituem
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uma atraente classe de compostos quimicos. Alguns desses derivados possuem a
capacidade de atravessar a BHE e atuar no SNC, produzindo inumeras atividades
neurofarmacolégicas, como efeito ansiolitico (Brito et al., 2012), antidepressivo
(Galdino et al., 2015a) e antipsicotico (Neves et al., 2013; Siskind, 2016). Parte dessas
atividades estdo correlacionadas a caracteristicas lipofilicas e pequeno tamanho
molecular que alguns derivados piperazinicos apresentam. Alguns farmacos
disponiveis para o tratamento farmacolégico dos transtornos depressivos, possuem
um anel piperazinico em sua estrutura quimica, por exemplo, buspirona, trazodona,
nefazodona, vortioxetina e vilazadona. Esses farmacos sao relativamente recentes e
produzem suas agdes por mecanismos de acdes variados.

O composto  2,6-di-terc-butil-4-((4-(2-hidroxietil)piperazina-1-il)metil)fenol
(LQFM212) (Figura 6) € um derivado piperazinico, desenhado e sintetizado pelo
Laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal (LQFM - Faculdade de Farmacia,
UFG) coordenado pelo professor Dr. Ricardo Menegatti. Foi sintetizado pela estratégia
guimica de hibridacdo molecular, tendo como precursores os compostos LQFM032 e
hidroxitolueno butilado (BHT). O primeiro composto possui atividade tipo-ansiolitica
mediada pelas vias nicotinica e GABAérgica (Brito et al., 2017) e o0 segundo € um
potente antioxidante frequentemente utilizado na industria alimenticia (Grillo et al.,
1999). A sintese e caracterizagdo do composto LQFM212 foram anteriormente
publicadas, bem como os resultados mostrando seu potencial efeito tipo-ansiolitico
(Moreira et al.,, 2020). O efeito tipo-ansiolitico de LQFM212 envolve as vias
serotoninérgicas, receptores nicotinicos e sitio benzodiazepinico de receptores
GABAa e, interessantemente, sem alteracéo da fungéo cognitiva (Moreira et al., 2020).
Neste sentido, o presente trabalho se propde a avaliar o possivel efeito tipo-
antidepressivo de LQFM212.

l\LﬁN\/\OH

HO

Figura 6. Estrutura quimica do derivado piperazinico LQFM212 - 2,6-di-terc-buitil-
4-((4-(2-hidroxietil)piperazina-1-il)metil)fenol.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito tipo-antidepressivo do derivado piperazinico LQFM212 e os

possiveis mecanismos de agao envolvidos.

2.2 Objetivos especificos

= Avaliar o efeito tipo-antidepressivo do composto LQFM212 apés tratamento por
via oral com dose unica ou doses repetidas por 15 dias;

» |nvestigar os mecanismos de acao envolvidos no efeito do composto LQFM212
utilizando diferentes antagonistas de receptores e inibidores enzimaticos
relacionados as vias monoaminérgicas;

= Quantificar os niveis hipocampais de BDNF apds tratamento por via oral com
LQFM212 em dose unica ou doses repetidas por 15 dias;

= Monitorar o peso dos animais diariamente durante o tratamento por via oral com
LQFM212 em doses repetidas por 15 dias;

» Verificar possiveis alteragdes bioquimicas relacionadas a fungéo hepatica e
renal apds o tratamento por via oral com LQFM212 em doses repetidas por 15
dias;

= Avaliar os efeitos comportamentais do tratamento oral com o composto
LQFM212 no modelo de neuroinflamagao induzida por LPS;

= Avaliar os efeitos do tratamento oral com o composto LQFM212 no modelo de
pleurisia induzida por carragenina ou LPS, pela contagem de células total e
diferencial no exsudato pleural;

» Quantificar as citocinas pré- (TNF-a e IL-1B) e anti-inflamatérias (IL-4 e IL-10)
e atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no exsudato pleural de animais
tratados por via oral com LQFM212;

» Quantificar as citocinas pré- (TNF-a e IL-1B) e anti-inflamatdrias (IL-4 e IL-10)
no soro, marcadores de estresse oxidativo pela analise da atividade da MPO,
niveis de nitritos e de glutationa (GSH) no coértex pré-frontal ou hipocampo, bem

como a atividade da enzima colinesterase (ChE) no cérebro total obtido de
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animais submetidos ao modelo de neuroinflamacgao induzida por LPS e tratados

por via oral com LQFM212.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Os experimentos foram conduzidos utilizando camundongos adultos albinos
Swiss machos com 6-8 semanas de idade e pesando entre 30-35 gramas. Os animais
foram fornecidos pelo biotério central da Universidade Federal de Goias (UFG),
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (22 £ 1 °C) e iluminagéo (ciclo
claro/escuro de 12 horas), com agua e ragao ad libitum e periodo de adaptacéo de no
minimo 7 dias antes do inicio dos experimentos. Todas as manipulagcbes ocorreram
entre 08:00 e 16:00 horas. Todos os protocolos foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFG com ndmero de protocolo 118/19. Todos os
esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento animal e reduzir o numero de

animais utilizados nos experimentos.

3.2 Desenho experimental

Para avaliar o possivel efeito-tipo antidepressivo do composto LQFM212 foram
utilizados testes e modelos animais. Primeiramente, foi verificado o efeito do
tratamento por via oral com LQFM212 no teste do nado forgado apds dois protocolos
de tratamento: dose unica ou doses repetidas por 15 dias consecutivos. Na
expectativa de compreender os possiveis mecanismos de acdo do composto, também
foram avaliados no teste do nado forcado os efeitos da administracdo oral de
LQFM212 em dose unica na presengca de diferentes antagonistas e inibidores
enzimaticos das vias monoaminérgicas. Ainda seguindo estes dois protocolos de
tratamento, dose unica ou doses repetidas, foi possivel avaliar a influéncia da
administragao oral de LQFM212 sobre os niveis hipocampais de BDNF. Durante o
tratamento por 15 dias, o peso dos animais foi monitorado diariamente e ao final do
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15° dia foram coletadas amostras para verificacdo de possiveis efeitos adversos
relacionados a funcao hepatica e renal.

A acdo do composto LQFM212 sob parametros inflamatérios foi avaliada
utilizando modelos animais de inflamacéao sistémica ou local. A inflamagao sistémica
foi induzida por LPS, uma endotoxina capaz de gerar comportamentos doentio, tipo-
ansioso e tipo-depressivo nos animais. Posteriormente, os animais foram avaliados
em testes comportamentais especificos para estas atividades: teste do campo aberto,
teste do nado forgcado, teste da suspensado pela cauda. Ao final da avaliacédo
comportamental, foram coletadas amostras de sangue para dosagem de citocinas pro-
e anti-inflamatdrias; também foram coletados o cortex pré-frontal e hipocampo para
avaliagcdo de marcadores de estresse oxidativo e o cérebro total para avaliacdo da
atividade da enzima ChE. Ja a inflamacao local foi avaliada pelo modelo de pleurisia
induzida por carragenina ou LPS, que permite avaliar a migragao celular total e
diferencial, atividade da enzima MPO e dosagem de citocinas pro- e anti-inflamatérias

no exsudato pleural.

3.3 Farmacos e reagentes

O composto LQFM212 (peso molecular - PM: 348,28 g/mol) foi sintetizado no
Laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal (LQFM - Faculdade de Farmacia,
UFG) coordenado pelo professor Dr. Ricardo Menegatti, pelo método descrito
anteriormente por Moreira et al., 2020. Todas as outras substancias quimicas foram
obtidas de fornecedores comerciais padrdao. Para o preparo do composto LQFM212
foi utilizado Tween 80® (polissorbato 80 - Sigma-Aldrich, EUA) a 2% para solubilizagao
e posteriormente dissolvido em agua destilada, como descrito anteriormente por
Moreira et al., 2020, e administrado por via oral na dose de 54 ymol/kg com tratamento
em dose unica ou doses repetidas por 15 dias (1x ao dia). O grupo veiculo foi tratado
por via oral com Tween 80® a 2% em agua destilada. Ao longo dos experimentos foram
utilizados como controles positivos grupos de animais tratados com imipramina (54
umol/kg - PM: 280,40 g/mol - Trofanil® - Novartis, Brasil), buspirona (52 pmol/kg - PM:
385,50 g/mol - Ansitec® - Libbs, Brasil) ou dexametasona (5,1 ymol/kg - PM: 392,46
g/mol - Decadron® - Aché, Brasil), conforme a especificidade e necessidade em cada



24

experimento. Todos os trés controles positivos foram dissolvidos em agua destilada e
administrados por via oral.

Os inibidores enzimaticos p-clorofenilalanina (PCPA; 500,9 umol/kg - PM:
199,63 g/mol - Sigma-Aldrich, EUA) e a-metil-p-tirosina (AMPT; 512,2 ymol/kg - PM:
195,22 g/mol - Sigma-Aldrich, EUA) foram solubilizados em Tween 80® a 2% e
posteriormente dissolvidos em solugdo salina 0,9%, e administrados por via
intraperitoneal. Os antagonistas WAY-100635 (0,71 pmol/kg - PM: 422,56 g/mol -
Sigma-Aldrich, EUA), propranolol (7,8 umol/kg - PM: 259,34 g/mol - Brainfarma,
Brasil), prazosina (2,6 ymol/kg - PM: 383,38 g/mol - Pfizer, Brasil), SCH-23390 (15
Mg/kg = 0,05 pmol/kg - PM: 287,78 g/mol - Sigma-Aldrich, EUA) e sulpirida (146
pmol/kg - PM: 341,42 g/mol - Sigma-Aldrich, EUA) foram dissolvidos em solugéo salina
0,9% e administrados por via intraperitoneal. O lipopolissacarideo de Escherichia coli
0111:B4 (LPS - Sigma-Aldrich, EUA) foi dissolvido em solu¢do salina 0,9% e
administrado por via intraperitoneal (1 mg/kg) ou intrapleural (250 ng/mL). A
carragenina (solugdo a 1% - Sigma-Aldrich, EUA) foi dissolvida em solugédo salina
0,9% e administrada por via intrapleural. Todas as solu¢des foram administradas em
um volume constante de 10 mL/kg e as doses utilizadas estdo de acordo com dados
da literatura (Detke et al., 1995; Sato et al., 2008; Teixeira et al., 2013; Florentino et
al., 2017; Zhang et al., 2019; Moreira et al., 2020; Moreira et al., 2021).

3.4 Avaliagao da atividade tipo-antidepressiva

3.4.1 Teste do nado forgado

A atividade tipo-antidepressiva do composto LQFM212 foi avaliada em uma
versdo modificada do teste de nado forgado, descrito anteriormente por Porsolt et al.,
1977. Uma hora apds os tratamentos, dose unica ou doses repetidas por 15 dias (1x
ao dia), por via oral com veiculo, LQFM212 (54 pmol/kg) ou imipramina (54 pmol/kg)
os animais (n=8; dose unica e n=5; doses repetidas) foram colocados individualmente
para nadar em um recipiente cilindrico (32 cm de altura e 14 cm de didmetro) com
agua. Todo o experimento foi filmado durante sessées de 6 minutos para posterior
avaliacdo comportamental. Os parametros avaliados foram a laténcia a imobilidade

(tempo para o animal parar de se mover), tempo de imobilidade (tempo em que os
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animais ficam imoveis ou fazem apenas movimentos necessarios para manter a
cabeca acima da agua), tempo de nado (movimenta as patas dianteiras
horizontalmente) e tempo de escalada (movimentos com as patas na parede do
cilindro). Os parametros avaliados neste teste sdo direcionados para mensurar o
desespero comportamental dos animais, de modo geral, é possivel avaliar dois tipos
principais de comportamentos alternados, a agitagédo, caracteristica da tentativa de
escape da situagao de estresse, e a imobilidade, referida como a desisténcia de fugir
da situagédo estressante (Thierry et al., 1984; Machado, 2012; Borges-Filho, 2014;
Costa, 2021). Farmacos que reduzem o tempo de imobilidade e/ou aumentam a
laténcia a imobilidade sdo considerados como substincias com efeito tipo-

antidepressivo (Porsolt et al., 1977; Teixeira-Silva et al., 2006).

3.4.2 Envolvimento das vias monoaminérgicas

Nesta secdo experimental, uma série de analises foram realizadas para
investigar a possivel participagdo das vias monoaminérgicas na atividade tipo-
antidepressiva do composto LQFM212, usando a administragdo prévia de
antagonistas para receptores serotoninérgicos 5-HT1a, receptores ai- e J-
adrenérgicos e receptores dopaminérgicos tipo D1 e D2. Além disso, também foi
avaliado o envolvimento das monoaminas enddgenas pela administragéo prévia de

inibidores das enzimas triptofano hidroxilase e tirosina hidroxilase.

3.4.2.1 Patrticipacdo dos receptores serotoninérgicos

Para verificar a participagdo dos receptores serotoninérgicos, os animais (n=8)
foram pré-tratados por via intraperitoneal com salina 0,9% ou WAY-100635 (0,71
pmol/kg, um antagonista do receptor 5-HT1a), e apds trinta minutos os animais foram
tratados por via oral com veiculo ou LQFM212 (54 pmol/kg). Sessenta minutos apds

os tratamentos, os animais foram submetidos ao teste do nado forgado.
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3.4.2.2 Participagdo da serotonina endogena

Para verificar a influéncia da serotonina enddégena, os animais (n=8) foram pré-
tratados por via intraperitoneal com salina 0,9% ou PCPA (500 ymol/kg, um inibidor
da enzima triptofano hidroxilase) uma vez por dia durante 4 dias consecutivos. Uma
hora apés o ultimo pré-tratamento, os animais foram tratados por via oral com veiculo
ou LQFM212 (54 umol/kg). Sessenta minutos apds os tratamentos, os animais foram

submetidos ao teste do nado forgado.

3.4.2.3 Patrticipacdo dos receptores noradrenérgicos

Para verificar a participagao dos receptores noradrenérgicos, os animais (n=8)
foram pré-tratados por via intraperitoneal com salina 0,9%, prazosina (2,6 pmol/kg, um
antagonista do receptor a1) ou propranolol (7,8 umol/kg, um antagonista nao seletivo
de receptores B), e apds 15 minutos os animais foram tratados por via oral com veiculo
ou LQFM212 (54 umol/kg). Sessenta minutos ap6s os tratamentos, os animais foram

submetidos ao teste do nado forcado.

3.4.2.4 Participagdo dos receptores dopaminérgicos

Para verificar a participagdo dos receptores dopaminérgicos, os animais (n=8)
foram pré-tratados por via intraperitoneal com salina 0,9%, SCH-23390 (15 pg/kg, um
antagonista do receptor D1) ou sulpirida (146 pmol/kg, um antagonista dos receptores
D2 e Ds), e apdés 30 minutos os animais foram tratados por via oral com veiculo ou
LQFM212 (54 pmol/kg). Sessenta minutos apds os tratamentos, os animais foram

submetidos ao teste do nado forgado.

3.4.2.5 Participacdo das catecolaminas enddégenas

Para verificar a influéncia das catecolaminas endogenas, noradrenalina e
dopamina, os animais (n=8) foram pré-tratados por via intraperitoneal com salina 0,9%

ou AMPT (512 umol/kg, um inibidor da enzima tirosina hidroxilase), e ap6s 4 horas os
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animais foram tratados por via oral com veiculo ou LQFM212 (54 umol/kg). Sessenta

minutos apds os tratamentos, os animais foram submetidos ao teste do nado forgado.

