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RESUMO

Os transtornos de humor sdo doencas mentais graves, recorrentes € complexas, com alta
prevaléncia na populagdo mundial e caracterizados por alteracdes de humor. Entre os mais
prevalentes estdo o transtorno depressivo maior (TDM) e o transtorno bipolar (TB). Sem uma
unica causa definida, as alteracdes genéticas e de resposta ao estresse sdo fatores etioldgicos
relacionados ao aparecimento dos sintomas de humor, contribuindo significativamente para a
suscetibilidade a outros fatores fisiopatologicos. Estudos mais recentes tém integrado as
hipoteses inflamatéria e neurotrofica a teoria monoaminérgica, a fim de propor uma nova
abordagem para o entendimento da fisiopatologia e resposta ao tratamento nos TDM e TB.
Portanto, a utilizagdo e validagcdo de modelos animais que mimetizem as manifestacdes clinicas
sd0 essenciais para o progresso da pesquisa acerca dos transtornos de humor. Este trabalho teve
por objetivo utilizar diferentes modelos animais para avaliar a relagdo das alteracdes periféricas
de parametros inflamatorios, neurotréfico e de estresse oxidativo com desfechos em nivel
central. Ainda, investigar o potencial efeito neuroprotetor da exendina-4 (EX-4), um agonista
do receptor de peptideo semelhante ao glucagon 1, comumente utilizado para o controle
glicémico. No modelo animal de administragdo de lipopolissacarideo (LPS) seguida de
exposicdo a estresse cronico moderado e imprevisivel (CUMS), os animais CUMS+
apresentaram uma redu¢@o do ganho de peso corporal, dos niveis séricos do fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BNDF) e do consumo e preferéncia a sacarose, bem como um aumento
no peso da glandula adrenal e da atividade exploratéria no campo aberto — incluindo o tempo
de permanéncia na periferia considerado um comportamento tipo-ansioso. Ainda, os animais
dos grupos LPS apresentaram uma hipertrofia do bago. Porém, apenas no grupo do protocolo
combinado (LPS/CUMS+) foi observado um aumento dos niveis séricos de interferon (IFN) y
que se correlacionou de forma moderada a redugdo do consumo de sacarose, um
comportamento tipo-aneddnico classico. Esta ¢ uma importante evidéncia que corrobora o
papel da inflamagdo no surgimento dos sintomas depressivos como observado em individuos
com transtornos de humor. No modelo de mania induzido por anfetamina (AMPH), buscou-se
identificar uma possivel alteracdo de permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE),
mecanismo fisiopatologico proposto recentemente nos transtornos de humor, bem como o
efeito do tratamento com litio. Conforme esperado, os animais que receberam administragdo de
AMPH apresentaram aumento da atividade exploratéria no campo aberto. Por sua vez, niveis
séricos aumentados de substancias reativas ao acido tiobarbittirico (TBARS) foram observados
nos animais tratados com litio. Embora nao tenha sido observada alteracao dos niveis centrais
de fator de necrose tumoral (TNF) o e da expressdo de claudina-5, uma das proteinas
importantes para manuten¢@o da integridade da BHE, a investigacdo deste parametro deve ser
introduzida na pesquisa pré-clinica. Por fim, em um modelo agudo de inflamagao induzida por
LPS, foi observado um significativo efeito anti-inflamatorio do tratamento com a maior dose
de EX-4 proposta (0,5 pg/kg). Porém, ndo foram observados efeitos no comportamento e nos
niveis séricos e hipocampais de BDNF e TBARS. Assim, a utilizacdo de modelos animais
permite explorar a relacdo das alteracdes periféricas e centrais, o que muitas vezes nao ¢
possivel na clinica. Além disso, € possivel utiliza-los para avaliacdo do redirecionamento de



farmacos, com potencial agdo neuroprotetora, que possam ser capazes de auxiliar no tratamento
dos transtornos de humor, melhorando a resposta terapéutica.

Palavras-chave: Inflamac¢ido, Neurotrofinas, Estresse oxidativo, Barreira hematoencefalica,
Transtornos de humor, Transtorno depressivo maior, Transtorno bipolar, Modelos animais,
Exendina-4.



ABSTRACT

Mood disorders are severe, recurrent and multifactorial mental illnesses, characterized by
changes in the mood and high prevalence rates in the general population. The most prevalent
are Major depressive disorder (MDD) and Bipolar disorder (BD). Without a specific etiology,
genetic variations and stress response are known to be important triggers of the mood symptoms
increasing the susceptibility to other pathophysiological factors. Recent evidence had been
integrating inflammatory and neurotrophic hypothesis to the monoaminergic theory, proposing
a new perspective to elucidate the physiopathology and treatment response in MDD and BD.
Thus, the use and validation of animal models that mimic clinical symptoms are essential to
develop research regarding mood disorders further. The aim of this work was to employ
different animal models to evaluate the relationship between peripheral changes on
inflammatory, neurotrophic and oxidative stress parameters and central outcomes. In addition,
the neuroprotective potential of exendin-4 (EX-4) treatment, an agonist of the glucagon-like
receptor 1 (GLP-1r), commonly used in glycemic control. In the model of lipopolysaccharide
(LPS) injection associated with chronic unpredictable mild stress (CUMS) exposure, CUMS+
animals exhibited reduced gain of body weight, brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
serum levels and sucrose consumption and preference, as well as increased adrenal gland weight
and exploratory activity in the open field — including time spent in the periphery indicating an
anxiety-like behavior. Also, LPS animals presented with splenic hypertrophy. Interestingly,
animals submitted to the combined protocol (LPS/CUMS+) displayed increased serum levels
of interferon (IFN) y which were further correlated with reduced sucrose consumption, a
classical anhedonic-like behavior. This is a relevant finding that corroborates the implication
of inflammation on the development of depressive symptoms commonly observed in patients.
In the animal model of mania induced by amphetamine (AMPH), we aimed to evaluate its effect
on blood-brain barrier (BBB) disruption, which has been proposed as a new mechanism in the
pathophysiology of mood disorders, as well as the effect of lithium treatment. As expected,
AMPH-injected animals exhibited an increase in the exploratory behavior in the open field.
Also, increased serum levels of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were observed
in the animals treated with lithium. Although no changes were observed in the central levels of
tumor necrosis factor (TNF) o and protein levels of claudin-5, a protein involved in the
maintenance of the integrity of the blood-brain, the evaluation of similar parameters should be
performed in preclinical research. Lastly, in the animal model of acute inflammation induced
by LPS, we observed a significant anti-inflammatory effect of the higher dose of EX-4
evaluated (0.5 ng/kg). However, no other effects of EX-4 were observed in the behavior and in
the serum and hipocampal levels of BDNF and TBARS. Thus, animal models facilitate the
investigation of peripheral and central changes, which is not always possible in the clinical
setting. Besides, it is possible to use them to evaluate drug repurposing of compounds with
neuroprotective potential that can improve the treatment responsiveness in mood disorders.

Keywords: Inflammation, Neurotrophins, Oxidative stress, Blood-brain barrier, Mood
disorders, Major depressive disorder, Bipolar disorder, Animal models, Exendin-4.






LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Relagdo da ativagdo do eixo HPA ¢ da inflamag8o na resposta ao estresse. ........... 29
Figura 2. O envolvimento da via das quinureninas no metabolismo de neurotransmissores. .32
Figura 3. Vias envolvidas na comunicacao entre inflamacao periférica e central. ................. 37
Figura 4. Efeitos centrais das citocinas inflamatdrias no metabolismo de neurotransmissores e
N2 NEUTOPIASTICIAAAE. ....eeeiiiiiie ettt e st eeeeeeenteenseeeeeeneeeseee e 39

Figura 5. Efeito da inflamag¢@o na modulacdo de mecanismos de neuroplasticidade dependentes

Figura 6. EROs/ERNs como promotores € produtos da inflamagao. ............ccecevcvererveniennnene. 45
Figura 7. Mecanismos de interacdo da inflamacao periférica com a BHE e efeitos centrais..48

Figura 8. Resumo dos achados encontrados nos modelos animais utilizados....................... 154






LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Validades e aplicabilidade de modelos animais de transtornos de humor............... 49
Tabela 2. Efeito da administracdo aguda de LPS (24 h) em pardmetros inflamatoérios,
neurotroficos e de estresse 0Xidativo €m r0€dOTeS. .....c..eouevverieierieieiinieiiieieceeeeee e 51
Tabela 3. Efeito do estresse cronico em parametros inflamatérios, neurotréficos e de estresse
0X1dAtIVO €M TOBAOTES. .....evviuiiiiiiiiiitirtiete ettt ettt ettt ettt be st be et eae e 55
Tabela 4. Efeito de diferentes psicoestimulantes em marcadores inflamatdrios, neurotroficos e

de estresse 0X1datiVO €IN TOEAOTES. ..ceeveeieeeeiiieeieeeeeee ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaeeeeeeeaeeeeeearaeeae 57






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

5-HT Serotonina

ACTH  Hormonio adrenocorticotréfico

AMPc  Adenosina 3',5'-monofosfato ciclico

AMPH  Anfetamina

BDNF  Fator neurotréfico derivado do encéfalo

BEC Células endoteliais dos capilares cerebrais

BHE Barreira hematoencefalica

COMT  Catecol-O-metiltransferase

CREB  Proteina de ligacdo responsiva ao AMPc

CRH Hormonio liberador de corticotrofina

DA Dopamina

DAMPs Padrdes moleculares associados a danos

DPP-4  Dipeptidil peptidase 4

DSM-5 Manual Estatistico Diagnostico da Associa¢do Norte-Americana de Psiquiatria - 5
edicdo

e.g. Por exemplo (do latim, exempli gratia)

ERNs Espécies reativas de nitrogénio

EROs Espécies reativas de oxigénio

EX-4 Exendina-4 ou exenatida

GABA  Acido gama-aminobutirico

GFAP  Proteina glial fibrilar acida

GLP-1  Peptideo semelhante ao glucagon 1

GLP-1r  Receptor de GLP-1

GR Receptores de glicocorticoides

HPA (Eixo) Hipotalamo-hipofise-adrenal

ie. Isto € (do latim, id est)

IDO Indoleamina-2,3-dioxigenase
IFN Interferon

IL Interleucina

ISRS Inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina



KAT
KMO
LPS
LTD
LTP
MAOA
MAPK
MDA
NA
NF«B
NLR
NMDAr
NT-3
PAMPs
PCR
PI3K
PK
SERT
SNC
SNS
STI

TB
TDM
TLR
TNF
tpA
TrkB

Quinurenina aminotransferase
Quinurenina 3-mono-oxigenase
Lipopolissacarideo

Depressao de longa duracgao

Potenciagdo de longa duragdo
Monoaminoxidase A

Proteinas quinases ativadas por mitogenos
Malondialdeido

Noradrenalina

Fator nuclear kappa B

Receptor do tipo NOD

Receptores N-metil-D-aspartato
Neurotrofina 3

Padrdes moleculares associados a patogenos
Proteina C reativa

Fosfatidilinositol 3-quinase

Proteina quinase

Transportador de serotonina

Sistema nervoso central

Sistema nervoso simpatico

Indice de toxicidade sistémica

Transtorno bipolar

Transtorno depressivo maior

Receptor do tipo Toll

Fator de necrose tumoral

Enzima ativadora tecidual do plasminogénio

Receptores tirosina (ou tropomionsina) quinase B



SUMARIO

1 REVISAO DA LITERATURA ....coterrerresrsersenssssssessssssssssessessnes 25
1.1 TRANSTORNOS DE HUMOR .....c.cociiiiiiiiiiiiie ittt 25
1.2 ETIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA DOS TRANSTORNOS DE HUMOR................ 27
1.2.1  Vulnerabilidade genética e estresse: importantes fatores de risco.......c..cceeeeeueee. 27
1.2.2  Neurotransmissores: além da hipotese monoaminérgica..........ccecvvecrcvveceerescnnsnes 30
1.2.3 Sistema imune € iNflAMACAOD ....ceiierrceniienicniicsscsnerecsssssnsesssssssssssssssssssssassesssssssessnaase 34
1.2.4  Neurotrofinas: o papel do BDNF........uiiiiiiiiiissiiiseinsnninsenccsssecssencsssecsnnees 40
1.2.5  Estresse oxidativo: ativador e amplificador da resposta imune..............ccceuueee.. 43
1.3 BHE: POSSIVEL MEDIADORA DAS ALTERACOES PERIFERICO-CENTRALIS 46
1.4  MODELOS ANIMAIS DE TRANSTORNOS DE HUMOR .......ccccoeiiiiiiiiiiiicene 48
1.4.1  Modelo de inflamacio aguda induzido por LPS 50
1.4.2  Modelo de estresse cronico moderado e imprevisivel (CUMS) ......ccocevveresunesunee 52
1.43  Modelo de hiperatividade induzida por anfetamina (AMPH) 54
1.5 PERSPECTIVA DE NOVOS ALVOS TERAPEUTICOS.......co.cooovvvrerreeeeeernaans 58
1.5.1 Agonistas do receptor do peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) ................... 58
2 OBJETIVOS auiiininnernennnnnnnessessessessessissesssssssssssssssssessssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssss 63
2.1 OBJETIVO GERAL ...ttt sttt e 63
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ouooeeeeeeeeee e 63
3 ARTIGO CIENTIFICO L..uuuvreereerressensssssssssssssesssssssssssssssssesssssssssssssssessesssssssssassassessaes 65
4 ARTIGO CIENTIFICO ILu.ocurrsrereesressessssessesssssssssessassessssssssssessassssssessassasssssssssassassases 97
5 ARTIGO CIENTIFICO III 117
6 DISCUSSAOQ ..cucouniinniirnncasiisnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmsssssssssmsssssssssssssssssssssssasss 145
7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS .....cooveetneuernnensnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssessasssssasans 153
REFERENCIAS ....ocuetesvessesessiessesssssssssssssesssssssssssssssssssessssssssssssassesssssssssessssassassasssssssses 155

ANEXO A — OUTRAS PUBLICACOES ....coooueeerererererernssesesesesesessssssssesesesssesessssssesssses 183






25

1 REVISAO DA LITERATURA
1.1 TRANSTORNOS DE HUMOR

Os transtornos de humor sdo doengas mentais graves, recorrentes e complexas, com alta
prevaléncia na populagdo mundial, e que afetam primariamente o estado emocional ou humor
do individuo — sendo os mais comuns o transtorno depressivo maior (TDM) e o transtorno
bipolar (TB) (WITTCHEN, 2012). Segundo o National Institute of Mental Health, cerca de
21,4% dos individuos adultos apresentam algum episodio depressivo ao longo da vida, sendo a
prevaléncia estimada em 9,7% (NIMH, 2017a). Atualmente, os transtornos de humor sdo
considerados um espectro de doencas do sistema nervoso central (SNC) associados a multiplas
etiologias (RUIZ et al., 2018). Sem uma unica causa definida, multiplos fatores que contribuem
para o desenvolvimento dos transtornos de humor ja foram descritos, bem como predisposi¢ao
genética e fatores ambientais (AUDET et al., 2014; BAO; SWAAB, 2019; LAU; ELEY, 2010;
PISHVA; RUTTEN; VAN DEN HOVE, 2017).