3.4.3 Quantificagao dos niveis hipocampais de BDNF

Nesta secdo, foram realizados dois protocolos experimentais: i) os animais
receberam, por via oral, uma dose unica de veiculo, LQFM212 (54 umol/kg) ou
imipramina (54 pmol/kg), uma hora antes da quantificacéo; ii) os animais foram
tratados, por via oral, uma vez ao dia durante 15 dias consecutivos com os mesmos
tratamentos acima. Apos ambos os protocolos, os animais foram submetidos ao teste
do nado forgado e imediatamente apds a avaliagdo comportamental foram submetidos
a eutanasia por decapitacéo e os hipocampos foram extraidos, sendo utilizados nesta
quantificacdo n=5/grupo com escolha randémica, e em duplicata. Para dissecagao dos
hipocampos, os cérebros foram colocados sobre uma barra de gelo reutilizavel coberta
com papel filtro umedecido com solugao salina 0,9%. Em seguida, os cérebros foram
seccionados longitudinalmente e os hipocampos foram removidos com a ajuda de um
pincel de pelo fino, e foram armazenados a -80 °C até o dia da analise bioquimica.

A preparagdo e dosagem das amostras foram realizadas seguindo as
instru¢cdes do fabricante do kit comercial de ensaio de imunoabsor¢cado enzimatica
(ELISA) (Boster Immunoleader, n°: EK0309). O tecido do hipocampo foi suspenso em
tampao de lise [Tris 100 mM, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, EDTA 1 mM, Triton-X 100
a 1%, desoxicolato de sodio a 0,5%, inibidores de fosfatase/protease (Thermo
Scientific, #1861281) e PMSF 1 mM] na proporg¢ao de 1:10 (p/v) e homogeneizado
individualmente, sendo as amostras mantidas em gelo todo o periodo. O
homogeneizado tecidual foi mantido em agitador shaker a 4 °C por 2 horas, e,
posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm, 4 °C por 20 minutos
e o sobrenadante coletado para a dosagem de BDNF.

A quantidade total de proteinas do sobrenadante foi determinada pelo método
de Bradford, 1976, utilizando albumina de soro bovino para a construgcdo da curva
padrao. Os valores obtidos foram estimados por meio da interpolagdo com a curva
padrao, utilizando-se os valores obtidos no ensaio colorimétrico, medido a 450 nm em
um leitor de placas ELISA. Todos os resultados foram expressos em picogramas de

BDNF por miligrama de proteina.
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3.4.4 Avaliagao de possiveis alteragoes indicativas de efeitos adversos

Todos os animais (n=5) de cada grupo de tratamento por via oral com doses
repetidas de veiculo, LQFM212 (54 ymol/kg) ou imipramina (54 umol/kg) por 15 dias
(1x ao dia) foram monitorados diariamente para sinais de toxicidade. O ganho ou
perda de peso foi calculado diariamente pela diferenca de peso entre o primeiro dia
de tratamento. Ao final do tratamento, no dia 15, imediatamente apds o teste
comportamental, os animais foram submetidos a eutanasia por decapitacdo, sendo o
figado coletado para quantificagdo de glutationa (GSH), e o sangue para quantificagao
sérica de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ureia e

creatinina.

3.4.4.1 Quantificagdo dos niveis de GSH no figado

O ensaio foi baseado no método de DTNB (5,5-dithio-bis-(acido 2-
nitrobenzoico) - reagente de Ellman) (Baker et al., 1990). Apds a coleta do figado,
rapidamente foi preparado um homogenato (1g de tecido/4 mL de tampéao de fosfato
monossaodico/dissédico 0,1 M pH 7,4) com auxilio de aparelho homogeneizador de
tecido ULTRA-TURRAX. Para a desproteinizagao, 50 pL de acido tricloroacético
(TCA) frio a 50% foram adicionados a 950 pL do homogenato, depois centrifugado a
10.000 rpm, 4 °C durante 10 minutos para coleta do sobrenadante. Uma aliquota de
50 pyL do sobrenadante foi adicionada a 850 uL de tampao de fosfato
monossodico/dissédico 0,2 M pH 8,2 e 100 uL DTNB 6 mM. A absorvéancia foi medida
1 minuto apds a adigdo do sobrenadante a 412 nm em espectrofotdmetro (Kowalczyk-
Pachel et al., 2016). Os resultados foram expressos em pmol de GSH por g de tecido,

a partir da interpolacdo com a curva padrao de GSH 1 mM.

3.4.4.2 Determinacédo dos indicadores de fungéo hepatica e renal

Para a analise experimental da fung&o hepatica e renal, as amostras de sangue
foram centrifugadas a 3.000 rpm, 4 °C durante 5 minutos para obtengdao do soro
utilizado nos ensaios bioquimicos. Os parametros bioquimicos analisados no soro

incluem os niveis de AST e ALT como indicadores da fungdo hepatica e os niveis de
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ureia e creatinina como indicadores da fungao renal. Estes pardmetros foram
quantificados por métodos enzimaticos utilizando kits comerciais (Doles reagentes,
Brasil). Os resultados foram calculados e expressos de acordo com as especificagoes
de cada kit.

3.5 Modelo de neuroinflamagao induzida por LPS

Nesta secao experimental, os animais (n=9) foram divididos randomicamente
em seis grupos (Figura 7A). Um dia antes das avaliagbes comportamentais, os
animais foram pré-tratados com salina 0,9% ou LPS (1 mg/kg) por via intraperitoneal,
baseado no protocolo descrito por Casaril et al., 2019. Apdés 23 horas de pré-
tratamento, os animais foram tratados com veiculo, LQFM212 (54 umol/kg) ou
buspirona (52 pmol/kg). Uma hora apos, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais para verificar a atividade exploratéria e tipo-antidepressiva (Figura
7B). Imediatamente apds os testes comportamentais os animais foram submetidos a
eutanasia por decapitagdo para a coleta de sangue e amostras de cérebro para as
dosagens bioquimicas. Para quantificacdo de citocinas no soro e avaliagdo de
marcadores de estresse oxidativo no cortex pré-frontal e hipocampo foi utilizado
n=6/grupo com escolha randdmica, e em duplicata. Para avaliagdo da atividade da

enzima ChE no cérebro total foi utilizado n=3/grupo com escolha randémica, e em

triplicata.

A B
Grupos experimentais
Salina/Veiculo 0|h pré-tratamento 23ih tratamento 24|,h
Salina/LQFM212 ! ) '
Salina/Buspirona salina veiculo CA

o LPS LQFM212 NF

LPS/Veiculo busbi sSpPC
LPS/LQFM212 uspirona
LPS/Buspirona

Figura 7. Representagcao esquematica do modelo de neuroinflamagao induzida
por LPS. Nesta segédo experimental foram utilizados 9 animais por grupo. CA, teste
do campo aberto; LPS, lipopolissacarideo; NF, teste do nado forcado; SPC, teste da

suspensao pela cauda.
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3.6 Avaliagao comportamental no modelo de neuroinflamagao

3.6.1 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto fornece uma variedade de informacdes
comportamentais, desde a capacidade exploratéria e locomotora geral até dados
relativos a emocionalidade dos animais (Walsh; Cummins, 1976; Iravani et al., 2002;
Seibenhener; Wooten, 2015). O aparato denominado de campo aberto consiste em
uma arena circular de acrilico (20 cm de altura e 36 cm de didmetro), com piso na cor
preta e dividido em oito areas iguais, e paredes de altura suficiente para impedir a fuga
no animal. Apos a sequéncia experimental descrita no item 3.5, os animais (n=9) foram
colocados, individualmente, no centro do campo aberto. Todo o experimento é
realizado em ambiente com iluminag&o controlada (luz vermelha), sendo as sessdes
filmadas para posterior analise comportamental. Levando em consideragao que os
animais sao expostos a um ambiente novo, a tendéncia natural do animal em um novo
local é a de explora-lo (Montgomery, 1958; Archer, 1973), e podem apresentar um
comportamento denominado de tigmotaxia, assim, por instinto, se locomovem perto
das paredes (periferia) onde se sentem mais protegidos (Dollinger et al., 1980; Gould
et al., 2009; Campos et al, 2013; Seibenhener; Wooten, 2015). A atividade exploratéria
dos animais foi observada durante sessbes de 5 minutos e os parametros avaliados
durante este periodo foram o numero total de areas invadidas (avaliado pela
quantidade de linhas cruzadas com as quatro patas), frequéncia de levantadas, tempo
de imobilidade, frequéncia de autolimpeza, percentual de linhas cruzadas e de tempo
despendido na area central (%CrCentro e %TCentro, respectivamente) (Formigoni et
al., 2006).

3.6.2 Teste do nado forgado

Com este teste € possivel avaliar a atividade tipo-antidepressiva. Apds a
sequéncia experimental descrita no item 3.5, os animais foram submetidos ao teste
do nado forgado. Neste teste, os animais (n=9) foram colocados individualmente para

nadar em um recipiente cilindrico, e avaliados conforme descrito no item 3.4.1.
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3.6.3 Teste da suspenséo pela cauda

O teste da suspensao pela cauda também foi para avaliar a atividade tipo-
antidepressiva, e semelhante ao que é observado no teste do nado forgado ha uma
tentativa de fuga no inicio, e ndo obtendo éxito o animal assume uma postura imovel
(Cryan et al.,, 2002; Teixeira-Silva et al., 2006). Apds a sequéncia experimental
descrita no item 3.5, os animais (n=9) foram suspensos pela cauda, cerca de 50 cm
do chao, com o auxilio de uma fita adesiva colocada a 1-2 cm da ponta da cauda e
avaliados durante sessdes de 6 minutos. Toda a sesséo foi filmada, sendo registrada

a laténcia a imobilidade e o tempo total de imobilidade de cada animal.

3.7 Modelo de pleurisia induzida por carragenina ou LPS

Neste teste, os animais (n=9) foram tratados por via oral com veiculo, LQFM212
(54 pmol/kg) ou dexametasona (5,1 ymol/kg). Uma hora apds os tratamentos, os
animais receberam uma injecao de 100 pL de salina 0,9%, carragenina a 1% ou LPS
(250 ng/mL) na cavidade pleural. Quatro horas depois, o exsudato pleural foi coletado
com 1 mL de tampao PBS heparinizado (20 U.l./mL) (Sousa et al., 2010; Florentino et
al., 2017). Uma aliquota foi usada para determinar o conteudo total de leucdcitos
usando liquido de Turk em uma camara de Neubauer, e a outra aliquota foi usada
para a contagem diferencial dos leucdécitos em células mononucleares e
polimorfonucleares. Os resultados das contagens total e diferencial foram expressos
como o numero absoluto de células totais e cada tipo de célula, respectivamente. Os
resultados também foram ajustados de acordo com a unidade de volume utilizada na
avaliacdo realizada e foram expressos como nimero de leucocitos x 108/mL. Além
disso, a outra aliquota de exsudato pleural foi usada para determinar a atividade da
enzima MPO e para quantificar os niveis de citocinas pro-inflamatérias e anti-

inflamatorias.

3.8 Avaliagao bioquimica ap6s os modelos de neuroinflamagao ou pleurisia

As amostras coletadas apds os modelos in vivo foram utilizadas para as

analises bioquimicas. As amostras de sangue dos animais submetidos ao modelo de
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neuroinflamacéo induzida por LPS foram centrifugadas a 3000 rpm durante 5 minutos
a 4 °C para obtencdo do soro, o qual foi armazenado a -80 °C até ao dia de
quantificagédo de citocinas pré- (TNF-a e IL-1B) e anti-inflamatdérias (IL-4 e IL-10). Os
niveis destas citocinas no exsudado pleural também foram quantificados apds o
modelo pleurisia induzida por carragenina ou LPS, e para isso as amostras de
exsudado foram centrifugadas a 4000 rpm durante 4 minutos a 4 °C imediatamente
antes da adicdo das amostras na placa. A atividade enzimatica da MPO também foi
analisada no exsudado pleural. As amostras de cérebro, hipocampo ou cértex pré-
frontal, dos animais submetidos ao modelo de neuroinflamacao induzida por LPS
foram utilizadas para quantificagao dos niveis de nitritos e glutationa (GSH) e atividade
da enzima MPO. O cérebro total foi usado para avaliar a atividade da enzima
colinesterase (ChE). Os homogenatos dessas areas cerebrais foram preparados com
auxilio de um micro homogeneizador motorizado, considerando 1 g de cada amostra
para 10 mL de tampao, sendo utilizado tampéo fosfato de sédio 0,1 M pH 7,4 para
hipocampo ou cortex pré-frontal e tampao fosfato de sédio 12,5 mM pH 7,0, NaCl 400
mM para o cérebro total. Para normalizar os resultados, a concentragdo total de
proteinas foi medida pelo método descrito por Bradford (1976), utilizando como padréao

a albumina de soro bovino.

3.8.1 Dosagem de citocinas pro- e anti-inflamatdrias

O soro dos animais submetidos ao modelo de neuroinflamacao induzida por
LPS e o exsudato pleural obtido a partir do modelo de pleurisia foram utilizados para
a dosagem das citocinas TNF-a, IL-1B, IL-4 e IL-10. Todas as citocinas foram
quantificadas utilizando kits comerciais de ELISA, seguindo as instru¢gdes do
fabricante (Ebioscience), e em duplicata, utilizando n=6/grupo com escolha com

escolha randémica (Florentino et al., 2017). Os resultados foram expressos em pg/mL.

3.8.2 Atividade da enzima MPO

A atividade enzimatica da MPO foi medida em amostras de cérebro, cortex pré-

frontal ou hipocampo, de animais submetidos ao modelo de neuroinflamacgao induzida
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por LPS ou exsudado pleural obtido do modelo pleurisia. Usando n=6/grupo com
escolha randémica, 40 yL de homogenato do cértex pré-frontal ou hipocampo, ou
exsudado pleural foram transferidos para Eppendorf's. A reacéo foi iniciada pela
adicao de 360 pL de tampao PBS pH 6,0 contendo 0,167 mg/mL de o-dianisidina 2
HCl e 0,0005% de perdxido de hidrogénio (H202). A reacao enzimatica foi interrompida
apo6s 15 minutos, adicionando-se 30 yL de azida de sodica a 1%. Depois disso, 200
ML foram transferidos para pog¢os de uma microplaca, em duplicata, e a absorbancia
foi lida a um comprimento de onda de 450 nm (Sedgwick, 1995; Saleh, et al., 1999).

Os resultados foram expressos como atividade enzimatica em mU/mL.

3.8.3 Niveis de nitritos

Para determinar a producdo de 6xido nitrico (NO), o ensaio foi baseado na
reacgao de Griess (Green et al., 1982). Usando n=6/grupo com escolha randémica, o
homogenato de cértex pré-frontal ou hipocampo foi centrifugado a 10.000 rpm durante
10 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi separado. Em seguida, 75 pL de sobrenadante
de cada area foram incubados com 75 ul do reagente Griess a temperatura ambiente
durante 10 minutos. A absorvancia foi medida a 560 nm em um leitor de microplaca.
O conteudo de nitritos foi determinado a partir de uma curva padrao de nitritos gerada
utilizando NaNOz2 (variando de 0,75 a 100 pM) como padrdo e os resultados foram

expressos em uM/g de tecido (Lopes et al., 2018).

3.8.4 Niveis de GSH

O ensaio foi baseado na reagéo do reagente de Ellman (DTNB) com grupos de
tiol livre (Sedlack; Lindsay, 1968). Usando n=6/grupo com escolha randdmica,
adicionou-se uma solucéo a 50% de acido tricloroacético ao homogenato de cértex
pré-frontal ou hipocampo (1:10 v/v), depois foi realizada uma centrifugacado a 4000
rom durante 15 minutos a 4 °C e o sobrenadante de cada area foi separado. Para
determinar os niveis de GSH, 50 uL de sobrenadante foram misturados com 100 pL
de tampéao Tris-HCI 0,4M pH 8,9 e 5 pL de DTNB 0,01M. A cor resultante foi

imediatamente lida a 405 nm utilizando um espectrofotometro. Os resultados foram
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calculados com base em uma curva padrdao de glutationa (variando de 30 a 1000

Mg/mL) e expressos como ug de GSH/g de tecido.

3.8.5 Atividade da enzima ChE

A atividade enzimatica da ChE foi determinada com um método colorimétrico,
baseado no método anteriormente descrito por Ellman et al., 1961, com algumas
modificagdes. Utilizando n=3/grupo com escolha randdbmica, o homogenato de
cérebro total dos animais submetidos ao modelo de neuroinflamagéao induzida por LPS
foi centrifugado a 4000 rpm durante 10 minutos a 4 °C para separar o sobrenadante,
usado como fonte de enzima para o ensaio. Em uma placa de 96 pocos foram
adicionados 220 uL de tampao fosfato de sédio pH 7,0, 2 uL de iodeto de acetiltiocolina
75 mM e 5 uL de reagente de Ellman tamponado (DTNB e bicarbonato de sédio 15
mM), seguido de incubagdo a temperatura ambiente durante 30 minutos antes da
adicao de 20 uL de sobrenadante (fonte da enzima) com leitura imediata da
absorbancia a 405 nm. Foram realizadas oito leituras com intervalos de 40 segundos
durante aproximadamente 5 minutos. Os resultados foram obtidos foram realizados

em triplicata e expressos como densidade 6ptica/mg de proteina.

3.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo das meédias (EPM).
Apos analise dos resultados no teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, as
diferencgas entre dois grupos foram detectadas pelo teste-t e entre trés ou mais grupos
pela analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do pds-teste de Newman-
Keuls, ou ANOVA de duas vias, seguida do pos-teste de Bonferroni. O teste estatistico
utilizado em cada analise foi descrito nas legendas das figuras. As diferengas foram
consideradas significativas quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da atividade tipo-antidepressiva

4.1.1 Teste do nado for¢cado

Neste teste, em ambos os protocolos de tratamento, todas as analises foram
realizadas em comparagao com o grupo tratado com veiculo, incluindo o controle
positivo, imipramina, que foi utilizado para confirmar que o teste estava funcionando e
era capaz de detectar a atividade tipo-antidepressiva do composto LQFM212. O
tratamento em dose unica com LQFM212 ou imipramina diminuiu o tempo de
imobilidade em 16% (p<0,01) e 29% (p<0,001) (Figura 8B) e aumentou a laténcia
para imobilidade em 32% (p<0,01) e 42% (p<0,01), o tempo de nado em 35%
(p<0,001) e 55% (p<0,01) e o tempo de escalada em 43% (p<0,01) e 75% (p<0,01)
(Figuras 8A, 8C e 8D) quando comparado com o grupo tratado com veiculo (223,80
+7,13; 66,85 + 3,27; 78,59 + 4,17; 44,19 £ 2,51 s). Ja o tratamento repetido por 15
dias com LQFM212 ou imipramina diminuiu o tempo de imobilidade em 27% (p<0,001)
e 46% (p<0,001) (Figura 9B) e aumentou a laténcia para imobilidade em 50% (p<0,01)
e 70% (p<0,01), o tempo de nado em 91% (p<0,001) e 98% (p<0,001) e o tempo de
escalada em 93% (p<0,05) e 324% (p<0,001) (Figuras 9A, 9C e 9D) quando
comparado com o grupo tratado com veiculo (263,60 + 4,90; 51,48 + 4,68; 74,14 +
3,00; 21,54 + 4,66 s).
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Figura 8. Efeito tipo-antidepressivo do composto LQFM212 (54 umol/kg) no teste
do nado forcado apés 1 hora de tratamento por via oral. As barras verticais
representam a média £ EPM (n=8) do (A) tempo de laténcia a imobilidade, (B) tempo
de imobilidade, (C) tempo de nado e (D) tempo de escalada em segundos. Imipramina
(54 pmol/kg) foi utilizada no teste como controle positivo. **p<0,01 e ***p<0,001 —
comparado com o grupo tratado com veiculo (10 mL/kg) usando ANOVA de uma via

seguido do pés-teste Newman-Keuls.
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Figura 9. Efeito tipo-antidepressivo do composto LQFM212 (54 pumol/kg) no teste
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verticais representam a média £ EPM (n=5) do (A) tempo de laténcia a imobilidade,
(B) tempo de imobilidade, (C) tempo de nado e (D) tempo de escalada em segundos.
Imipramina (54 pmol/kg) foi utilizada no teste como controle positivo. *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001 — comparado com o grupo tratado com veiculo (10 mL/kg)
usando ANOVA de uma via seguido do pds-teste Newman-Keuls.
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4.1.2 Envolvimento das vias monoaminérgicas

4.1.2.1 Participag&o dos receptores serotoninergicos

O efeito tipo-antidepressivo do composto LQFM212 [(Figura 10) salina/veiculo
vs salina/LQFM212] no teste do nado forgcado, apds administracdo em dose Unica, foi
revertido na presenca do antagonista WAY-100635 [(Figura 10) salina/LQFM212 vs
WAY-100635/LQFM212]. A reversdo foi demonstrada pela redugédo do tempo de
laténcia a imobilidade em 33% [Figura 10A (p<0,001)], aumento do tempo de
imobilidade em 30% [Figura 10B (p<0,01)], redugdo do tempo de nado em 39%
[Figura 10C (p<0,001)] e redugéo do tempo de escalada em 47% [(Figura 10D
(p<0,05)]. O pré-tratamento com WAY-100635 per se nao alterou nenhum dos
parametros avaliados quando comparado ao grupo tratado com salina/veiculo
[(Figura 10 salina/veiculo vs WAY-100635/veiculo].

4.1.2.2 Participagédo da serotonina enddgena

O efeito tipo-antidepressivo do composto LQFM212 [(Figura 11) salina/veiculo
vs salina/LQFM212] no teste do nado forgcado, apds administracédo em dose Unica, foi
revertido na presenca do inibidor enzimatico PCPA [(Figuras 11A, 11B e 11C)
salina/LQFM212 vs PCPA/LQFM212]. A reversao foi demonstrada pela redugdo do
tempo de laténcia a imobilidade em 31% [Figura 11A (p<0,001)], aumento do tempo
de imobilidade em 23% [Figura 11B (p<0,01)] e redugéo do tempo de nado em 36%
[Figura 11C (p<0,001)]. O pré-tratamento com PCPA per se nao alterou nenhum dos
parametros avaliados quando comparado ao grupo tratado com salina/veiculo

[(Figura 11 salina/veiculo vs PCPA/veiculo].
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Figura 10. Efeito tipo-antidepressivo do composto LQFM212 (54 pmol/kg) no
teste do nado forgado apés 1 hora de tratamento por via oral e reversao deste
efeito na presenca do antagonista do receptor serotoninérgico 5-HT1a, WAY-
100635 (0,71 umol/kg). As barras verticais representam a média + EPM (n=8) do (A)
tempo de laténcia a imobilidade, (B) tempo de imobilidade, (C) tempo de nado e (D)
tempo de escalada em segundos. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 — comparado com
o grupo controle (salina 0,9% + veiculo 10 mL/kg), e #p<0,05, ##p<0,01 e ###p<0,001
— comparado com o grupo LQFM212 (salina 0,9% + LQFM212 54 ymol/kg) usando

ANOVA de duas vias seguido do pés-teste de Bonferroni.
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Figura 11. Efeito tipo-antidepressivo do composto LQFM212 (54 pmol/kg) no
teste do nado forgado apés 1 hora de tratamento por via oral e reversao deste
efeito na presenca do inibidor da enzima triptofano hidroxilase, PCPA (500
pmol/kg). As barras verticais representam a média + EPM (n=8) do (A) tempo de
laténcia a imobilidade, (B) tempo de imobilidade, (C) tempo de nado e (D) tempo de
escalada em segundos. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 — comparado com o grupo
controle (salina 0,9% + veiculo 10 mL/kg), e ##p<0,01 e ###p<0,001 — comparado
com o grupo LQFM212 (salina 0,9% + LQFM212 54 ymol/kg) usando ANOVA de duas
vias seguido do pés-teste de Bonferroni. PCPA, p-clorofenilalanina.
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4.1.2.3 Participagédo dos receptores noradrenérgicos

O efeito tipo-antidepressivo do composto LQFM212 [(Figura 12) salina/veiculo
vs salina/LQFM212] no teste do nado forgcado, apds administracédo em dose Unica, foi
revertido na presenga do antagonista prazosina [(Figuras 12B e 12C)
salina/LQFM212 vs prazosina/LQFM212]. A reversao foi demonstrada pelo aumento
do tempo de imobilidade em 26% [Figura 12B (p<0,01)] e redug¢ao do tempo de nado
em 30% [Figura 12C (p<0,05)]. Por outro lado, o pré-tratamento com propranolol n&o
reverteu o efeito-tipo antidepressivo do composto LQFM212 [(Figura 13)
salina/LQFM212 vs propranolol/LQFM212] no teste do nado forgado. O pré-tratamento
com prazosina ou propranolol per se nao alteraram nenhum dos parametros avaliados
quando comparado ao grupo tratado com salina/veiculo [(Figura 12) - salina/veiculo

vs prazosina/veiculo; (Figura 13) - salina/veiculo vs propranolol/veiculo]
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Figura 12. Efeito tipo-antidepressivo do composto LQFM212 (54 pmol/kg) no

teste do nado forcado apdés 1 hora de tratamento por via oral e reversao deste

efeito na presenca do antagonista do receptor ai-adrenérgico, prazosina (2,6

pmol/kg). As barras verticais representam a média + EPM (n=8) do (A) tempo de

laténcia a imobilidade, (B) tempo de imobilidade, (C) tempo de nado e (D) tempo de

escalada em segundos. *p<0,05 e **p<0,01 — comparado com o grupo controle (salina
0,9% + veiculo 10 mL/kg), e #p<0,05 e ##p<0,01 — comparado com o grupo LQFM212
(salina 0,9% + LQFM212 54 ymol/kg) usando ANOVA de duas vias seguido do pés-

teste de Bonferroni.
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Figura 13. Efeito tipo-antidepressivo do composto LQFM212 (54 pmol/kg) no

teste do nado forcado apds 1 hora de tratamento por via oral na auséncia ou na

presenca do antagonista nao-seletivo do receptor B-adrenérgico, propranolol

(7,8 pmol/kg). As barras verticais representam a média + EPM (n=8) do (A) tempo de

laténcia a imobilidade, (B) tempo de imobilidade, (C) tempo de nado e (D) tempo de

escalada em segundos. *p<0,05 e **p<0,01 — comparado com o grupo controle (salina

0,9% + veiculo 10 mL/kg), usando ANOVA de duas vias seguido do pds-teste de

Bonferroni.
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4.1.2.4 Participagédo dos receptores dopaminérgicos

O efeito tipo-antidepressivo do composto LQFM212 [(Figuras 14 e 15)
salina/veiculo vs salina/LQFM212] no teste do nado forgado, apos administragdo em
dose unica, foi revertido na presengca do antagonista SCH-23390 [(Figura 14)
salina/LQFM212 vs SCH-23390/LQFM212] e do antagonista sulpirida [(Figura 15)
salina/LQFM212 vs sulpirida/LQFM212]. A reversao pelo pré-tratamento com SCH-
23390 foi demonstrada pela reducdo do tempo de laténcia a imobilidade em 23%
[Figura 14A (p<0,01)], aumento do tempo de imobilidade em 21% [Figura 14B
(p<0,01)], redugéo do tempo de nado em 36% [Figura 14C (p<0,01)] e reducéo do
tempo de escalada em 51% [Figura 14D (p<0,01)]. Ja a reversao pelo pré-tratamento
com sulpirida pela redugéo do tempo de laténcia a imobilidade em 34% [Figura 15A
(p<0,001)], aumento do tempo de imobilidade em 30% [Figura 15B (p<0,001)],
reducdo do tempo de nado em 41% [Figura 15C (p<0,001)] e redugédo do tempo de
escalada em 72% [Figura 15D (p<0,001)]. O pré-tratamento com SCH-23390 ou com
sulpirida per se n&o alterou nenhum dos parametros avaliados quando comparado ao
grupo tratado com salina/veiculo [(Figura 14) - salina/veiculo vs SCH-23390/veiculo;

(Figura 15) - salina/veiculo vs sulpirida/veiculo].
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Figura 14. Efeito tipo-antidepressivo do composto LQFM212 (54 pmol/kg) no
teste do nado forcado apés 1 hora de tratamento por via oral e reversao deste
efeito na presenga do antagonista do receptor dopaminérgico D1, SCH-23390 (15
Mg/kg). As barras verticais representam a média £ EPM (n=8) do (A) tempo de laténcia
a imobilidade, (B) tempo de imobilidade, (C) tempo de nado e (D) tempo de escalada
em segundos. **p<0,01 e ***p<0,001 — comparado com o grupo controle (salina 0,9%
+ veiculo 10 mL/kg), e ##p<0,01 — comparado com o grupo LQFM212 (salina 0,9% +
LQFM212 54 pmol/kg) usando ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de
Bonferroni.
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Figura 15. Efeito tipo-antidepressivo do composto LQFM212 (54 pmol/kg) no
teste do nado forgado apés 1 hora de tratamento por via oral e reversao deste
efeito na presenga do antagonista dos receptores dopaminérgicos D2 e Ds,
sulpirida (146 pmol/kg). As barras verticais representam a média £ EPM (n=8) do (A)
tempo de laténcia a imobilidade, (B) tempo de imobilidade, (C) tempo de nado e (D)
tempo de escalada em segundos. **p<0,01 e ***p<0,001 — comparado com o grupo
controle (salina 0,9% + veiculo 10 mL/kg), e ###p<0,001 — comparado com o grupo
LQFM212 (salina 0,9% + LQFM212 54 ymol/kg) usando ANOVA de duas vias seguido
do pos-teste de Bonferroni.
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4.1.2.5 Participagéo das catecolaminas endégenas

O efeito tipo-antidepressivo do composto LQFM212 [(Figura 16) salina/veiculo
vs salina/LQFM212] no teste do nado forgcado, apds administracédo em dose Unica, foi
revertido na presenga do inibidor enzimatico AMPT [(Figura 16) salina/LQFM212 vs
AMPT/LQFM212]. A reversao foi demonstrada pela redugédo do tempo de laténcia a
imobilidade em 39% [Figura 16A (p<0,001)], aumento do tempo de imobilidade em
38% [Figura 16B (p<0,001)], reducdo do tempo de nado em 33% [Figura 16C
(p<0,05)] e redugao do tempo de escalada em 72% [Figura 16D (p<0,001)]. O pré-
tratamento com AMPT per se nao alterou nenhum dos parametros avaliados quando
comparado ao grupo tratado com salina/veiculo [(Figura 16) salina/veiculo vs
AMPT/veiculo].