O TDM, também conhecido como depressdo unipolar, ¢ um dos transtornos de humor
mais prevalente, afetando cerca de 4,4% de individuos adultos na populacdo mundial —e 5,8%
no Brasil —, sendo mais frequente em mulheres do que homens em uma razdo de 2:1 (WHO,
2017a). Em 2017, o TDM foi destaque da campanha da Organizagdo Mundial de Saude, a qual
projetou que em 2030 o mesmo sera a condicdo mais prevalente no mundo (WHO, 2011,
2017b). Segundo o Manual Estatistico Diagndstico da Associagdo Norte-Americana de
Psiquiatria - 5* edicdo (DSM-5), o TDM ¢ caracterizada clinicamente como um transtorno
heterogéneo, que frequentemente se manifesta com sintomas psicologicos, comportamentais e
fisiolégicos (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Individuos com TDM
apresentam um declinio do humor clinicamente significativo associado a um comprometimento
da funcionalidade. A depressdo ou episodio depressivo maior ¢ definido principalmente pela
ocorréncia de pelo menos duas semanas de humor deprimido ou perda de interesse na maior
parte das atividades, o que caracteriza a anedonia. Este sintoma quando acompanhado de pelo
menos quatro sintomas adicionais de depressdo — como sentimento de desesperanca, desvalia,
culpa, desamparo — e associado a outras alteragdes — como perda de apetite e sono, fadiga,
retardo ou agitacdo psicomotora, diminui¢do do desempenho sexual, dificuldade de
concentracao e raciocinio e pensamentos recorrentes sobre a morte, permite o diagnostico deste

transtorno de humor.
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O TB afeta certa de 2,8% dos individuos adultos, ocorrendo em ambos os sexos na
mesma propor¢do (NIMH, 2017b). Diferentemente do TDM, este transtorno ¢ caracterizado
por episodios recorrentes de mania ou hipomania e depressao, sendo classificado em TB tipo |
e tipo II, respectivamente (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Em
contraste ao episddio depressivo, a mania caracteriza-se por um periodo anormal de humor
elevado e da energia dirigida a certos objetivos com duragdo minima de uma semana. Ainda,
esta alteracdo de humor deve estar acompanhada de pelo menos trés outros sintomas como
autoestima inflada, reducdo da necessidade de sono, press@o na fala e distratibilidade, além de
estar associada a perda de funcionamento social e profissional. Na hipomania, estes sintomas
também devem estar presentes, mas com uma duracdo minima de quatro dias. Sendo assim, no
TB tipo I, os individuos apresentam episodios depressivos maiores — como descrito no TDM —
e pelo menos um episddio maniaco maior, enquanto que no TB tipo I sdo observados episodios
depressivos maiores e episddios hipomaniacos. Ambos os tipos apresentam sintomas que
envolvem alteragdes no humor, na cogni¢do ¢ no comportamento, sendo a intensidade dos
sintomas variavel e acarretando em prejuizos no desempenho das atividades diarias, além do

sofrimento pessoal.

Conforme mencionado, individuos com transtornos de humor apresentam déficits
cognitivos em distintos dominios neuropsicologicos como memoria e aprendizado, memoria de
trabalho, fungdo executiva, velocidade de processamento e atencdo (PANCHAL;
KALTENBOECK; HARMER, 2019). Estas alteragdes acontecem tanto durante os episddios
agudos da doenga, seja depressivo ou de mania, quanto durante a eutimia — estado caracterizado
pela remissdo dos sintomas (MARTINEZ-ARAN et al.,, 2007; PETERSEN; PORTER;
MISKOWIAK, 2018; TORRENT et al., 2013). Consequentemente, déficits cognitivos tém sido
consistentemente associados a um maior prejuizo psicossocial em areas cruciais do cotidiano,
como no trabalho e nas relagdes sociais, o que implica diretamente na autonomia e qualidade

de vida dos pacientes (DOUGLAS et al., 2018; ROSA et al., 2012, 2014a).

Embora, os transtornos de humor possuam etiologia e fisiopatologia complexas, fatores
pessoais e sociais influenciam consideravelmente no curso dessas doencas. A exposi¢do a
situacdes estressoras no inicio e durante a vida, por exemplo, é capaz de desencadear episodios
depressivos, tanto em individuos com transtorno de humor quanto na populacdo em geral, além
de determinar a gravidade da doenca (CRONKITE et al., 2013; PATTEN, 2013). Entretanto,
ha uma variabilidade interindividual na resposta ao estresse determinada por fatores ambientais

— como a epigenética — que induz uma maior ou menor vulnerabilidade ao TDM e ainda pode
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predizer a resposta ao tratamento (BAGOT et al.,, 2014; MENKE; BINDER, 2014). A
manifestacdo de sintomas psicoldgicos, comportamentais e fisiologicos dificulta o tratamento
dos transtornos de humor que associada a baixa adesdo ao mesmo predispde os pacientes a um
maior risco de recidivas (VIETA et al., 2013). Além dos sintomas ja descritos, individuos com
transtorno de humor desenvolvem comorbidades médicas. Estudos sobre o assunto relatam que
mais da metade dos pacientes estdo acima do peso ou obesos, € um terco sofre com a sindrome
metabolica associada ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares, derrame ¢ diabetes

mellitus do tipo II (KEMP et al., 2010).

Portanto, a compreensao do que ja foi descrito até o momento e o desenvolvimento de
novos estudos acerca da fisiopatologia dos transtornos de humor torna-se muito relevante para
a area da Psiquiatria. Além disso, por serem caracterizados como heterogéneos, a busca por
novos alvos terapéuticos que possibilitem um tratamento mais personalizado podera contribuir
com o aumento das taxas de remissdo bem como reduzir o sofrimento do paciente ¢ de seus

familiares.

1.2 ETIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA DOS TRANSTORNOS DE HUMOR

1.2.1 Vulnerabilidade genética e estresse: importantes fatores de risco

Muitos estudos de familias e irmaos ja demonstraram as influéncias genéticas e,
principalmente, a suscetibilidade associada ao surgimento dos transtornos de humor.
Aparentemente, o TB possui um carater genético associado mais forte que o TDM. Dados mais
recentes de coortes familiares estimam que a herdabilidade do TB seja de 58% e da DM 28-
44% (FERNANDEZ-PUJALS et al., 2015; SONG et al., 2015). Entretanto, at¢ 0 momento nao
foi identificado um unico locus que indicasse risco para o desenvolvimento de transtornos de
humor, mas varios ja foram associados — o que indica uma heterogeneidade na etiologia desses
transtornos (KERNER, 2015) — para uma revisdo da literatura vide Craddock and Forty (2006).
Devido a importancia da hipdtese monoaminérgica (discutida na secdo 1.2.2) na fisiopatologia
dos transtornos de humor, polimorfismos em enzimas responsaveis pela degradacdo de
monoaminas (como a monoaminoxidase A, MAOA) e catecolaminas (como a catecol-O-
metiltransferase, COMT), bem como no transporte de serotonina (como o transportador de
serotonina, SERT) foram associados ao TB nas primeiras meta-analises acerca do assunto

(CRADDOCK; FORTY, 2006; LAU; ELEY, 2010). No TDM, existem alguns genes candidatos
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que também envolvem os transportadores de serotonina (genes SHTTP e HTR1A) e dopamina
(genes SLC6A3 e DRD4), bem como outros que estdo envolvidos com processos metabdlicos
(genes MTHFR, APOE e GNB3) (FLINT; KENDLER, 2014). Outro polimorfismo importante
e frequentemente associado aos transtornos de humor é o Val66Met, um polimorfismo no gene
que codifica o fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) associado a dificuldade do
processamento e transporte desta neurotrofina para locais de sinapse (LAU; ELEY, 2010).
Individuos que possuem este polimorfismo parecem apresentar uma maior vulnerabilidade em
desenvolver transtornos de humor, bem como exibem alteragdes cognitivas (HOSANG et al.,
2014; LEE et al., 2016; POST, 2007). Assim, alteragdes genéticas per se contribuem para a
suscetibilidade individual, mas sdo apenas um dos fatores etioldgicos e fisiopatologicos dos

transtornos de humor.

Associados a vulnerabilidade genética, eventos estressores ao longo da vida sdo
importantes gatilhos no desenvolvimento dos transtornos de humor. Em um estudo com irmaos
gémeos, Kendler e cols. (2001) observaram que, independente do risco genético associado,
eventos estressores ao longo da vida e episddios depressivos prévios sdo importantes preditores
de risco para o TDM. Fisiologicamente, situacdes de estresse agudo promovem a liberagdo de
adrenalina e noradrenalina (NA) de inervagdes do sistema nervoso simpatico (SNS), bem como
a ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) (LUCASSEN et al., 2014). Em relagdo
ao eixo HPA, o hipotalamo ¢ ativado produzindo o hormoénio liberador de corticotrofina (CRH)
que exercera sua funcdo na hipdfise liberando o horménio adrenocorticotrofico (ACTH) que,
por sua vez, age na zona cortical da glandula adrenal promovendo a secre¢do do cortisol (e
corticosterona em ratos). O cortisol age em receptores de glicocorticoides (GRs) presentes no

SNC e na periferia e contribui para um importante mecanismo de autorregulacdo deste eixo.

Nos transtornos de humor, pacientes apresentam um desequilibrio desta
retroalimentacao negativa do eixo HPA, o que caracteriza uma maior suscetibilidade ao estresse
(FRIES et al., 2014; MILLER; MALETIC; RAISON, 2009). Assim, individuos com TDM e
TB apresentam hipercortisolemia, que também repercute negativamente na fun¢do cognitiva
dos mesmos (FRIES et al., 2014; KELLER et al., 2017). Acredita-se que esta hiperatividade do
eixo HPA esteja associada a alteragdes na funcdo dos GRs como resultado de uma modulagdo
bidirecional entre o sistema imune e o eixo HPA, detalhado na Figura 1 (FRIES et al., 2014;
MILLER; PARIANTE; PEARCE, 1999; PARIANTE; MILLER, 2001). Inicialmente, o
estresse psicossocial é capaz de ativar o sistema imune periférico e central por acdo do SNS.

Em um segundo momento, ocorre a ativagdo do eixo HPA e o cortisol secretado age nos GRs
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periféricos, presentes em monoécitos e macrofagos, exercendo um efeito anti-inflamatério
(MILLER; MALETIC; RAISON, 2009). Em condi¢Ges de estresse cronico ou hiperatividade
do eixo HPA, o sistema imune se torna resistente a agdo dos glicocorticoides. Nas células
imunes, a ativagdo de vias inflamatérias — principalmente a do fator nuclear kappa B (NFxB) —
gera uma alterago na translocag@o dos GRs do citoplasma para o niicleo, bem como diminui a
expressdo da forma ativa do receptor (PACE; HU; MILLER, 2007). Portanto, a ativagdo cronica
desta circuitaria é que promove efeitos deletérios, como alteragdes no metabolismo de
neurotransmissores (incluindo monoaminas e glutamato), na secre¢do de neurotrofinas e na

fungdo do sistema imune (BAO; SWAAB, 2019).
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Figura 1. Relacdo da ativacdo do eixo HPA e da inflamacdo na resposta ao estresse. Condi¢oes
estressoras (i.e., estresse psicossocial) ativam o eixo HPA (1). As catecolaminas secretadas pelas
terminagdes nervosas simpaticas acabam por ativar células do sistema imune (2), favorecendo o
deslocamento de NFxB para o nucleo e a libera¢do de citocinas inflamatérias (3). No SNC, as citocinas
pro-inflamatoérias também ativam o NF«kB (4), contribuindo para a redugo da producdo de neurotrofinas
(e.g., BDNF) e a alteragdo do metabolismo monoaminérgico e glutamatérgico (5). O CRH também
estimula a secrecdo de ACTH, que por sua vez promove a liberagdo de cortisol (6). No estresse agudo,
a liberagdo de cortisol tem um efeito anti-inflamatorio potente (7). Porém, em condigdes de estresse
cronico, as citocinas inflamatodrias produzidas diminuem a translocagdo e expressao de GR (7). Fonte:

modificado de Miller; Maletic; Raison (2009).
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Assim, as alteracdes genéticas e de resposta ao estresse sdo fatores importantes no
aparecimento de sintomas de humor, contribuindo significativamente para a suscetibilidade a
outros fatores fisiopatologicos (ANISMAN, 2009). Além das alteragdes dos niveis de
monoaminas, vem sendo associados aos transtornos de humor um aumento de pardmetros
inflamatorios e de estresse oxidativo com reducdo das concentragcoes de neurotrofinas. Portanto,
as alteracOes periféricas e centrais associadas contribuem para o entendimento de que os
transtornos de humor sdo atualmente considerados doengas multissist€émicas. A importancia e
a relag@o destes processos com as alteragdes de neurotransmissores € a interrelagdo entre os

mesmos serdo discutidas nas proximas segoes.

1.2.2 Neurotransmissores: além da hipotese monoaminérgica

Desde a metade do século XX, a hipotese monoaminérgica ¢ a mais aceita ¢ uma das
principais explicagdes para as bases neurobiologicas dos transtornos de humor (LIU; ZHAO;
GUO, 2018). Logo, as alteragdes de humor, principalmente episddios depressivos, tem por
causa a reducdo dos niveis centrais de monoaminas, serotonina (5-HT), dopamina (DA) e NA
— inicialmente proposto por Heninger et al., (1996) —, sendo um dos principais alvos das terapias
antidepressivas atuais a modulagdo destes neurotransmissores, que se da principalmente pela
inibi¢do da recaptagdo ou inibicdo do metabolismo das monoaminas. Resultados de estudos
post mortem e de neuroimagem indicam que a menor disponibilidade das monoaminas ainda
pode ser resultado de uma diminuicdo da funcdo dos transportadores, bem como da
sensibilidade dos receptores, da reducdo de vesiculas sindpticas ou da remo¢do das mesmas na
vesicula sinaptica por acdo da MAO (JESULOLA; MICALOS; BAGULEY, 2018;
KAMBEITZ; HOWES, 2015; MEYER, 2017; RUIZ et al., 2018).