48

A B
100+ - i 300- bl ittt
—_ — o T
) C)
] 3
[} ]
=2 -I— 2 200+
3 = 3
E 50 £
© E
[ ] 4
5 ° 100
[~ o
g 5
3 =
0- - - 0- - -
Salina AMPT Salina AMPT Salina AMPT Salina AMPT
Veiculo LQFM212 Veiculo LQFM212
C D
150+ 1001
— z
o *% # © *kk fisiaid
2 1001 kS
] ©
g 2
g o 50
]
Q °
o — — |
g g — I
= £
[
()
] [
0- " N 0-
Salina AMPT Salina AMPT Salina AMPT Salina AMPT
Veiculo LQFM212 Veiculo LQFM212

Figura 16. Efeito tipo-antidepressivo do composto LQFM212 (54 pmol/kg) no
teste do nado forcado apés 1 hora de tratamento por via oral e reversao deste
efeito na presenga do inibidor da enzima tirosina hidroxilase, AMPT (512
pmol/kg). As barras verticais representam a média + EPM (n=8) do (A) tempo de
laténcia a imobilidade, (B) tempo de imobilidade, (C) tempo de nado e (D) tempo de
escalada em segundos. **p<0,01 e ***p<0,001 — comparado com o grupo controle
(salina 0,9% + veiculo 10 mL/kg), e #p<0,05 e ###p<0,001 — comparado com o grupo
LQFM212 (salina 0,9% + LQFM212 54 ymol/kg) usando ANOVA de duas vias seguido

do poés-teste de Bonferroni. AMPT, alfa-metil-p-tirosina.
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4.1.3 Quantificagao dos niveis hipocampais de BDNF

O tratamento em dose unica de ambos os compostos, LQFM212 ou imipramina,
nao alterou os niveis hipocampais de BDNF (Figura 17A), quando comparado com o
grupo tratado com veiculo (308,2 + 31,78 pg/mg de proteina). Entretanto, o tratamento
repetido com LQFM212 ou imipramina por 15 dias aumentou os niveis hipocampais
de BDNF em 37% (p<0,05) e 69% (p<0,01), respectivamente (Figura 17B), quando

comparado com o grupo tratado com veiculo (221,7 + 33,23 pg/mg de proteina).
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dose unica diariamente por 15 dias

Figura 17. Niveis do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no
hipocampo de camundongos tratados por via oral com veiculo, LQFM212 (54
pmol/kg) ou imipramina (54 pmol/kg). (A) dose unica - 1 hora apds o tratamento, e
(B) tratamento com doses repetidas por 15 dias - 1x ao dia. Imipramina (54 umol/kg)
foi utilizada no teste como controle positivo. As barras verticais representam a meédia
+ EPM (n=5). *p<0,05 e **p<0,01 - comparado com o grupo tratado com veiculo (10

mL/kg) usando o teste-t. ptn, proteina.
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4.1.4 Avaliagao de possiveis alteragoes indicativas de efeitos adversos

Todos os tratamentos por via oral durante 15 dias nao alteram o peso corporal
dos animais (Figura 18). Além disso, os niveis de GSH no figado e os niveis séricos
de AST, ALT, ureia e creatinina permaneceram inalterados quando comparados com

0s animais tratados com veiculo (Tabela 1).

—e— Veiculo 10 mL/kg v.o.
—=— LQFM212 54 pmol/kg v.o.
—— |mipramina 54 pmol/kg v.o.

A peso corporal (g)
N

Figura 18. Efeito da administracao oral com veiculo, LQFM212 ou imipramina
por 15 dias no peso corporal dos camundongos. As linhas e pontos representam
a média £ EPM (n=5) das diferengas de peso de cada animal em relagdo ao peso do
primeiro dia de tratamento. p<0,05 — comparado com o grupo tratado com veiculo (10

mL/kg) usando ANOVA de duas vias seguido do pds-teste de Bonferroni.



Tabela 1. Efeito da administragao oral com veiculo, LQFM212 ou imipramina por 15

dias nos parametros bioquimicos hepaticos e renais dos camundongos.
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Parametros bioquimicos Veiculo LQFM212 Imipramina
Tween 80 2% 54 ymol/kg 54 ymol/kg

GSH (umol/g de tecido) 11,46 + 1,08 11,31+ 1,01 10,71 £ 0,74
AST (U.L/L) 26,38 + 4,15 31,21+ 4,22 32,82+ 5,43
ALT (U.L/L) 24,08 + 2,73 21,48 £+ 1,21 25,68 + 2,63
Ureia (mmol/L) 8,06 + 2,19 9,87 + 1,33 10,77 £ 2,63
Creatinina (umol/L) 70,35 + 5,80 70,35 + 10,05 87,07 £ 17,7

Os resultados foram expressos como média + EPM (n=5). p<0,05 — comparado com
o grupo tratado com veiculo (10 mL/kg) usando ANOVA de uma via seguido pelo pos-
teste de Newman-Keuls. ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato

aminotransferase; GSH, glutationa.
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4.2 Avaliagao comportamental no modelo de neuroinflamagao

4.2.1 Teste do campo aberto

O pré-tratamento por via intraperitoneal com salina 0,9% e tratamento por via
oral com o composto LQFM212 (grupo salina/LQFM212) n&o alterou o numero total
de areas invadidas no campo aberto (Figura 19A), quando comparado ao grupo
tratado com salina/veiculo (123,60 £ 3,24). Entretanto, aumentou a preferéncia pela
area central do campo aberto, demonstrado pelo aumento da porcentagem de
cruzamentos no centro em 15% [Figura 19B (p<0,01)] e da porcentagem de tempo
no centro em 47% [Figura 19C (p<0,001)], quando comparado ao grupo tratado com
salina/veiculo (50,28 + 2,02%; 38,15 £ 2,48%). O grupo controle positivo, tratado por
via oral com salina/buspirona, apresentou efeitos semelhantes, uma vez que néao
alterou o numero total de areas invadidas (Figura 19A), e aumentou a porcentagem
de cruzamentos no centro em 16% [Figura 19B (p<0,05)] e a porcentagem de tempo
no centro em 31% [Figura 19C (p<0,01)], quando comparado ao grupo tratado com
salina/veiculo.

O pré-tratamento por via intraperitoneal com LPS e tratamento oral com veiculo
(grupo LPS/veiculo) ndo alterou o numero total de areas invadidas (Figura 19A),
porém, reduziu a porcentagem de tempo no centro em 29% [Figura 19C (p<0,05)] e
a frequéncia de levantadas em 41% [Figura 19D (p<0,001)], além disso, aumentou a
frequéncia de autolimpeza em 116% [Figura 19E (p<0,01)] e o tempo de imobilidade
em 688% [Figura 19F (p<0,001)], quando comparado ao grupo tratado com
salina/veiculo (123,60 + 3,24; 38,15 + 2,48%; 63,33 + 2,63; 2,67 + 0,74; 2,79 £ 0,77s).
Entretanto, o tratamento com LQFM212 reverteu, pelo menos em parte, os efeitos
causados pelo pré-tratamento com LPS [(Figuras 19C, 19D e 19F) LPS/veiculo vs
LPS/LQFM212], demonstrado pelo aumento da porcentagem de tempo no centro em
176% [Figura 19C (p<0,001)], da frequéncia de levantadas em 31% [Figura 19D
(p<0,05)], e reducao do tempo de imobilidade em 57% [Figura 19F (p<0,01)], quando
comparado ao grupo tratado com LPS/veiculo (27,24 £ 1,43%; 37,11 £ 3,24; 21,99 £
4,65s). Em condigbes experimentais semelhantes, o controle positivo buspirona
reduziu o numero de areas invadidas no campo aberto em 61% [Figura 19A (p<0,001)
LPS/veiculo vs LPS/buspirona], quando comparado com o grupo tratado com
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LPS/veiculo (108,80 + 4,97). O tratamento com buspirona reverteu os efeitos do pré-
tratamento com LPS em relagédo aos parametros de porcentagem de cruzamentos no
centro em 21% [Figura 19B (p<0,01)] e de porcentagem de tempo no centro em 155%
[Figura 19C (p<0,001)], quando comparado com o grupo tratado com LPS/veiculo
(47,01 £ 1,02%; 27,24 £ 1,43%).
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Figura 19. Efeito do tratamento por via oral com o composto LQFM212 (54
pmol/kg) apés a administracao intraperitoneal de LPS (1 mg/kg) no teste do
campo aberto. As barras verticais representam a média + EPM (n=9) do (A) numero
total de areas invadidas no campo aberto, (B) porcentagem de linhas cruzadas e de
(C) tempo despendido na area central do campo aberto, (D) frequéncia de levantadas
e de (E) autolimpeza e (F) tempo de imobilidade em segundos. Buspirona (52 pmol/kg)
foi utilizada como controle positivo. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 — comparado com
o grupo controle (salina 0,9% + veiculo 10 mL/kg), e #p<0,05, ##p<0,01 e ###p<0,001
— comparado com o grupo LPS (LPS 1 mg/kg + veiculo 10 mL/kg) usando ANOVA de

duas vias seguido do pés-teste de Bonferroni. LPS, lipopolissacarideo.
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4.2.2 Teste do nado forgcado

O pré-tratamento por via intraperitoneal com salina 0,9% e tratamento por via
oral com o composto LQFM212 (grupo salina/LQFM212) diminui o tempo de
imobilidade em 27% [Figura 20B (p<0,01)] e aumentou a laténcia para imobilidade,
tempo de nado e tempo de escalada em 28% (p<0,01), 46% (p<0,001) e 40% (p<0,05),
respectivamente (Figuras 20A, 20C e 20D), quando comparado ao grupo tratado com
salina/veiculo (202 + 9,96; 70,68 £ 2,22; 95,4 + 4,96; 60,24 * 3,83 s). O grupo controle
positivo, tratado salina/buspirona, apresentou efeitos semelhantes uma vez que
reduziu o tempo de imobilidade em 20% [Figura 20B (p<0,05)] e aumentou o a
laténcia para imobilidade e o tempo de nado em 23% (p<0,01) e 42% (p<0,01),
respectivamente (Figuras 20A e 20C), quando comparado ao grupo tratado com
salina/veiculo.

O pré-tratamento por via intraperitoneal com LPS e tratamento oral com veiculo
(grupo LPS/veiculo) aumentou o tempo de imobilidade em 22% [Figura 20B (p<0,01)],
e reduziu a laténcia para imobilidade, tempo de nado e tempo de escalada em 23%
(p<0,05), 39% (p<0,01) e 38% (p<0,01), respectivamente (Figuras 20A, 20C e 20D),
quando comparado ao grupo tratado com salina/veiculo. Por outro lado, o tratamento
com LQFM212 reverteu os efeitos causados pelo pré-tratamento com LPS [(Figura
20) LPS/veiculo vs LPS/LQFM212], demonstrado pela reducdo do tempo de
imobilidade em 33% [Figura 20B (p<0,001)] e aumento da laténcia para imobilidade,
tempo de nado e tempo de escalada em 71% (p<0,001), 131% (p<0,001) e 71%
(p<0,01), respectivamente (Figuras 20A, 20C e 20D), quando comparado ao grupo
tratado com LPS/veiculo (246,70 + 6,06; 54,25 £ 2,69; 58,16 + 3,98; 37,37 + 5,16 s).
O controle positivo buspirona mostrou efeitos semelhantes [(Figura 20) LPS/veiculo
vs LPS/buspirona], pela redugdo do tempo de imobilidade em 28% [Figura 20B
(p<0,001)] e aumento da laténcia para imobilidade, tempo de nado e tempo de
escalada em 51% (p<0,001), 96% (p<0,001) e 61% (p<0,01), respectivamente
(Figuras 20A, 20C e 20D), quando comparado ao grupo tratado com LPS/veiculo.
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Figura 20. Efeito do tratamento por via oral com o composto LQFM212 (54
pmol/kg) apés a administragao intraperitoneal de LPS (1 mg/kg) no teste do nado
forgcado. As barras verticais representam a meédia + EPM (n=9) do (A) tempo de
laténcia a imobilidade, (B) tempo de imobilidade, (C) tempo de nado e (D) tempo de
escalada em segundos. Buspirona (52 pmol/kg) foi utilizada como controle positivo.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 — comparado com o grupo controle (salina 0,9% +
veiculo 10 mL/kg), e ##p<0,01 e ###p<0,001 — comparado com o grupo LPS (LPS 1
mg/kg + veiculo 10 mL/kg) usando ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de

Bonferroni. LPS, lipopolissacarideo.
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4.2.3 Teste da suspensao pela cauda

O pré-tratamento por via intraperitoneal com salina 0,9% e tratamento por via
oral com o composto LQFM212 (grupo salina/LQFM212) aumentou a laténcia para
imobilidade 28% [Figuras 21A (p<0,01)] e diminui o tempo de imobilidade em 28%
[Figura 21B (p<0,001)], quando comparado ao grupo tratado com salina/veiculo
(56,35 £ 1,93; 182,60 + 8,40 s). O grupo controle positivo, tratado com
salina/buspirona, apresentou efeitos semelhantes uma vez que aumentou a laténcia
para imobilidade 23% [Figuras 21A (p<0,05)] e diminui o tempo de imobilidade em
25% [Figura 21B (p<0,01)], quando comparado ao grupo tratado com salina/veiculo.

O pré-tratamento por via intraperitoneal com LPS e tratamento oral com veiculo
(grupo LPS/veiculo) reduziu a laténcia para imobilidade em 26% [Figura 21A (p<0,01)]
e aumentou o tempo de imobilidade em 18% [Figura 21B (p<0,05)], quando
comparado ao grupo tratado com salina/veiculo. Por outro lado, o tratamento com
LQFM212 reverteu os efeitos causados pelo pré-tratamento com LPS [(Figura 21)
LPS/veiculo vs LPS/LQFM212], demonstrado pelo aumento da laténcia para
imobilidade 75% [Figura 21A (p<0,001)] e reducao do tempo de imobilidade em 35%
[Figura 21B (p<0,001)], quando comparado ao grupo tratado com LPS/veiculo (41,59
1 2,08; 215,50 £ 6,50 s). Em condi¢bes experimentais semelhantes, o controle positivo
buspirona reverteu, pelo menos em parte, o efeito o efeito causado pelo pré-
tratamento com LPS [(Figura 21) LPS/veiculo vs LPS/buspirona], demonstrado pelo
aumento da laténcia para imobilidade em 32% [Figura 21A (p<0,05)], quando

comparado ao grupo tratado com LPS/veiculo.
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Figura 21. Efeito do tratamento por via oral com o composto LQFM212 (54

pmol/kg) ap6és a administragao intraperitoneal de LPS (1 mg/kg) no teste de

suspensao pela cauda. As barras verticais representam a média + EPM (n=9) do (A)

tempo de laténcia a imobilidade e do (B) tempo de imobilidade em segundos.

Buspirona (52 umol/kg) foi utilizada como controle positivo. *p<0,05, **p<0,01 e

*k%k

p<0,001 — comparado com o grupo controle (salina 0,9% + veiculo 10 mL/kg), e

#p<0,05 e ###p<0,001 — comparado com o grupo LPS (LPS 1 mg/kg + veiculo 10

mL/kg) usando ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni. LPS,

lipopolissacarideo.
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4.3 Modelo de pleurisia induzida por carragenina ou LPS

Tanto a administragcédo intrapleural de carragenina como de LPS, quando
comparado ao grupo de animais que receberam administracdo de salina 0,9%,
aumentaram o numero de células migradas para o exsudato pleural dos animais
submetidos ao modelo pleurisia (Tabela 2). A administragao de carragenina aumentou
o numero total de leucdcitos em 824% (p<0,001), e na contagem diferencial, mostrou
um aumento do numero de células polimorfonucleares em 453% [p<0,001;
veiculo/salina vs veiculo/carragenina (Tabela 2)]. Com a administracdo de LPS, o
numero total de leucocitos aumentou 516% (p<0,001), e na contagem diferencial,
observou-se um aumento de 650% no numero de células polimorfonucleares
(p<0,001) e de células mononucleares em 153% (p<0,05) [veiculo/salina vs
veiculo/LPS (Tabela 2)]. Como mostra a Tabela 2, o tratamento por via oral com
LQFM212 ndo reverteu nenhuma das alteragbes observadas na migracao celular
causada por carragenina (veiculo/salina vs LQFM212/carragenina) ou LPS
(veiculo/salina vs LQFM212/LPS). Por outro lado, o tratamento com o controle
positivo, dexametasona, diminuiu o numero de leucécitos totais e de células
polimorfonucleares em 76% e 88%, respectivamente [p<0,001; veiculo/carragenina vs
dexametasona/carragenina (Tabela 2)]. Efeitos semelhantes foram observados
quando foi utilizado LPS, em que a dexametasona diminuiu o numero de leucdcitos
totais e de células polimorfonucleares em 65% e 70%, respectivamente [p<0,001;

veiculo/LPS vs dexametasona/LPS (Tabela 2)].
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4.4 Avaliagcao bioquimica ap6s os modelos de neuroinflamagao ou pleurisia

4.4.1 Dosagem de citocinas pré- e anti-inflamatoérias

O pré-tratamento por via intraperitoneal com LPS e tratamento oral com veiculo
(grupo LPS/veiculo) aumentou a concentragao das citocinas pro-inflamatérias (TNF-a
e IL-1B) e reduziu a concentracao de citocinas anti-inflamatérias (IL-4 e IL-10) no soro
dos animais submetidos ao modelo de neuroinflamagao induzida por LPS [(Figura 22)
salina/veiculo vs LPS/veiculo]. Dessa forma, aumentou a concentragdo de TNF-a em
23% [Figura 22A (p<0,001)] e de IL-1B em 66% [Figura 22B (p<0,001)], e reduziu a
concentragao de IL-4 em 60% [Figura 22C (p<0,001)] e de IL-10 em 9% [Figura 22D
(p<0,05)], quando comparado ao grupo salina/veiculo (70,88 + 2,12; 12,37 + 1,55;
26,22 + 2,40; 990,3 + 11,30 pg/mL). Por outro lado, o tratamento por via oral com
LQFM212 reverteu os efeitos causados pelo pré-tratamento com LPS [(Figura 22)
LPS/veiculo vs LPS/LQFM212], demonstrado pela redu¢ao de TNF-a em 18% [Figura
22A (p<0,001)] e de IL-1B em 57% [Figura 22B (p<0,001)], e aumento de IL-4 em
124% [Figura 22C (p<0,001)] e de IL-10 em 11% [Figura 22D (p<0,05)], quando
comparado ao grupo LPS/veiculo (87,33 + 2,75; 20,5 + 1,30; 10,58 £ 1,50; 901,60 +
24,22 pg/mL). O controle positivo, buspirona, mostrou efeitos semelhantes [(Figura
22) LPS/veiculo vs LPS/buspirona], uma vez que reduziu os niveis de TNF-a em 10%
[Figura 22A (p<0,05)] e de IL-1B8 em 25% [Figura 22B (p<0,05)], e aumento de IL-4
em 82% [Figura 22C (p<0,01)], mas nao alterou os niveis de IL-10 (Figura 22D),
quando comparado ao grupo LPS/veiculo.