A 5-HT ¢ produzida por neurdnios localizados no nucleo da rafe no tronco encefélico,
que enviam projecdes serotoninérgicas para regides corticais envolvidas com diferentes
comportamentos, como cogni¢do, humor, apetite e sono (YOHN; GERGUES; SAMUELS,
2017). Apesar de seu papel importante como neurotransmissor, apenas 10% de 5-HT ¢
produzido no nucleo da rafe, sendo o restante de origem periférica, especificamente de células
enteroendocrinas (MARTIN et al., 2017). No SNC, além dos neurdnios, os astrocitos ¢ a
microglia também expressam receptores serotoninérgicos. Existem diferentes subtipos de

receptores de 5-HT que na sua maioria sdo acoplados a proteina G (MARTINOWICH; LU,
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2008). Além da possibilidade de ligar-se a receptores pré- e pos-sinapticos, a 5-HT liberada na
fenda sinaptica ainda pode ser recaptada pelos seus transportadores — SERT, que sdo alvos da
terapia antidepressiva — resultando em uma modulacio da duragdo do efeito deste
neurotransmissor (KULIKOV et al., 2018). Ao inibir a recaptacdo de 5-HT pelos SERT, os
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), a primeira linha de tratamento do
TDM, aumentam a disponibilidade de 5-HT na fenda sinaptica que por sua vez € capaz de atuar
em seus receptores aumentando a sinaliza¢do serotoninérgica (TACIAK; LYSENKO;
MAZUREK, 2018). Porém, os efeitos antidepressivos no comportamento ndo sdo imediatos,
levando semanas até serem observados, o que levou a hipoteses de que seja necessaria uma
reestruturacdo sinaptica para que sua acao ocorra (KULIKOV et al., 2018). Logo, estudos ja
reportaram que o tratamento cronico com antidepressivos resulta em um aumento da
neurogénese hipocampal, frente a ativacao de receptores 5S-HT1A e 5-HT4 locais, o que parece
favorecer o efeito destes farmacos no comportamento (SEGI-NISHIDA, 2017). Este potencial
neurotrofico da 5-HT estda envolvido com a estimulagdo da produgdo de BDNF
(MARTINOWICH; LU, 2008). De forma geral, ap6s o bloqueio de SERT por acdo dos
antidepressivos, a 5-HT disponivel atua em seus receptores (e.g., 5-HT4, 6 ¢ 7) acoplados a
adenilato ciclase e proteina quinase (PK) A, que por sua vez levam ao aumento da fosforilagao
da proteina de ligagao responsiva ao AMPc (CREB) — sabidamente responsavel pela regulacao
da transcricio de BDNF (KRAUS et al.,, 2017). Ainda, esta relagdo de modulagdo de
plasticidade sinaptica e transmiss@o serotoninérgica parece ocorrer em ambos os sentidos (vide

secdo 1.2.4).

Em condigdes fisioldgicas, o sistema serotoninérgico utiliza triptofano, um aminoacido
essencial, como principal metabodlito para a sintese de 5-HT. Entretanto, elevados niveis de
citocinas inflamatorias favorecem o aumento da expressdo de SERT na microglia e astrocitos
(DANTZER et al., 2008a). Consequentemente, a menor disponibilidade de 5-HT na fenda
sinaptica acarreta em uma maior demanda neuronal de triptofano para a sintese (ANDERSON
et al., 2016). Porém, o aumento de citocinas inflamatérias também acaba por realocar o
triptofano para a via das quinureninas, resultando em uma reducdo da produgdo de 5-HT e no
envolvimento desta via na fisiopatologia dos transtornos de humor (ARNONE et al., 2018;
VANCASSEL; CAPURON; CASTANON, 2018) (Figura 2). A partir do triptofano, a
indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO), a enzima limitante da via, forma a quinurenina, a primeira
molécula estavel e a partir da qual outros dois compostos com acgdes opostas podem ser

formados. Em mamiferos, as enzimas desta via estdo preferencialmente em células nao-
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neuronais, ocorrendo principalmente nas células gliais (MADDISON; GIORGINI, 2015;
SCHWARCZ et al., 2012). Assim, a microglia expressa a quinurenina 3-mono-oxigenase
(KMO) sendo capazes de produzir acido quinolinico, enquanto que a quinurenina
aminotransferase (KAT) é observada nos astrocitos formando acido quinurénico (SCHWARCZ
etal, 2012).
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Figura 2. O envolvimento da via das quinureninas no metabolismo de neurotransmissores. Na periferia,
altos niveis de citocinas inflamatodrias ativam macréfagos aumentando a atividade da enzima IDO (1) e
a formagao de quinurenina (2), que resulta em uma menor quantidade de triptofano para a sintese de 5-
HT e um maior influxo de quinurenina para o SNC. As citocinas inflamatorias e os macrofagos ativados
amplificam a neuroinflamacgdo e, consequentemente, a ativagdo da via das quinureninas no parénquima
cerebral (3). No SNC, a quinurenina pode ser metabolizada por duas vias diferentes formando acido
quinolinico e acido quinurénico (4), compostos que possuem efeitos opostos. Fonte: modificado de

Haroon; Raison; Miller (2012).

O acido quinurénico ¢ uma molécula neuroprotetora com atividade antagonista nao-
seletiva dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDAr) e propriedades antioxidantes
(SCHWARCZ et al., 2012). Ja o acido quinolico favorece a excitotoxicidade por ser capaz de
ativar seletivamente os NMDAr, favorecendo a liberacdo de glutamato ao mesmo tempo que
inibe a recaptacgdo astrocitaria deste neurotransmissor (SCHWARCZ et al., 2012). Portanto, os

compostos formados juntamente com o acido quinolinico pela microglia sdo neurotéxicos, com
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elevada capacidade auto-oxidante, capazes de gerar radicais livre e favorecer a peroxidacao
lipidica (MADDISON; GIORGINI, 2015). Individuos com TB apresentam uma redu¢do no
indice periférico de acido quinurénico/acido quinolinico indicando uma menor concentragao do
composto neuroprotetor (SAVITZ et al., 2015). Além disso, as citocinas inflamatdrias tem um
importante papel na ativacdo da via das quinureninas. Em pacientes com TB e TDM, maiores
niveis séricos de proteina C reativa (PCR), interferon (IFN) v, interleucina (IL) 6 e fator de
necrose tumoral (TNF) a correlacionam-se com maiores concentragdes periféricas de
quinurenina e seus compostos neurotoxicos em detrimento dos niveis de triptofano (SAVITZ
et al., 2015; VAN DEN AMEELE et al., 2018). Ainda, menores concentracdes plasmaticas de
triptofano e dacido quinurénico observadas em pacientes com transtornos de humor
correlacionam-se a gravidade dos sintomas depressivos e poderiam funcionar como um
biomarcador com potencial de predicdo diagnoéstica (LIU et al., 2018).