No modelo de pleurisia, quando a carragenina foi utilizada, os niveis das
citocinas TNF-a e IL-1 foram aumentados no exsudado pleural em 430% e 1085%,
respectivamente [p<0,001; veiculo/salina vs veiculo/carragenina (Tabela 3)]. No
mesmo modelo, porém utilizando LPS, houve um aumento no exsudado pleural de
TNF-q, IL-1B3, IL-4 e IL-10 em 132% (p<0,001), 460% (p<0,001), 14% (p<0,05) e 72%
(p<0,05), respectivamente [veiculo/salina vs veiculo/LPS (Tabela 3)]. Como mostra a
Tabela 3, o tratamento por via oral com LQFM212 ndo modificou nenhuma das
alteragdes no exsudado pleural causadas por carragenina (veiculo/carragenina vs
LQFM212/carragenina) ou LPS (veiculo/LPS vs LQFM212/LPS), contudo, o

tratamento com o controle positivo, dexametasona, diminuiu os niveis de TNF-a e IL-
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1B, e aumentou os niveis de IL-4 e IL-10, tanto na presenga de carragenina
(veiculo/carragenina vs LQFM212/carragenina) como de LPS (veiculo/LPS vs
LQFM212/LPS).
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Figura 22. Efeito do tratamento por via oral com o composto LQFM212 (54
umol/kg) sobre os niveis de citocinas pré- e anti-inflamatérias no soro de
animais submetidos ao modelo de neuroinflamagao induzida por LPS (1 mg/kg).
As barras verticais representam a média + EPM (n=6). Buspirona (52 pmol/kg) foi
utilizada como controle positivo. *p<0,05 e ***p<0,001 — comparado com o0 grupo
controle (salina 0,9% + veiculo 10 mL/kg), e #p<0,01 e ##p<0,01 e ###p<0,001 —
comparado com o grupo LPS (LPS 1 mg/kg + veiculo 10 mL/kg) usando ANOVA de
uma via seguido do pos-teste de Newman-Keuls. IL-1B, interleucina 183; IL-4,
interleucina 4; IL-10, interleucina 10; LPS, lipopolissacarideo; TNF-a, fator de necrose

tumoral a.
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4.4.2 Atividade da enzima MPO

No modelo de pleurisia, a administragdo de carragenina ou LPS aumentou a
atividade da MPO no exsudato pleural em 449% [p<0,001; veiculo/salina vs
veiculo/carragenina (Figura 23A)] e 135% [p<0,001; veiculo/salina vs veiculo/LPS
(Figura 23B)], quando comparado aos animais do grupo que recebeu administragao
de salina (22,03 £ 5,89; 43,20 + 4,59 mU/mL). O tratamento por via oral com LQFM212
diminuiu a atividade da MPO no exsudado pleural em 24% [p<0,01;
veiculo/carragenina vs LQFM212/carragenina (Figura 23A)] e 58% [p<0,01;
veiculo/LPS vs LQFM212/LPS (Figura 23B)]. O controle positivo, dexametasona,
mostrou efeitos semelhantes, reduzindo a atividade da MPO no exsudato pleural em
54% [p<0,001; veiculo/carragenina vs dexametasona/carragenina (Figura 23A)] e
59% [p<0,001; veiculo/LPS vs dexametasona/LPS (Figura 23B)].
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Figura 23. Efeito do tratamento por via oral com o composto LQFM212 (54
umol/kg) sobre a atividade da enzima mieloperoxidase no exsudato pleural de
animais submetidos ao modelo de pleurisia induzida por carragenina 1% ou LPS
(250 ng/mL). Os resultados foram expressos como média + EPM (n=6).
Dexametasona (5,1 pmol/kg) foi utilizada como controle positivo. ***p<0,001 -
comparado com o grupo controle (veiculo 10 mL/kg + salina 0,9%); ##p<0,01 e
###p<0,001 — comparado com o grupo carragenina ou LPS [(veiculo 10 mL/kg +
carragenina 1% ou veiculo 10 mL/kg + LPS (250 ng/mL)] usando ANOVA de uma via
seguido do pos-teste de Newman-Keuls. LPS, lipopolissacarideo; MPO,

mieloperoxidase.
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Ademais, o pré-tratamento por via intraperitoneal com LPS e tratamento oral
com veiculo (grupo LPS/veiculo) aumentou a atividade da MPO nas amostras
cerebrais dos animais submetidos ao modelo de neuroinflamagéo induzida por LPS
[(Figura 24) salina/veiculo vs LPS/veiculo], em que foi aumentada no cértex pré-
frontal em 21% [Figura 24A (p<0,01)] e no hipocampo em 37% [Figura 24B
(p<0,001)], quando comparado ao grupo salina/veiculo (88,81 £ 3,99; 67,72 = 4,05
mU/mL). O tratamento por via oral com LQFM212 (salina/veiculo vs salina/LQFM212)
ou com buspirona (salina/veiculo vs salina/buspirona) per se nao alterou a atividade
da mieloperoxidase nestas areas cerebrais (Figura 24). Entretanto, o tratamento com
LQFM212 reverteu os efeitos causados pelo pré-tratamento com LPS (LPS/veiculo vs
LPS/LQFM212), demonstrado pela diminuicdo da atividade da MPO em ambas as
areas em 24% [Figura 24A (p<0,001)] e 36% [Figura 24B (p<0,001)],
respectivamente, quando comparado ao grupo LPS/veiculo (107,7 £ 2,53; 92,69 *
2,52 mU/mL). Ja o tratamento com o controle positivo, buspirona, reduziu a atividade
da MPO somente no cortex pré-frontal em 20% [p<0,001; LPS/veiculo vs

LPS/buspirona (Figura 24A)] quando comparado ao grupo LPS/veiculo.
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Figura 24. Efeito do tratamento por via oral com o composto LQFM212 (54
umol/kg) sobre a atividade da enzima mieloperoxidase no cértex pré-frontal ou
hipocampo de animais submetidos ao modelo de neuroinflamacao induzida por
LPS (1 mg/kg). As barras verticais representam a média £+ EPM (n=6) da atividade da

mieloperoxidase no (A) coértex pré-frontal ou no (B) hipocampo. Buspirona (52
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*k*

pmol/kg) foi utilizada como controle positivo. **p<0,01 e ***p<0,001 — comparado com
o grupo controle (salina 0,9% + veiculo 10 mL/kg); ###p<0,001 — comparado com o
grupo LPS (LPS 1 mg/kg + veiculo 10 mL/kg) usando ANOVA de uma via seguido do
pos-teste de Newman-Keuls. CPF, cértex pré-frontal; HC, hipocampo; LPS,

lipopolissacarideo; MPO, mieloperoxidase.

4.4.3 Niveis de nitritos

O pré-tratamento por via intraperitoneal com LPS e tratamento oral com veiculo
(grupo LPS/veiculo) aumentou os niveis de nitritos nas amostras cerebrais dos
animais submetidos ao modelo de neuroinflamagéo induzida por LPS [(Figura 25)
salina/veiculo vs LPS/veiculo], em que foram aumentados no cortex pré-frontal em
100% [Figura 25A (p<0,01)] e no hipocampo em 157% [Figura 25B (p<0,01)], quando
comparado ao grupo salina/veiculo (2,88 + 0,48; 0,96 + 0,27 uM/g de tecido). O
tratamento por via oral com LQFM212 (salina/veiculo vs salina/LQFM212) ou com
buspirona (salina/veiculo vs salina/buspirona) per se ndo alterou os niveis de nitritos
nestas areas cerebrais (Figura 25). Entretanto, o tratamento com LQFM212 reverteu
os efeitos causados pelo pré-tratamento com LPS (LPS/veiculo vs LPS/LQFM212),
demonstrado pela diminuigdo dos niveis de nitritos em ambas as areas em 58%
[Figura 25A (p<0,001)] e 57% [Figura 25B (p<0,001)], respectivamente, quando
comparado ao grupo LPS/veiculo (5,76 + 0,80; 2,47 £ 0,25 yM/g de tecido). Ja o
tratamento com o controle positivo, buspirona, reduziu os niveis de nitritos somente
no cértex pré-frontal em 59% [p<0,001; LPS/veiculo vs LPS/buspirona (Figura 25A)]

quando comparado ao grupo LPS/veiculo.
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Figura 25. Efeito do tratamento por via oral com o composto LQFM212 (54
pmol/kg) sobre os niveis de nitritos no cértex pré-frontal ou hipocampo de
animais submetidos ao modelo de neuroinflamagao induzida por LPS (1 mg/kg).
As barras verticais representam a média £+ EPM (n=6) dos niveis de nitritos no (A)
cortex pré-frontal ou no (B) hipocampo. Buspirona (52 umol/kg) foi utilizada como
controle positivo. **p<0,01 — comparado com o grupo controle (salina 0,9% + veiculo
10 mL/kg); ###p<0,001 — comparado com o grupo LPS (LPS 1 mg/kg + veiculo 10
mL/kg) usando ANOVA de uma via seguido do pos-teste de Newman-Keuls. CPF,

cortex pré-frontal; HC, hipocampo; LPS, lipopolissacarideo.

4.4.4 Niveis de GSH

O pré-tratamento por via intraperitoneal com LPS e tratamento oral com veiculo
(grupo LPS/veiculo) reduziu os niveis de glutationa nas amostras cerebrais dos
animais submetidos ao modelo de neuroinflamagéo induzida por LPS [(Figura 26)
salina/veiculo vs LPS/veiculo], em que foram reduzidos no cortex pré-frontal em 14%
[Figura 26A (p<0,01)] e no hipocampo em 10% [Figura 26B (p<0,05)], quando
comparado ao grupo salina/veiculo (104,90 + 2,55; 70,87 + 1,80 ug/g de tecido). O
tratamento por via oral com LQFM212 per se aumentou os niveis de GSH no cortex

pré-frontal em 22% [Figura 26A (p<0,001)] e no hipocampo em 16% [Figura 26B
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(p<0,01)] (salina/veiculo vs salina/LQFM212), diferentemente, o tratamento por via
oral com buspirona per se nao alterou os niveis de glutationa nestas areas cerebrais
[salina/veiculo vs salina/buspirona (Figura 26)]. Ademais, o tratamento com LQFM212
reverteu os efeitos causados pelo pré-tratamento com LPS (LPS/veiculo vs
LPS/LQFM212), demonstrado pelo aumento dos niveis de glutationa em ambas as
areas em 24% [Figura 26A (p<0,001)] e 34% [Figura 26B (p<0,001)],
respectivamente, quando comparado ao grupo LPS/veiculo (90,04 + 1,73; 64,14 +
1,25 pg/g de tecido). Ja o tratamento com o controle positivo, buspirona, aumentou os
niveis de GSH somente no cortex pré-frontal em 14% [p<0,05; LPS/veiculo vs

LPS/buspirona (Figura 26A)] quando comparado ao grupo LPS/veiculo.
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Figura 26. Efeito do tratamento por via oral com o composto LQFM212 (54
umol/kg) sobre os niveis glutationa no cértex pré-frontal ou hipocampo de
animais submetidos ao modelo de neuroinflamag¢ao induzida por LPS (1 mg/kg).
As barras verticais representam a média £ EPM (n=6) dos niveis de glutationa no (A)
coértex pré-frontal ou no (B) hipocampo. Buspirona (52 umol/kg) foi utilizada como
controle positivo. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 — comparado com o grupo controle
(salina 0,9% + veiculo 10 mL/kg); #p<0,05 e ###p<0,001 — comparado com o grupo
LPS (LPS 1 mg/kg + veiculo 10 mL/kg) usando ANOVA de uma via seguido do pés-
teste de Newman-Keuls. CPF, cortex pré-frontal; HC, hipocampo; LPS,

lipopolissacarideo.
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4.4.5 Atividade da enzima ChE

O pré-tratamento por via intraperitoneal com LPS e tratamento oral com veiculo
(grupo LPS/veiculo) aumentou a atividade da enzima colinesterase no cérebro dos
animais submetidos ao modelo de neuroinflamagédo induzida por LPS em 47%
[p<0,01; salina/veiculo vs LPS/veiculo (Figura 27)], quando comparado ao grupo
salina/veiculo (2,62 £ 0,09 densidade Optica/mg de proteina). O tratamento por via oral
com LQFM212 (salina/veiculo vs salina/LQFM212) ou com buspirona (salina/veiculo
vs salina/buspirona) per se nao alterou a atividade da ChE no cérebro total (Figura
27). Entretanto, o tratamento com LQFM212 ou buspirona reverteu os efeitos
causados pelo pré-tratamento com LPS, demonstrados pela diminuicdo da atividade
da colinesterase em amostras de cérebro total em 20% [(p<0,01) LPS/veiculo vs
LPS/LQFM212] e 14% [(p<0,05) LPS/veiculo vs LPS/buspirona], respectivamente,
quando comparado ao grupo LPS/veiculo [3,84 + 0,23 densidade optica/mg de

proteina (Figura 27)).
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Figura 27. Efeito do tratamento por via oral com o composto LQFM212 (54
pmol/kg) sobre a atividade da colinesterase no cérebro de animais submetidos
ao modelo de neuroinflamagao induzida por LPS (1 mg/kg). As barras verticais
representam a meédia £ EPM (n=3). Buspirona (52 pmol/kg) foi utilizada como controle
positivo. **p<0,01- comparado com o grupo controle (salina 0,9% + veiculo 10 mL/kg);
#p<0,05 e ##p<0,01 — comparado com o grupo LPS (LPS 1 mg/kg + veiculo 10 mL/kg)
usando ANOVA de uma via seguido do pos-teste de Newman-Keuls. ChE,
colinesterase; LPS, lipopolissacarideo; ptn, proteina.
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5 DISCUSSAO

O composto LQFM212 é um derivado piperazinico, e parte das atividades deste
composto foi anteriormente caracterizada como uma atividade tipo-ansiolitica
envolvendo vias serotoninérgicas, nicotinicas e GABAérgicas, sem causar prejuizos
cognitivos (Moreira et al., 2020). Estudos tem mostrado que outros derivados
piperazinicos também apresentam efeitos neurofarmacologicos (Neves et al., 2013;
Galdino et al., 2015a; Brito et al., 2017), e que podem ser Uteis em mais de um
transtorno mental, por exemplo, a buspirona, util no tratamento de transtornos
ansiosos e depressivos (Celada et al., 2013). A descoberta de farmacos que possam
ser usados em ambas as doengas mentais € de grande importéncia, uma vez que
ansiedade e depressdao podem ocorrer independentemente ou coexistirem. Neste
sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a possivel atividade tipo-antidepressiva
do composto LQFM212 e investigar os mecanismos subjacentes aos efeitos
encontrados. Também foi investigado a possibilidade de efeitos adversos apds o
tratamento com doses repetidas por 15 dias.

A atividade tipo-antidepressiva do composto LQFM212 foi avaliada em
camundongos usando o teste do nado forgado apds administragdo por via oral com
dose unica ou tratamento com doses repetidas. Este teste geralmente é sensivel a
uma gama de farmacos antidepressivos, e consequentemente, possui alta validade
preditiva e pode ser usado para avaliar os efeitos de varias manipulacoes
comportamentais e neurobiolégicas em pesquisas basicas e pré-clinicas para triagem
de novos compostos (Can et al., 2012; Yankelevitch-Yahav et al., 2015). O teste NF
se baseia na hipétese de que ao colocar o animal em um recipiente cheio de agua,
ele primeiro fara esforcos para escapar, mas eventualmente exibira imobilidade que
pode ser considerada como um reflexo de uma medida de desespero comportamental
(Yankelevitch-Yahav et al., 2015).

Embora o comportamento de imobilidade seja o parametro mais discutido no
teste NF, os comportamentos ativos - tempo de nado e tempo de escalada - também
possuem valor significativo e podem ajudar a diferenciar os mecanismos
neuroquimicos subjacentes aos comportamentos no teste NF, bem como aumentar a
sensibilidade do teste (Porsolt, 1978; Can et al., 2012; Pesarico et al., 2014; Chen et

al., 2015; Yankelevitch-Yahav et al., 2015). Os antidepressivos que aumentam a
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neurotransmissao serotoninérgica sao relatados que aumentam o tempo de nado,
enquanto aqueles que aumentam a neurotransmissao catecolaminérgica aumentam
o tempo de escalada (Detke; Lucki, 1995). Embora estes efeitos sejam
predominantemente estabelecidos em experimentos com ratos, os resultados que
foram encontrados ao investigar o mecanismo de agado do composto LQFM212 em
camundongos parecem seguir na mesma diregao, ja que ambos os comportamentos
ativos foram alterados e os resultados sobre o mecanismo de acéo indicam que as
vias monoaminérgicas, direta e/ou indiretamente, podem estar envolvidas na atividade
tipo-antidepressiva de LQFM212. Resultados similares foram obtidos em
camundongos por Galdino et al. (2015b) ao avaliar os efeitos do extrato de Lafoensia
pacari no teste do nado forgado.

Ademais, a fim de evitar resultados errbneos, é importante relacionar os
resultados encontrados no teste NF com outros testes comportamentais,
especificamente aqueles que avaliam a atividade exploratéria e locomotora, como o
teste de campo aberto. Anteriormente, nosso grupo avaliou trés doses de LQFM212
(18, 54 ou 162 ymol/kg) no teste do campo aberto, sendo escolhida a dose de 54
pMmol/kg para dar continuidade ao estudo do possivel efeito tipo-antidepressivo, uma
vez que esta dose nao alterou o movimento espontaneo dos camundongos (Moreira
et al., 2020), tornando os resultados encontrados no teste NF mais consistentes. O
tratamento por via oral com o composto LQFM212 na dose de 54 pmol/kg em ambos
os protocolos de tratamento, dose unica ou doses repetidas, reduziu o parametro de
tempo de imobilidade e aumentou o tempo de laténcia a imobilidade, tempo de nado
e tempo de escalada no teste NF, assim como o controle positivo imipramina. Estes
resultados sugerem que LQFM212 possui efeito tipo-antidepressivo, além do efeito
tipo-ansiolitico demonstrado por Moreira et al. (2020). O composto LQFM180, outro
derivado piperazinico, também mostrou atividade tipo-antidepressiva na mesma faixa
de dose que a atividade tipo-ansiolitica (Brito et al., 2018).

Dados da literatura sugerem um papel para a serotonina nos disturbios de
humor e no seu tratamento farmacoldgico. Os ISRS sdo uteis como tratamento de
primeira linha, e acredita-se que estes farmacos exercem sua acdo terapéutica
aumentando os niveis de 5-HT ao bloquear o SERT (Santarsieri; Schwartz, 2015;
Yohn et al., 2017). Os neurénios serotoninérgicos estédo localizados principalmente no
nucleo dorsal e mediano da rafe do tronco encefalico (Barnes; Sharp, 1999). Os efeitos

neuromoduladores da serotonina sdo mediados por 14 subtipos de receptores que
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sdo agrupados em subfamilias com base em seu mecanismo de sinalizagao primario.
Evidéncias de estudos em humanos e roedores sugerem que o receptor de 5-HT1a
pode desempenhar um papel particularmente importante na etiologia de transtornos
depressivos e no seu tratamento (Garcia-Garcia et al., 2014). O pré-tratamento com o
antagonista WAY-100635 reverteu os efeitos do composto LQFM212 no teste do nado
forgado, sugerindo que o efeito tipo-antidepressivo depende, pelo menos em parte, da
ativagao direta dos receptores de 5-HT1a. Estes resultados corroboram com resultados
anteriores, nos quais Moreira et al. (2020) mostrou que o antagonista WAY-100635
também reverte o efeito tipo-ansiolitico do composto LQFM212, e os resultados dos
ensaios de docagem molecular mostraram que o composto possui afinidade com o
receptor 5-HT1a.

Na expectativa de avaliar indiretamente o sistema serotoninérgico, os animais
receberam pré-tratamento com PCPA por 4 dias, o que leva a uma deplegao de
serotonina em torno de 60% a 80% devido a inibicdo da enzima triptofano hidroxilase
(Redrobe et al., 1998; O“Leary et al., 2017). Os resultados mostraram que a
administragao prévia de PCPA reduziu os efeitos do composto LQFM212 no teste do
nado forgado, sugerindo que direta e/ou indiretamente a via serotoninérgica é
importante para o efeito tipo-antidepressivo desse composto, como mostrado
anteriormente para o efeito tipo-ansiolitico (Moreira et al., 2020). Com os resultados
da administracdo prévia de PCPA nao € possivel descrever exatamente em qual
estagio da neurotransmissao serotoninérgica LQFM212 poderia atuar, entretanto,
podemos especular que o mecanismo de acao de LQFM212 envolvendo a via
serotoninérgica possa ser amplo, semelhante a outros derivados piperazinicos, como
a vilazodona e a vortioxetina, que demonstraram ser importantes para um melhor e
mais rapido efeito farmacoldgico pela atividade agonista em receptores 5-HT1a €
inibicdo do SERT (Sanchez et al., 2015; Sahli et al., 2016).

Apesar do fato de que o maioria dos farmacos disponiveis para tratar os
transtrornos depressivos visam o sistema serotoninérgico, sabe-se que as outras
monoaminas NE e DA, também chamadas de catecolaminas, desempenham um
papel notavel nestes transtornos e em outras doencgas relacionadas ao SNC (Blier;
Mansari, 2013). Neste sentido, é demonstrado que a depressdo também parece estar
associada a uma hipofun¢do do sistema noradrenérgico, e alguns antidepressivos
agem aumentando a disponibilidade da NE na fenda sinaptica, como os ADT e IRSN,

por exemplo, imipramina e velanfaxina, respectivamente (Nutt et al., 2006). Os
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receptores noradrenérgicos sao encontrados nas fibras nervosas que se originam do
locus coeruleus e se projetam para outras partes do cérebro, incluindo o cortex,
cerebelo, amigdala, hipocampo, ganglios basais, nucleos da rafe, talamo e
hipotalamo. Geralmente, os receptores ai1- e [-adrenérgicos levam a efeito
estimulante na sinalizacdo celular, enquanto a2- tem uma influéncia inibitéria
(Chamberlain; Robbins, 2013).

Os resultados envolvendo os receptores noradrenérgicos mostraram que o
efeito de LQFM212 no teste do nado for¢gado foi revertido, pelo menos em parte, na
presenga do antagonista prazosina, mas ndo com o antagonista propranolol, dessa
forma, sugerindo que a ativagao dos receptores ai-adrenérgicos pode estar envolvida
no efeito tipo-antidepressivo do composto LQFM212, mas n&o parece envolver os
receptores B-adrenérgicos. Achados clinicos mostram uma resposta reduzida de
receptores ai-adrenérgicos cerebrais na depressao. Evidéncias comportamentais e
neurofarmacolégicas apontam um subgrupo de receptores a1is-adrenérgicos cerebrais
como fator para atividades comportamentais positivamente motivadas. Além disso, foi
demonstrado que a ativacéo de receptores ai-adrenérgicos estimula a fosforilagdo de
proteino-quinases ativadas por mitégenos (MAP quinase; MAPK) em regides corticais,
sendo esta via envolvida em processos de sinalizagao de fatores de crescimento
(Williams et al., 1998; Stone et al., 2003).

O sistema dopaminérgico esta envolvido na regulacdo do humor e no sistema
de recompensa, e estudos de neuroimagem mostram que os transtornos depressivos
pode estar associado a uma redugao na neurotransmissdo dopaminérgica (Dailly et
al., 2004). Uma reducao na atividade da dopamina no circuito mesocortical é sugerido
que desempenhe um papel critico na expressdo da anedonia, um sintoma central da
depressao em humanos (Belujon; Grace, 2017). Ademais, evidéncias farmacologicas
demonstram a eficacia de farmacos antidepressivos sobre este sistema, por exemplo,
a bupropriona que age inibindo preferencialmente a recaptacdo de DA, e
consequentemente leva a um aumento deste neurotransmissor na fenda sinaptica e
restauracédo da neurotransmissdo dopaminérgica (Hillhouse; Porter, 2015).

Os resultados envolvendo os receptores dopaminérgicos mostraram que
ambos pré-tratamento com SCH-23390 ou sulpirida reverteram os efeitos do
composto LQFM212 no teste do nado for¢ado, sugerindo que a ativagdo dos
receptores dopaminérgicos D1 e D2 também contribuem para os efeito tipo-

antidepressivo encontrado com LQFM212. Os receptores D1 desempenham um papel
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importante na regulacdo do sistema de recompensa, atividade locomotora,
aprendizagem e memoria, produ¢cdo de AMPc e modulagdo da liberagdo de
neurotransmissores por exocitose, e aumento da neurogénese hipocampal (Mishra et
al., 2018). Além disso, o pramipexol, um agonista dos receptores D23, foi proposto
para pacientes resistentes ao tratamento para o TDM (Cusin et al., 2013; Fawcett et
al., 2016; Tundo et al., 2022). Ja o aripiprazol, um derivado piperazinico, mostra um
efeito antidepressivo em ratos, que parece envolver a ativagao dos receptores 5-HT1a,
D1 e D2 (Takahashi et al., 2018).

As redes corticais, por exemplo, no cortex pré-frontal (CPF), podem controlar a
neuroplasticidade sinaptica e, consequentemente, modular a atividade neuronal
associada a processos cognitivos (Van den Oever et al., 2010). Estes processos s&o
conhecidos por estarem sob o controle de varios neurotransmissores, como a
serotonina e a dopamina. Ambas as vias DA e 5-HT coexistem no CPF, e receptores
serotoninérgicos como o 5-HT1a estdo envolvidos na modulagdo da atividade
dopaminérgica (Diaz-Mataix et al., 2005; Meunier et al., 2015;). Meunier et al., (2015)
mostraram que a ativacdo dos receptores D1 orienta a plasticidade para a
potencializagao a longo prazo (LTP) e isto depende dos receptores 5-HT1a, pois a falta
do receptor 5-HT1a limita o aumento da corrente de NMDA normalmente observada
na presencga do agonista D1 (Meunier et al., 2015).

A enzima tirosina hidrolase € importante para a sintese de noradrenalina e
dopamina, e a administracao do inibidor enzimatico AMPT pode ser uma ferramenta
util para avaliar se os niveis enddgenos destas catecolaminas podem contribuir para
os efeitos observados com diferentes compostos. A administragdo prévia de 4 horas
com AMPT leva a uma reducao por volta de 53% e 57% nos niveis de noradrenalina
e dopamina, respectivamente (Mayorga et al., 2001). O pré-tratamento com AMPT
reverteu o efeito do composto LQFM212, mostrando que os niveis enddégenos de NE
e DA contribuem para os efeitos encontrados com este composto. Entretanto, este
resultado precisa ser melhor esclarecido para mostrar exatamente em que estagio da
neurotransmissdo noradrenérgica e dopaminérgica o composto LQFM212 poderia
atuar, além da ativacao direta dos receptores noradrenérgicos (a1) e dopaminérgicos
(D1 e D2s3).

A conectividade funcional entre os sistemas serotoninérgico, noradrenérgico e
dopaminérgico pode ser usada para uma variedade de estratégias que visem a

melhoria da eficacia farmacolégica em pacientes com transtorno depressivo resistente
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(Blier; Mansari, 2013). Os resultados indicam que o composto LQFM212 poderia
modular as vias monoaminérgicas como um todo, o que pode melhorar a eficacia e a
aderéncia ao tratamento farmacalédgico. Entretanto, é importante ressaltar que é
possivel que o efeito terapéutico dos antidepressivos disponiveis ndo dependa apenas
da acéo sobre as monoaminas, uma vez que a concentragdo das mesmas na fenda
sinaptica aumenta rapidamente apés o inicio do tratamento farmacolégico, mas seu
efeito terapéutico leva algumas semanas para aparecer (Krishnan; Nestler, 2008).
Interessantemente, evidéncias indicam que o aumento da sinalizagdo da
neurotransmissdo monoaminérgica induz a mudangas na neuroplasticidade (Liu et al.,
2017).

As neurotrofinas, especialmente o BDNF, parecem desempenhar um papel
importante nos transtornos depressivos, uma vez que estes fatores estao relacionados
a sobrevivéncia e ao crescimento neuronal (Duman et al., 2000). Em particular,
agentes glutamatérgicos como a cetamina induzem um rapido aumento da BDNF
hipocampal apds tratamento agudo (Garcia et al., 2008), entretanto, a upregulagéo de
BDNF geralmente é dependente de tratamento cronico com medicamentos
antidepressivos (Nestler et al., 2002; Castrén; Antila, 2017). Os resultados mostrados
aqui sdo semelhantes aos dos antidepressivos tipicos, uma vez que 0s niveis
hipocampais de BDNF aumentaram com o tratamento com doses repetidas de
LQFM212 por 15 dias, mas ndo com uma dose unica. Outro derivado piperazinico,
LQFM104, também foi capaz de aumentar os niveis de BDNF hipocampais apods
tratamento repetido (Rodrigues, 2015).

Varios achados sugerem que o aumento da expressdo de BDNF e melhora da
arborizagao dendritica dos neurdnios hipocampais resulta da administragdo a longo
prazo de medicamentos antidepressivos (Donati; Rasenick, 2003; Russo-Neustadt;
Chen, 2005; Castrén; Antila, 2017), além disso, estudos mostram que a aplicagéao
direta de BDNF no hipocampo mostrou ter efeitos antidepressivos em modelos
animais, mostrando que o proprio BDNF é capaz de produzir uma resposta
antidepressiva (Russo-Neustadt; Chen, 2005; Shirayama et al., 2002). A¢des do
BDNF nas vias monoaminérgicas também tem sido relatadas, entre elas, como um
potente fator neurotréfico para o sistema serotoninérgico, além de efeitos
neuroprotetores e neurorestauradores bem documentados sobre os neurdnios
dopaminérgicos, e regulagéo da tirosina hidroxilase (Mamounas et al., 1995; Fukuchi

et al., 2020; Palasz et al., 2020). O fato de que o BDNF ativa o gene promotor da
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tirosina hidroxilase pode estar subjacente aos efeitos estimuladores de BDNF na
diferenciacdo ndo apenas dos neurbnios dopaminérgicos, mas também
noradrenérgicos no cérebro (Fukuchi et al., 2020). Em geral, as doengas
neurodegenerativas e neuropsiquiatricas demonstraram ser parcialmente causadas
por defeitos na plasticidade sinaptica, associados a insuficiéncia do suprimento
neuronal de BDNF e outros fatores neurotréficos. Por esta razao, estratégias para
aumentar os niveis de BDNF tornam-se ferramentas na prevencdo e terapia de
doencas neuroldgicas (Palasz et al., 2020; Autry; Monteggia, 2012).