Porém, a hipdtese monoaminérgica ndo ¢ mais capaz de elucidar completamente a
fisiopatologia dos transtornos de humor. Presume-se que o equilibrio entre impulsos
excitatorios e inibitorios seja essencial para o processamento de informagdes e preservagdo de
func¢des cognitivas. Portanto, novas terapias vém sendo desenvolvidas com o objetivo de
modular também a neurotransmissao de acido gama-aminobutirico (GABA) e glutamato — os
principais neurotransmissores inibitorio e excitatorio, respectivamente (WILKINSON;
SANACORA, 2018). A desregulacao dos niveis destes principais impulsos leva a uma alteragao
da atividade e do estado de repouso neural, que, cronicamente, pode resultar em uma ma
adaptacao destes sistemas neuronais contribuindo para o aparecimento dos sintomas de humor
(FEE; BANASR; SIBILLE, 2017). A propria razao entre GABA e glutamato parece estar
alterada em pacientes com TDM (SANACORA et al., 2004). Ainda ndo hd um consenso sobre
os niveis — tanto periféricos como centrais — destes neurotransmissores em pacientes com
transtornos de humor devido a dificuldade dos estudos em controlar os efeitos de medicacao e
do metabolismo post mortem (BRADY et al., 2013; SANACORA et al., 2008). Mesmo assim,
aparentemente, os pacientes que apresentam uma redu¢do de GABA cortical parecem ter
maiores prejuizos cognitivos, especialmente em rela¢do ao controle inibitorio (BHAGWAGAR
et al., 2008; LUSCHER; SHEN; SAHIR, 2011; SANACORA et al., 2004). Por outro lado, altos
niveis de glutamato ja foram observados no cortex pré-frontal de individuos com TB
(HASHIMOTO; SAWA; 1YO, 2007). Portanto, um melhor entendimento sobre o papel do

GABA e do glutamato na etiologia dos transtornos de humor ¢ fundamental bem como a
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modulacdo destes dois neurotransmissores possibilita a utilizacdo de novas terapias

farmacologicas (HENTER et al., 2017).

1.2.3 Sistema imune e inflamacao

A relagdo das transtornos psiquiatricos com a inflamag¢ao ndo ¢ um assunto tao recente,
mas — devido a falta de efetividade das terapias atuais —a mesma tem atraido aten¢@o de muitos
pesquisadores na ultima década, sendo significativamente implicada na fisiopatologia dos
transtornos de humor (FAGGIONI; BENIGNI; GHEZZI, 1995; ROSENBLAT et al., 2014). O
maior niamero de evidéncias do aumento de parametros inflamatorios ¢ relatado no TDM, mas
esta alteracdo também ¢ observada no TB. Portanto, os transtornos de humor estdo associados
a um estado pro-inflamatoério, possivelmente cronico e de baixa intensidade (do inglés low-
grade), sendo que no TB estes niveis podem variar dependendo do tipo de episdédio de humor
(ROSENBLAT; MCINTYRE, 2016). Um estudo do nosso grupo demonstrou que culturas de
macréfagos expostos ao soro de individuos com TB, em episddios de mania e depressao,
exibiram um aumento na secre¢do de IL-1B e TNFa, quando comparados aqueles macrofagos
tratados com soro de pacientes eutimicos (FERRARI et al., 2018). Esta evidéncia indica que
pode haver uma diferenca na composi¢do plasmatica de pacientes em episodios agudos e em
remissdo, além de sugerir o0 macrofago como perpetuador da inflamagdo sistémica — relagédo

semelhante da microglia com a inflamagao central, como ainda sera discutido nesta se¢ao.

Individuos com TDM apresentam um aumento significativo na produgdo de mediadores
inflamatorios — como PCR, IL-1B e IL-6 e TNFa —, 0 que aparenta ter relagdo direta com o
desenvolvimento dos sintomas depressivos, tanto por interferirem na neurotransmissao
monoaminérgica e catecolaminérgica (HAAPAKOSKI et al, 2015; SPERNER-
UNTERWEGER; KOHL; FUCHS, 2014), bem como por estarem associados a menor
responsividade ao tratamento antidepressivo (HAROON; RAISON; MILLER, 2012;
LANQUILLON et al., 2000). O aumento de TNFa e IL-6 também ja foi relatado no TB ¢
associados a um maior tempo de doenga (KAUER-SANT’ANNA et al., 2009). As alteracdes
de parametros inflamatorios como IL-6 e PCR em individuos com TB s@o mais observadas em
episodios de mania e podem ser dependente de sexo, sendo mais robustas em mulheres
(QUEISSNER et al., 2018). Ainda, o aumento da contagem de leucocitos — em

aproximadamente 23% — j4 foi relatado no TB em individuos eutimicos quando comparados a
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individuos saudéveis, sendo ainda relacionado com o estiagio da doenca (MUNKHOLM;
VINBERG; VEDEL KESSING, 2013; TATAY-MANTEIGA et al., 2017). Dados recentes de
uma coorte retrospectiva de pacientes com doencgas inflamatorias — como doengas intestinais,
esclerose multipla e artrite reumatoide — indicam que hd uma maior incidéncia de transtornos
de humor nestas popula¢des (MARRIE et al., 2017). Evidéncias como estas contribuem para a
hipotese de que alteragdes periféricas, como o aumento de estimulos pro-inflamatorias, podem
atingir o SNC e desencadear os sintomas de humor (FELGER, 2018). Entretanto, ainda nio
existe um consenso sobre o inicio — periférico ou central — das altera¢des na resposta imune em
individuos com transtornos de humor, mas acredita-se que haja uma relacdo bidirecional

(ROSENBLAT et al., 2014).

A hipotese de como estas citocinas inflamatdrias periféricas seriam capazes de atingir o
SNC, e vice-versa, inclui trés possiveis rotas: humoral, neural e celular (Figura 3) (DANTZER
et al., 2008a; MILLER et al., 2013; MILLER; RAISON, 2016). Portanto, existem fatores
iniciadores e facilitadores da ativagdo imune que estdo diretamente associados a alteragdes de
humor. Como mencionado anteriormente, o estresse ¢ um fator preditor importante dos
transtornos de humor capaz de desencadear uma resposta inflamatoria (ANISMAN, 2009;
KENDLER; THORNTON; GARDNER, 2001) — conforme descrito na se¢dao 1.2.1. Ainda,
outro fator muito discutido atualmente e que também esta associado a ativacdo da resposta
imune periférica e central ¢ a disbiose, podendo também ser consequéncia de um fator estressor
(KELLY et al., 2015). O desequilibrio da microbiota intestinal estd correlacionado com a
qualidade de vida do individuo e com a incidéncia de depressao (VALLES-COLOMER et al.,
2019), o que sugere a interagdo de um eixo intestino-cérebro (do inglés, gut-brain axis)

(KELLY et al., 2015; SKONIECZNA-ZYDECKA et al., 2018).

Como consequéncia destes fatores, moléculas conhecidas como padrdes moleculares
associados a danos (DAMPs, do inglés damage-associated molecular patterns) e a patdogenos
(PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular patterns) sao produzidas levando a ativagao
de células do sistema imune, principalmente os monocitos atuando em receptores do tipo Toll
(TLR) e NOD (NLR) (MATHUR; HAYWARD; MAN, 2018). No citoplasma destas células,
ocorre a formagao de inflamassomas com consequente ativacdo de NFxB — importante fator
promotor da transcri¢do de genes inflamatérios — e liberagdo de citocinas pro-inflamatorias
como IL-1f, IL-18, IL-6, IFN e TNF (FLESHNER; FRANK; MAIER, 2017; MATHUR;
HAYWARD; MAN, 2018). Logo, estas citocinas sdo capazes de atingir o SNC ao atravessar a
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barreira hematoencefalica (BHE) e por aferéncia vagal, caracterizando a rota humoral e neural,
respectivamente (Figure 3) (BLUTHE et al., 1994; DANTZER, 2001; QUAN; BANKS, 2007).
Além da ativacdo de células imunes periféricas, situacdes estressoras também levam a ativagdo
dos macrofagos residentes do parénquima cerebral, a microglia (ALBORNOZ; WOODRUFF;
GORDON, 2018; MILLER; RAISON, 2016). Uma vez ativada, a microglia libera fatores
quimiotaxicos que acabam por atrair mondcitos ativados do sangue que, no SNC, intensificam
a neuroinflamacdo — caracterizando a via celular (Figure 3) (HAROON; RAISON; MILLER,
2012).