Ademais, também foi avaliado possiveis indicagdes de efeitos adversos em
alguns 6rgaos, apés tratamento por via oral com o composto LQFM212 em doses
repetidas. O peso corporal dos animais foi monitorado diariamente, e ndo houve
nenhuma alteragdo quando comparado aos animais do grupo controle. Sabe-se que
o figado é o principal 6rgao de metabolizagédo de xenobidticos e o rim € o principal
orgao de eliminagdo do organismo, e na presenga de substancias tdxicas ocorre
aumento nos niveis de AST, ALT, ureia e creatinina que podem ser usadas como
indicadores de fung&o nestes 6rgédos (Gowda et al., 2010; Gu; Manauto, 2013; McGill
et al., 2016). Outro parametro importante para esta avaliagdo, sédo os niveis de
glutationa, uma vez que este tripeptideo estabelece reagdes de conjugagdo com os
xenobidticos a fim de promover a eliminagdo destes (Rodrigues-Neto, 2010). O
tratamento por via oral por 15 dias com o composto LQFM212 nao alterou nenhum
dos parametros avaliados, tornando este composto um promissor candidato a
prototipo de farmaco antidepressivo.

E importante ressaltar que os transtornos depressivos apresentam
neurobiologia complexa, e a desregulagao de uma gama de fatores, vias intracelulares
e neurotransmissbes podem estar presentes nestas patologias. Além disso,
alteracgdes neuroldgicas e neuroanatdmicas, que resultam em um estado depressivo,
variam desde redugao da proliferagao celular, evidenciada por perda de neurbnios e
células gliais, a atrofia e consequente redugao do volume de regides cerebrais como
hipocampo e CPF (Gould et al., 2000; McEwen, 2000; Drevets, 2001; Hollos et al.,
2018). Estudos de neuroimagem em cérebros de pacientes depressivos, mostram que
além de alteragdes estruturais também pode ocorrer alteracbes metabdlicas em
regides do sistema de recompensa que se comunicam diretamente com o circuito
nucleo accumbens - area tegmental ventral (Russo; Nestler, 2013). Estas alteragdes

podem ser resultantes da interagao de diversos fatores, além das vias ja discutidas -
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neurotransmissdo monoaminérgica e fatores neurotréficos - outras condigbes como
hiperativagdo do eixo HPA, excitotoxicidade glutamatérgica, vulnerabilidade ao
estresse, infeccgdo bateriana ou viral com ativagdo imunoldgica e inflamatéria, entre
outros, contribuem para o inicio e manutengado da depressao (Duman et al., 2000;
Tokita et al., 2012; Canli, 2014).

Varias citocinas proé-inflamatoérias sao conhecidas pela capacidade que tém de
ativar o eixo HPA, astrocitos e microglia. Reagdes inflamatorias no SNC, também
chamada de neuroinflamacao, prejudicam a fungcédo de varias areas cerebrais, por
exemplo, regides envolvidas na coordenagdo motora, memodria e humor (Davis;
Bailey, 1997; Walker et al., 2014). Tem sido demonstrado que aumento de cortisol
e/ou de citocinas pro-inflamatérias podem levar a danos em diferentes
neurotransmissbées, como nas vias serotoninérgicas, noradrenérgicas e
dopaminérgicas, e relacionam se com sintomas depressivos, além de sintomas
ansiosos (Mduller; Ackenheil, 1998; Leonard, 2001; Nishida et al., 2002; Flores-
Martinez et al., 2018). O modelo de neuroinflamagéo induzida por LPS é descrito na
literatura em diferentes protocolos, porém, em todas as condi¢des testadas visam a
geragcdo de um estado neuroinflamatério. Ja foi demonstrado que tanto a
adminstracgao sistémica quanto a administragédo diretamente no cérebro de LPS levam
a neuroinflamacao (Bonow et al., 2009; Flores-Martinez et al., 2018; Batista et al.,
2019). A administragcdo de LPS simula uma inflamag&o nos animais, situagao na qual
vias imunologicas sdo ativadas.

No protocolo seguido neste trabalho, foi administrado LPS na dose de 1 mg/kg
de maneira sistémica aos camundongos, por via intraperitoneal, 24 horas antes dos
testes comportamentais. Inicialmente, foram analisados os efeitos de LQFM212 e do
controle positivo buspirona na auséncia de LPS, ou seja, utilizando pré-tratamento
com salina. Ambos os tratamentos ndo alteraram a atividade locomotora e exploratéria
geral, e mostraram resultados indicativos de atividades tipo-ansiolitica e tipo-
antidepressiva, nos testes de campo aberto, caixa claro-escuro, nado forgcado e
suspensio pela cauda, respectivamente, em concordancia com dados previamente
publicados (Olivier et al., 2000; Martinez-Mota et al., 2002; Sato et al., 2008; Moreira
et al.,, 2020; Moreira et al., 2021). Posteriormente, buscou-se verificar se a
administragao de LPS alterava a locomocao e exploracdo dos animais, e se induzia
comportamentos tipo-ansioso e tipo-depressivo, nos testes mencionados acima, e

ainda, se o tratamento com LQFM212, bem como o controle positivo, reverteram os
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efeitos causados pela administracio prévia de LPS, isto é, se os efeitos tipo-ansiolitico
e tipo-antidepressivo seriam mantidos em animais pré-tratados com LPS.

Os grupos experimentais utilizados no modelo de neuroinflamagé&o induzida por
LPS, nas condi¢des testadas neste trabalho, ndo alteraram o numero total de areas
invadidas no teste do campo aberto, corroborando com resultados ja publicados (Sato
et al., 2008; O’Connor et al., 2009; Moreira et al., 2020). Nas primeiras horas apds a
administracao de LPS, entre 2-6 horas, pode ser observado uma redugao da atividade
locomotora, devido ao comportamento doentio, entretanto, apds 24 horas estes
parametros retornam para niveis considerados normais (Swiergiel; Dunn, 2007;
O’Connor et al., 2009; Silva; Giusti-Paiva, 2015; Remus; Dantzer, 2016; Flores-
Martinez et al., 2018; Wang et al., 2018). Dessa forma, 24 horas ap6s a administragao
de LPS pode ser considerado o melhor intervalo para avaliar atividades mais
especificas, como comportamentos depressivos e ansiogénicos, uma vez que 0s
testes comportamentais utilizados sao analisados com base em comportamentos que
necessitam que a atividade corporal e locomog¢ao dos animais estejam preservadas;
consequentemente, uma interpretagdo ideal da emocionalidade depende da
separacao de fatores nao-emocionais, como por exemplo a atividade locomotora
(Gray, 1979; Stanford, 2007; Ramos, 2008; Seibenhener; Wooten, 2015; Remus;
Dantzer, 2016).

Um aumento da exploragdo dos animais na periferia e/ou redugdo da
exploragdo na zona central do campo aberto pode ser considerado como um efeito
sugestivo de comportamento tipo-ansiogénico. O pré-tratamento com LPS reduziu a
preferéncia pela zona central, demonstrada pela redu¢do do %TCentro, além disso,
também reduziu a atividade exploratéria vertical, demonstrado pelo menor nimero de
levantadas. O comportamento de levantadas acontece quando os animais ficam em
pé em ambas as patas traseiras, em posic¢ao vertical; a interpretacdo desse resultado
nao possui indicagao clara, entretanto, alguns estudos indicam que a diminuigao deste
comportamento poderia estar relacionado com uma resposta ansiogénica (Costall et
al., 1989; Seibenhener; Wooten, 2015). O pré-tratamento com LPS também aumentou
a frequéncia de autolimpeza e o tempo de imobilidade, o que pode se correlacionar
com um maior nivel de emocionalidade dos animais, mais especificamente, com
comportamento estereotipado e congelamento, respectivamente (Doyle; Yule, 1959;
Schaefer, 1963; Archer, 1973; Liu et al., 2021).

Em suma, os resultados encontrados no teste do campo aberto indicam que a
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dose utilizada de LPS n&o apresenta risco exarcebado de levar a falso-positivos nos
demais testes comportamentais, uma vez que nao alterou o numero de areas
invadidas, e ainda que este pré-tratamento causou nos animais alteracdes
comportamentais sugestivas de efeito ansiogénico. O tratamento por via oral com
LQFM212 reverteu, pelo menos em parte, os efeitos causados pelo LPS em relagao
aos parametros de %TCentro, frequéncia de levantadas e tempo de imobilidade. O
controle positivo, buspirona, apresentou efeitos semelhantes, uma vez que reverteu o
efeitos do LPS em relacdo ao %CrCentro e %TCentro. Com base nos resultados
encontrados no teste do campo aberto, e sabendo que depressao e ansiedade podem
se apresentar em comorbidades (Brown et al., 2001; Breteler et al., 2021), outros
resultados com o composto em estudo, LQFM212, mostraram que este composto
apresenta efeito tipo-ansiolitico em camundongos (Moreira et al., 2020) e que neste
mesmo modelo de neuroinflamacao induzida por LPS, o tratamento por via oral com
LQFM212 também reverteu parte do comportamento tipo-ansioso causado pelo LPS
(Moreira et al., 2023).

Prosseguindo com o estudo da atividade tipo-antidepressiva do composto
LQFM212, no modelo de neuroinflamag¢ao induzida por LPS, os animais foram
avaliados em dois testes especificos para esta atividade: nado forgado e suspensao
pela cauda. Ambos os testes avaliam os animais sob condi¢gdes aversivas,
estressantes e inescapaveis. No teste NF, o pré-tratamento com LPS reduziu o tempo
de laténcia a imobilidade e os comportamentos ativos (nado e escalada), além disso,
aumentou o tempo de imobilidade, e estes resultados sao indicativos de
comportamento tipo-depressivo; ambos os tratamentos com LQFM212 e com controle
positivo buspirona reverteram os efeitos causados pelo LPS neste teste. Resultados
semelhantes foram encontrados com o teste de suspensdo pela cauda, visto que os
animais pré-tratados com LPS reduziram o tempo de laténcia e aumentaram o tempo
de imobilidade, e o tratamento com LQFM212 reverteu tais efeitos causados pelo LPS.
Ja o tratamento com buspirona reverteu apenas o parametro de laténcia a imobilidade.

Ao final da analise comportamental é possivel concluir que apés o modelo de
neuroinflamacao induzida por LPS os animais apresentaram comportamentos do tipo-
ansioso e tipo-depressivo, e que o tratamento com LQFM212 reverteu, pelo menos
em parte, tais efeitos. O controle positivo, buspirona, apresentou efeitos semelhantes.
Dados da literatura tem mostrado que o comportamento tipo-depressivo induzido por

LPS pode ser revertido por antidepressivos que visam a modulagao de serotonina
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(Yirmiya et al., 2001; Ohgi et al., 2013 Dong et al., 2016), e estes estdo em
concordancia com os resultados encontrados neste trabalho, visto que a serotonina é
importante para o mecanismo de agao de LQFM212 e buspirona. Ademais, ao final
dos testes comportamentais os animais foram submetidos a eutanasia e amostras de
soro foram utilizadas para quantificagdo de citocinas pro- (TNF-a e IL-1B) e anti-
inflamatadrias (IL-4 e IL-10), na expectativa de melhor caracterizar a agdo de LQFM212
sobre os efeitos causados pelo LPS. Diferentes trabalhos mostram que a
administragdo de LPS ativa resposta imune, resultando em liberagdo de uma
variedade de citocinas, bem como alteracbes neuroenddcrinas e neuroquimicas
(Maes, 1995; Alexander; Rietschel, 2001; Lu et al., 2008).

Estudos tem mostrado que a IL-1B pode estimular a produgcédo de proteinas
neurotoéxicas, inibir a secrecao de fatores neuroprotetores, promover toxicidade direto
nas células nervosas e inibir a regeneragdo dos neurdnios. Além disso, uma
expressao excessiva da IL-1B pode acarretar hiperatividade no eixo HPA, levando a
niveis elevados de glicocorticoides (Goshen et al., 2008; Gadek-Michalska et al., 2013;
Ye et al., 2013). As citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-13, também podem
ativar a via do NF-kB (Beg et al., 1993; Ghosh; Karin, 2002), que regula a sintese e
expressao dessas citocinas, gerando um ciclo que agrava ainda mais a resposta
inflamatéria (Homann; Baltimore, 2006; Zhang et al., 2019). Nossos resultados
mostram que ambos os tratamentos, LQFM212 ou buspirona, reduziram os niveis
séricos de TNF-a e IL-1B8, aumentados pela administracdo de LPS. Evidéncias
apontam que o LPS é capaz de aumentar a concentracido de citocinas pro-
inflamatdrias no soro e no SNC, apdés administragdo periférica e/ou central (Perry,
2004; Beurel; Jope, 2009; Erickson; Banks, 2011; Remus; Dantzer, 2016; Zhao et al.,
2019), e compostos que reduzem a concentragédo no soro também o fazem no cérebro,
por exemplo, resultados com o antidepressivo fluoxetina mostraram uma reducao
sérica e central dessas citocinas em modelos de depressao induzido por LPS (Li et
al., 2021) e por estresse crénico (Lu et al., 2017), dessa forma podemos especular
que talvez LQFM212 também consiga reduzir estas citocinas em areas cerebrais.

Ademais, niveis aumentados de TNF-a e IL-1f podem ativar o SERT e
promover recaptacido de serotonina, e consequentemente pode levar a estados
depressivos devido a redugao de 5-HT nas sinapses (Zhu et al., 2006). A ativacéo da
enzima indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) por citocinas pro-inflamatorias também

altera a neurotransmissao serotoninérgica (Capuron et al., 2002; O’Connor et al.,
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2009). A IDO ¢é expressa em células imunes periféricas e centrais, e degradada o
triptofano ao longa da via das quinureninas, resultando em impacto negativo na via
serotoninérgica pela redugéo da biodisponibilidade de triptofano (precursor de 5-HT)
e aumento da sintese de metabdlitos neuroativos, como o acido quinolinico, um
agonista de receptores NMDA, que causa excitotoxicidade e significante danos
neuronais (Stone; Perkins, 1981; O’Connor et al., 2009; Maes et al., 2011, Zhang et
al., 2019). IFN-y € um potente indutor da ativagdo de IDO; e TNF-a e IL-1B8 também
podem induzir a ativagdo desta enzima sinergicamente (Wirleitner et al., 2003;
Oxenkrug, 2007; Myint; Kim, 2014). Uma alta concentragdo de IFN-y pode agravar
lesdes aos neurdnios por estresse oxidativo, ter um efeito toxico e alterar crescimento
e diferenciagdo das células estaminais neurais (Kim et al., 2002; Kim et al., 2007).

Apesar das vias mencionados acima nao terem sido avaliadas por completo
nesse trabalho, pode-se sugerir que talvez LQFM212 também consiga modular alguns
desses aspectos, visto que a via serotoninérgica parece estar envolvida no
mecanismo de agcdo de LQFM212 em relag&o a efeitos tipo-ansiolitico (Moreira et al.,
2020) e tipo-antidepressivo (Moreira et al., 2021), o que poderia reduzir o desequilibrio
entre as acdes das enzimas IDO/triptofano hidroxilase; além disso, o tratamento com
este composto mostrou efeitos semelhantes a outras substadncias no modelo de
neuroinflamacdo induzida por LPS, em relacdo aos testes comportamentais e
quantificacdo de citocinas pro-inflamatérias, como o Honokiol, extraido de Magnolia
officinalis. Esta substancia reduziu os niveis séricos de TNF-qa, IL-1B e IFN-y, e causa
menor expressao de NF-kB, IDO e metabdlitos da via das quinureninas (Zhang et al.,
2019). Também € proposto que Honokiol possui um efeito antioxidante (Liou et al.,
2003), e LQFM212 possui em sua estrutura quimica um hidroxitolueno butilado (BHT),
que também apresenta perfil antioxidante (Grillo et al., 1999).