A amplificacdo da inflamagdo no SNC ¢ essencialmente resultado da ativagdo da
microglia. Assim como os mondcitos e macrofagos da periferia, a microglia possui um papel
importante na prote¢do do parénquima cerebral, permanecendo em constante vigilancia em um
estado de repouso (do inglés, resting state) (NAKAGAWA; CHIBA, 2014). Por possuir uma
alta plasticidade, a microglia pode exibir dois fendtipos principais de ativagdo — o classico ou
pro-inflamatério, e o alternativo ou anti-inflamatério (FRANCO; FERNANDEZ-SUAREZ,
2015). Estes fenotipos de ativagdo sdo denominados M1 e M2, respectivamente. Estimulos
como lipopolissacarideo (LPS), I[FNy e TNFa levam a polarizagdo M1 desta célula e, como
observado na periferia, ha uma amplificacdo do processo inflamatério caracterizado pelo
aumento da expressdo e produgdo de citocinas inflamatorias e espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERNs) (CHERRY; OLSCHOWKA; O’BANION, 2014; FRANCO;
FERNANDEZ-SUAREZ, 2015). Ainda, a ativagdo deste fendtipo pro-inflamatério é capaz de
suprimir a liberagdo de citocinas anti-inflamatorias, produzidas pelo fenotipo M2
(FERRANTE; LEIBOVICH, 2012). Nas mesmas condi¢des patoldgicas que o perfil M1 é
ativado, a polarizacdo M2 ¢ concomitantemente ativada sendo responsavel pelo controle e
reparo do dano (CHERRY; OLSCHOWKA; O’'BANION, 2014). Assim, acredita-se que nos
transtornos de humor haja uma falta de equilibrio na ativagdo destes fen6tipos (NAKAGAWA;
CHIBA, 2014, 2015). Portanto, a hipodtese inflamatoria ja foi corroborada também por
evidéncias em nivel central. Achados de um estudo post mortem indicam que ha um aumento
da densidade de microglia ativada, bem como do recrutamento de macrofagos, no cortex de
individuos depressivos que cometeram suicidio (TORRES-PLATAS et al., 2014). Estudos de
neuroimagem reforcam que existe uma maior ativagdo microglial nos cortex pré-frontal,
cingulado anterior e insula de pacientes em episodios depressivos quando comparados a
individuos controles (SETIAWAN et al., 2015). O mesmo indicio de neuroinflamagao como

resultado da ativagdo microglial ja foi observado no hipocampo de individuos com TB
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(HAARMAN et al., 2014, 2016). Embora seja dificil identificar qual fenoétipo que essas células
apresentam, evidéncias como estas sdo importantes para o entendimento do processo

inflamatorio no SNC de individuos com transtornos de humor.

ESTRESSE SR e,

Mondcito/Macréfago

Intestino

Figura 3. Vias envolvidas na comunicagao entre inflamagao periférica e central. Em consequéncia ao
estresse, moléculas como DAMPs e PAMPs sdo liberadas na periferia (1), que ativam mondcitos e
macréfagos periféricos e vias inflamatorias (2). As citocinas inflamatorias produzidas atingem o
parénquima cerebral apds atravessar a BHE (via humoral) (3) ou por aferéncia vagal (via neural) (4). O
estresse também ¢ capaz de ativar a microglia (1) que pode exibir um fendtipo pré-inflamatdrio e secretar
quimiocinas atraindo mondcitos/macréfagos periféricos ativados para o parénquima cerebral (via

celular) (5). Fonte: modificado de Miller; Raison (2016).

Interessantemente, o tratamento com antidepressivos parece modular as concentragdes
séricas de citocinas inflamatdrias em individuos com transtornos de humor, podendo também
culminar em uma menor ativacdo microglial. Menores concentra¢des de IL-6, TNFa, IL-10 ¢
quimiocinas sdo observadas em individuos com TDM que respondem ao tratamento

antidepressivo, principalmente com ISRS (KOHLER et al., 2017; LINDQVIST et al., 2017).
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No entanto, em aproximadamente um terco dos pacientes que nao respondem ao tratamento
tem sido demonstrado um aumento na concentracdo de citocinas inflamatorias. Neste sentido,
¢ sugerido que a falta de resposta a terapia antidepressiva deva-se, em parte, a uma disfuncao
do sistema imune (HAROON et al.,, 2018). Portanto, ¢ possivel que as citocinas pro-
inflamatorias, de alguma forma, sejam capazes de prejudicar os efeitos dos antidepressivos,
explicando a relacdo das mesmas com a resisténcia ao tratamento — alguns mecanismos
propostos estdo representados na Figura 4. No SNC, os niveis elevados de citocinas pro-
inflamatorias aumentam a expressdo de SERT, afetando diretamente o mecanismo de agdo dos
ISRS (ROBSON; QUINLAN; BLAKELY, 2017). Além disso, estas citocinas inflamatorias ao
ativar tanto macrofagos como microglia redirecionam a quantidade de triptofano disponivel
para a via das quinureninas (discutida na secdo 1.2.2), consequentemente diminuindo a
producdo de 5-HT (MILLER; RAISON, 2016). Com a ativacao desta via, o acido quinolico,
com acdo agonista NMDAr, ¢ sintetizado e promove o aumento de glutamato na fenda sinaptica
(RAMIREZ et al., 2018). Em condi¢des fisiologicas, os astrdcitos sio responsaveis pela
regulacdo da quantidade de glutamato na fenda sinéptica, realizando a remoc¢ao do excesso deste
neurotransmissor (MAHMOUD et al, 2019). No entanto, na presenca de citocinas
inflamatorias, a fungfo astrocitaria fica prejudicada. A agdo destas citocinas sobre o astrocito
ocorre tanto de forma direta ao promover a diminui¢do da recaptacdo e aumento da liberagdo
de glutamato; bem como, indiretamente, ao aumentar o metabolismo tecidual gerando EROs,

apos a ativacao microglial (EFREMOVA et al., 2017, HAROON; MILLER, 2017).