O funcionamento do sistema imune é finamente equilibrado pela atividade de
enzimas e citocinas pro- e anti-inflamatérias (Charles, 2010). As células Th1 (fenétipo
M1) produzem citocinas pré-inflamatérias, como IL-13, IFN-y e TNF-a, que levam a
ativagcdo de macréfagos, conduzindo a inflamacg&o. Por outro lado, as células Th2
(fendtipo M2) produzem citocinas anti-inflamatérias, como IL-4 e IL-10, que estimulam
a produgao de anticorpos pelas células B e atuam de forma antagbnica com as
citocinas do tipo Th1 (Mosmann; Coffman, 1989; Li et al., 2014). A micréglia responde
de forma comparavel aos macrofagos em paradigmas de fenoétipos M1/M2 (Michelucci

et al., 2009; Ponomarev et al., 2007), dessa forma, a necessidade do balango entre
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citocinas pro- e anti-inflamatodrias se estende ao cérebro, por exemplo, um estudo
mostrou que camundongos knockout para IL-10 apresentaram maior comportamento
doentio apos a administracao intraperitoneal de LPS do que camundongos selvagens
(Leon et al.,, 1999). Inversamente, camundongos com superexpressdo de IL-10
exibem resultados sugestivos de comportamento tipo-antidepressivo (Mesquita et al.,
2008).

A IL-4 regula fungbes cerebrais como memoria e aprendizagem, e
camundongos knockout para IL-4 demonstram deficiéncias cognitivas em tarefas de
aprendizagem espacial (Derecki et al., 2010; Gadani et al., 2012). Ademais, IL-4
também pode contribuir para a regulagdo da neurotransmissao noradrenérgica e
serotoninérgica, e inibir alteragdes comportamentais e imunologicas induzidas pela IL-
1B (Park et al., 2015). Interessantemente, IL-4 também contribui para a produgéo de
IL-10 (Smiley; Grusby, 1998; Mitchell et al., 2017). Nossos resultados indicam que o
pré-tratamento com LPS reduziu a concentragao sérica de IL-4 e IL-10, por outro lado,
o tratamento com LQFM212 reverteu estes efeitos causados pelo LPS, demonstrado
pelo aumentou dessas citocinas anti-inflamatérias. Hannestad et al. (2011) mostrou
que, na auséncia de outras doencas, os disturbios depressivos sao associados a
aumento de IL-1B3, IL-6 e TNF-a, enquanto os niveis de IL-10 encontram-se reduzidos.
Diversos trabalhos mostram que a administracao periférica e/ou central de LPS
promove a reducao de IL-4 e IL-10 no soro e cérebro (Abramova et al., 2013; Flores-
Martinez et al., 2018; Zhao et al., 2019; Li et al., 2021), e que antidepressivos ISRS e
IRSN conseguem reverter esses efeitos causados pelo LPS (Ohgi et al., 2013; Maia,
2017; Li et al., 2021).

Nas ultimas décadas, as pesquisas tém sido intensificadas para melhor
compreender a relagao entre a inflamacéao e transtornos mentais, a partir de estudos
clinicos e pré-clinicos. Pacientes depressivos podem apresentar niveis elevados de
marcadores inflamatorios, como citocinas pro-inflamatérias (Kim et al., 2008; Shelton
et al. 2011), proteina C reativa (Danese et al., 2008; Morris et al., 2011; Vogelzangs
et al.., 2012) e mieloperoxidase (Vaccarino et al.., 2008). Antidepressivos podem
atenuar a inflamacgao periférica, embora ainda nao seja claro se apenas mecanismos
anti-inflamatérios podem levar a uma resposta antidepressiva (Kohler et al. 2017), por
exemplo, ja foi demonstrado que dexametasona, um potente anti-inflamatério, n&o
conseguiu atenuar os efeitos comportamentais causados pela administragéo

intraperitoneal de LPS em camundongos no teste do nado forgcado, mesmo com
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reducao de citocinas pro-inflamatérias e aumento de citocinas anti-inflamatérias em
diferentes areas cerebrais, e aumento de BDNF no hipocampo (Horita et al., 2020).
Em concordéancia, estudos direcionam que a reducgao de citocinas pro-inflamatorias no
cérebro pode ser secundaria a uma atividade anti-inflamatéria periférica, ou ainda
devido a capacidade dos compostos em reduzir a ativagcdo da micrédglia e, por
conseguinte, 0 aumento da expressao de citocinas pré-inflamatdrias no cérebro que
medeiam os efeitos do LPS administrado perifericamente (Konsman et al., 2002;
Kelley et al., 2003; Dantzer et al., 2008; O’'Connor et al., 2009). Neste sentido, uma
possivel atividade anti-inflamatério periférica causada pelo tratamento por via oral com
LQFM212 foi analisada pela administragao intraperitoneal de carragenina ou LPS
usando o modelo de pleurisia.

O modelo de pleurisia € amplamente utilizado para avaliar a atividade anti-
inflamatdria aguda (Corsini et al., 2005; Florentino et al., 2017; Ramos et al., 2020), e
a administracdo de diferentes agentes flogisticos tem por objetivo principal induzir a
liberacdo de mediadores inflamatdérios, alterar a permeabilidade vascular e migragéo
de leucécitos para a cavidade pleural. Nossos resultados indicam que a administragao
de carragenina ou LPS promoveu um aumento da migragéo celular e da atividade da
MPO, além de alterar a concentragao de citocinas no exsudato pleural. Ja o tratamento
com LQFM212, em ambos os protocolos, reduziu a atividade da MPO, sem alterar a
migragao celular (total e diferencial) e a concentragédo de citocinas pro- (TNF-a e IL-
18) e anti-inflamatérias (IL-4 e IL-10) no exsudato pleural. O controle positivo
dexametasona alterou todos os parametros avaliados indicativos de atividade anti-
inflamatéria.

A atividade da MPO é geralmente considerada como comum indicador de
infiltracdo de neutrdfilos, e a redugao da atividade desta enzima € frequentemente
associada a uma redug¢ao da migragao celular, e consequentemente, a um efeito anti-
inflamatério (Lino et al., 2013; Florentino et al., 2017; Almeida et al., 2020b). A MPO é
capaz de converter peroxido de hidrogénio em acido hipocloroso, um potente
oxidante, o que contribui tanto para a sua atividade antimicrobiana, como para geragéo
de subsequente estresse oxidativo nos tecidos (Barbior, 2000; Malle et al., 2007;
Fernandes et al.,, 2008). No SNC, ja foi mostrado que a MPO esta presente em
neutrofilos infiltrados, microglia ativada, neurdnios e astrécitos no cérebro apos lesdes
isquémicas (Chen et al., 2020). Com base nos resultados do modelo de pleurisia, o

tratamento com LQFM212 leva a redugdo da atividade da MPO que parece ser
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independente de uma atividade anti-inflamatdria periférica, visto que LQFM212 nao
reduziu o numero de leucdcitos migrados para a cavidade pleural. Neste sentido, é
plausivel sugerir que esta redugéo ocorra devido a um potencial atividade antioxidante
de LQFM212, uma vez que ja foi proposto que além dos anti-inflamatoérios, os
compostos antioxidantes também tém o potencial de reduzir a atividade desta enzima
(Vieira et al., 2011; Adefegha et al., 2017; Chen et al., 2020). Como ja mencionado,
LQFM212 possui um radical BHT em sua estrutura, e resultados prévios em ensaios
eletroquimicos mostraram que LQFM212 apresenta um perfil antioxidante maior que
seu precursor - LQFM032 (Moreira et al., 2023). Consistentemente, a administracéo
sistémica de LPS no modelo de neuroinflamag¢ao aumentou a atividade da MPO no
cértex cerebral e hipocampo, e o tratamento com LQFM212 foi capaz de reduzir esta
atividade em ambas as areas cerebrais.

A administracao intracerebroventricular de LPS em camundongos pode levar a
danos cognitivos por gerar estresse oxidativo, bem com uma maior expressao de
citocinas proé-inflamatérias e morte neuronal por apoptose (Zhao et al., 2017). LPS
ainda pode levar a aumento da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) que
resulta em reducdo de acetilcolina, o que pode facilitar o processo inflamatério e
contribuir para os déficits cognitivos (Tyagi et al. 2008). A via colinérgica anti-
inflamatdria € um mecanismo neuro-humoral que desempenha um papel proeminente,
suprimindo a resposta inflamatoria. A liberacdo de acetilcolina pelo nervo vago
restringe a inflamagéao, inibindo a ativagdo de leucdécitos e suprimindo a liberagao de
citocinas por mondcitos e macréfagos ativados pelo LPS. Portanto, compostos que
aumentem a transmissao colinérgica podem atuar como uma abordagem potencial
para prevenir a neuroinflamacéo.

Dados da literatura mostram que a ativacdo de receptores nicotinicos a7, é
capaz de inibir significativamente a producao de citocinas pro-inflamatérias (Ulloa,
2005) e inibidores da AChE também podem favorecer uma resposta imunitaria
mediada por Th2 (Reale et al., 2006). Em concordéncia, os resultados obtidos no
modelo de neuroinflamacgao induzida por LPS mostraram que a administracdo de LPS
leva a uma maior atividade da enzima ChE. O tratamento com LQFM212 per se nao
alterou a atividade desta enzima, por outro lado, reduziu o aumento da atividade da
ChE causado pelo LPS, o que pode contribuir para uma menor resposta
neuroinflamatoria. Ademais, Moreira et al., 2020 mostraram que LQFM212 também

modula vias colinérgicas pela atividade agonista em receptores nicotinicos.



84

Os danos oxidativos e a geragao de radicais livres, bem como a redugao da
capacidade antioxidante em diferentes 6rgéos, incluindo o cérebro, aumentam
significativamente com o tempo de exposi¢ao ao LPS. Halawa et al. 2018 mostraram
que o LPS pode induzir estresse oxidativo apdés um curto periodo de exposigao ja a
partir das 6h e continuando até 72h, resultante de uma diminuigdo significativa das
enzimas de defesa antioxidantes com um aumento da peroxidacao lipidica e dos
niveis de NO. O aumento da permeabilidade do BBB e a producdo de ERONs no
cérebro estdo envolvidos no mecanismo de toxicidade do LPS. A formacao de ERONs
pelo LPS pode causar uma alteragao significativa nos niveis de NO, MDA, GSH, SOD
e CAT nas doengas cerebrais e varios autores sugerem que a tempestade de citocinas
pré-inflamatérias desencadeada pelo LPS pode ser a base da formacao de condi¢des
de estresse oxidativo (Sharma et al., 2015; Al-min et al., 2018; Peng et al., 2021).

Os nossos resultados no modelo de neuroinflamacao induzida por LPS
mostraram que a administragao de LPS tem um efeito prejudicial significativo no cortex
pré-frontal cerebral e no hipocampo, duas importantes regides cerebrais que estao
envolvidas na fungdo cognitiva, aprendizagem e formag&o de memdria. Por outro lado,
o tratamento com LQFM212 reduziu o estresse oxidativo gerado pelo LPS em ambas
as areas cerebrais, demonstrado pela redug¢ao dos niveis de nitritos e atividade da
enzima MPO, e pelo aumento dos niveis de GSH. Ademais, nas mesmas condicdes
experimentais LQFM212 também reduziu a peroxidagao lipidica, os niveis de
proteinas carboniladas e aumentou atividade das enzimas superdxido dismutase e
catalase no cortex pré-frontal e hipocampo (Moreira et al., 2023). Interessantemente,
avaliando os efeitos do LQFM212 per se, os resultados indicam que os niveis de GSH
foram aumentados em ambas as areas cerebrais, cortex pré-frontal e hipocampo,
sugerindo um potencial efeito antioxidante in vivo consistente com os resultados in
vitro encontrados por Moreira et al., 2023 em ensaios eletroquimicos.

LPS pode induzir uma desregulacao da sinalizagdo do fator nuclear eritroide 2
(Nrf2), um componente chave na defesa antioxidante modulado pelas células em
resposta ao estresse oxidativo. Quando ativado, o Nrf2 aumenta a expressao de
antioxidantes enddégenos, e apds inflamagéao persistente e aumento do nivel de
ERONSs, os mecanismos de defesa antioxidantes dos tecidos sao saturados ao ponto
de se tornarem ineficazes (Anderson et al., 2014; Kang et al., 2020; Xu et al., 2022).
O potencial terapéutico dos compostos antioxidantes como tratamento coadjuvante

aos medicamentos antidepressivos tem sido discutido (Scapagnini et al., 2012;
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Riveros et al., 2022). Fatores neurotroficos, como o BDNF, podem ativar Nrf2 (Bruna
et al.,, 2018), e anomalias na via cerebral Nrf2-BDNF foram propostas para
desempenhar um papel na causa de fenétipos semelhantes a depressao em roedores
(Yao et al., 2016; Yao et al., 2021). Estudos demonstraram que os camundongos
knockout (KO) para Nrf2 mostraram uma diminuigdo dos niveis cerebrais de BDNF e
do seu receptor TrkB, resultando assim em comportamentos depressivos, por outro
lado, o agonista do receptor TrkB, 7,8-dihidroxivona, promoveu efeitos antidepressivos
nos camundongos Nrf2 KO (Yao et al., 2016). Interessantemente, nossos resultados
apontam que LQFM212 aumenta os niveis hipocampais de BDNF, tornando-o um

composto promissor neste campo.

6 CONCLUSAO

O composto LQFM212 mostrou efeitos sugestivos de atividade tipo-
antidepressiva em camundongos, que provavelmente envolvem, direta e/ou
indiretamente, as vias monoaminérgicas. O tratamento com doses repetidas com este
derivado piperazinico aumentou os niveis hipocampais de BDNF, o que sugere
mudangas na neuroplasticidade sinaptica apos tratamento a longo prazo,
possivelmente, como um mecanismo subjacente ao efeito tipo-antidepressivo do
composto. Além disso, apds a administragdo por via oral durante 15 dias com
LQFM212, ndo houve nenhum efeito indicativo de toxicidade nos parametros
avaliados, tornando este composto um promissor candidato a um protétipo de farmaco
antidepressivo. No modelo de neuroinflamacgao induzida por LPS, o tratamento com
LQFM212 reverteu o comportamento tipo-depressivo, 0 aumento de citocinas proé-
inflamatorias e a redugao de citocinas anti-inflamatérias, e as alteragdes relacionadas
ao estresse oxidativo causado pelo LPS. Estes efeitos ndo parecem ser secundarios
a uma agao anti-inflamatoéria periférica de LQFM212, visto que este composto n&o
conseguiu reduzir as alteragdes causadas pela carragenina ou LPS no modelo de
pleurisia. Por outro lado, o tratamento com LQFM212 reduziu a atividade da enzima
mieloperoxidase no exsudato pleural, no cértex pré-frontal e hipocampo, além de
aumentar per se os niveis de glutationa em ambas regides cerebrais, sugerindo dessa
forma que uma possivel atividade antioxidante in vivo possa contribuir para os efeitos

observados no modelo de neuroinflamacgao induzida por LPS.
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1. Introduction

Major depression disorder (M) is one of the most widespread and
dehilitating psychiatric Hlnesses, leading to dous individual and
soripecopomic arden [1). The most typical sympioms of MDD are
depressad mocd, diminished interests, impaired cognitive functios amd
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chamges i dither activation or connectivity of menml networks, eg
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In the treatment of MDD, thers are two main initial approsches,
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