Outra consequéncia importante dos niveis aumentados de citocinas inflamatdrias no
SNC e do excesso de glutamato ¢ a reducdo de BDNF, que também ¢ modulado e necessario
para os efeitos da terapia antidepressiva (BJORKHOLM; MONTEGGIA, 2016). No
hipocampo, as citocinas inflamatérias ativam a via do NFkB, o que leva a amplificagdo da
cascata inflamatdria e, consequentemente, a inibicdo da diferenciacdo neuronal — processo
estimulado pelo BDNF (LEAL; BRAMHAM; DUARTE, 2017) (Figura 4). Assim, a
diminui¢do dos niveis e do efeito desta neurotrofina resultam em alteragdes cognitivas,
prejudicando aprendizado e memoria, constantemente observadas em individuos com
transtornos de humor (LIU et al., 2019), principalmente naqueles que ndo respondem ao

tratamento (BRUDER et al., 2014).
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Figura 4. Efeitos centrais das citocinas inflamatérias no metabolismo de neurotransmissores e na
neuroplasticidade. (1) Citocinas pro-inflamatérias diminuem a disponibilidade de monoaminas na fenda
sinaptica favorecendo a expressdo de seus transportadores (i.e., SERT). Ainda, a presen¢a de macrofagos
ativados ou a ativag@o da microglia resulta no aumento da atividade da IDO, deslocando o triptofano
para a via das quinureninas, aumentando a produgéo de seus metabolitos. (2) A microglia ativada acaba
por produzir acido quinolinico que favorece a liberagdo de glutamato. EROs também gerados pela
microglia alteram a fun¢@o astrocitaria que contribui para a excitotoxicidade e a redugdo de BDNF. (3)
Em regides de elevada neurogénese (i.e., giro denteado do hipocampo), as citocinas pro-inflamatorias —
bem como a ativagdo de vias inflamatérias como do NFxB — prejudicam a fun¢do do BDNF na

plasticidade sindptica. Fonte: modificado de Miller; Raison (2016).

Além das alteragdes de humor, os pacientes frequentemente apresentam comorbidades
médicas associadas, especialmente doencas que culminam com um perfil inflamatério
(ANISMAN; HAYLEY, 2012). A prevaléncia de sindrome metabolica € relativamente alta em
individuos com TDM e TB sendo maior que 30% (DE MELO et al., 2017, VANCAMPFORT
et al., 2015). Logo, individuos com transtornos de humor tem maior risco de desenvolver
doengas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, obesidade e resisténcia a insulina. Da mesma
forma, sintomas depressivos sdo frequentemente observados em individuos com sindrome
metabolica que também ¢ caracterizada por um estado inflamatorio basal, indicando uma inter-
relacdo entre estas condigdes (CAPURON et al., 2008; SAYURIYAMAGATA et al., 2017).

No TB, maiores indices corporais estdo associados a maiores niveis de citocinas inflamatorias,
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mais especificamente concentragdes séricas aumentadas de IL-1a e MCP-1, que, por sua vez,
podem ser preditoras de recidiva de sintoma depressivo (BOND et al., 2016). Assim, em
condi¢des em que ja se observa o envolvimento do sistema imune, como na presenga de
algumas comorbidades, o uso de compostos anti-inflamatérios pode auxiliar na melhora da
resposta as terapias ja existentes (ROSENBLAT; GREGORY; MCINTYRE, 2016). Portanto,
a modulacao do sistema imune com consequente redugdo de fatores pro-inflamatorios pode ser

vislumbrada como uma possibilidade de alvo para novas terapias.

1.2.4 Neurotrofinas: o papel do BDNF

As neurotrofinas sdo polipeptideos essenciais na promog¢do da neurogénese,
neuroplasticidade e diferenciacdo e sobrevivéncia celular, sendo o BDNF uma das principais e
mais abundante neurotrofina do SNC (VON BOHLEN UND HALBACH, 2018). De forma
geral, as neurotrofinas sdo sintetizadas inicialmente como proneurotrofinas. No caso do BDNF,
seu precursor proBDNF sofre processamento proteico por a¢do de proteases, resultando na
formacdo da neurotrofina madura. Em sua conformacdo madura, o BDNF exerce sua agao
neuroprotetora pela ligagdo preferencial a receptores tirosina quinase B (TrkB) e ativagdo de
proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPK), fosfolipase Cy e fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K), vias que promovem diferenciacdo e sobrevivéncia celular e plasticidade
sinaptica (LIMA GIACOBBO et al., 2018). Porém, o proBDNF também age como uma
molécula sinalizador, exercendo efeitos opostos ao BDNF. Ao ligar-se a receptores especificos
(i.e., p75NTR), o precursor do BDNF promove apoptose ¢ inibi¢do do crescimento de neuritos,
além de facilitar a depressdo de longa duracdo (LTD) — condi¢do que leva ao enfraquecimento
da transmissao sindptica (RAFIEVA; GASANOV, 2016). Em humanos, a principal fonte de
BDNF periférico encontra-se nos megacariocitos e plaquetas, mas os efeitos de BDNF de outras
fontes que ndo do SNC ainda necessita esclarecimentos (SASI et al., 2017). J4 no encéfalo, a
expressdo de RNAm e da proteina BDNF sdo maiores no hipocampo, mas ndo sao exclusivos
desta regido. Portanto, a presenca de BDNF no hipocampo permite a renovagao celular local e
o fortalecimento das conexdes sindpticas, resultando na consolidacdo do processo de

aprendizado e memoria (HUANG; REICHARDT, 2001).

A plasticidade sinaptica observada no hipocampo ¢ resultado da potenciacdo de longa

duracdo (LTP) que dependem e sdo facilitados pela presenga de BDNF em terminais pré- e pos-
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sindpticos (BJORKHOLM; MONTEGGIA, 2016). Além de ser controlada pela atividade
neuronal, a expressdo de BDNF também sofre modulagdo decorrentes de estresse e inflamagao.
Condicdes de estresse transientes aumentam a expressao de BDNF, resultando em adaptacao
ao estresse — o que confere resiliéncia (PITTENGER; DUMAN, 2008; SHI et al.,2010). Porém,
elevadas concentragdes de glicocorticoides, decorrentes de estresse cronico ou hiperatividade
do eixo HPA, suprimem a expressdo de BDNF no hipocampo (NUMAKAWA; ODAKA;
ADACHI, 2017; SMITH et al., 1995). Embora o mecanismo pelo qual ocorra essa regulagdo
ndo esteja bem estabelecido, acredita-se que ocorra uma modulagdo bidirecional
(DASKALAKIS et al.,, 2015). Bem como mencionado anteriormente, o estresse também
promove a ativagdo de vias inflamatorias como a do NFkB. Acredita-se que seja por esta via
que a atividade neurogénica do BDNF possa ser bloqueada (KOO et al., 2010; LIMA
GIACOBBO et al., 2018) (Figura 5).

A reducdo da neurogénese e plasticidade sindptica, em decorréncia de estresse e
inflamacdo, contribui para alteragdes estruturais em regides encefalicas (MONJE; TODA;
PALMER, 2003). Por exemplo, o volume hipocampal encontra-se reduzido nos pacientes em
episoddio quando comparado aqueles com remissdo de sintomas, o que leva aos prejuizos
cognitivos observados no TDM e TB (CAO et al., 2016). Portanto, € comum observar a reducao
nas concentracdes periféricas de BDNF nestes individuos. No TDM, pacientes apresentam
concentracdes séricas de BDNF reduzidas em comparacdo a individuos saudaveis, e aqueles
com 0s menores niveis, normalmente, ja experenciaram um maior nimero de episddios
(CATTANEO et al., 2016). Achados em individuos com TB — medicados ou ndo — em
diferentes episddios de humor indicam que as concentragdes séricas de BDNF estdo diminuidas
durante a eutimia, depressdo e mania quando comparadas as concentragdes em individuos
saudaveis (DE OLIVEIRA et al., 2009; MACHADO-VIEIRA et al., 2007; MORA et al., 2019).
Ainda, menores concentracdoes de BDNF estdo associadas a estagios mais avan¢ados da doenca,
enquanto que pacientes com maiores concentracdes apresentam um melhor funcionamento
cognitivo (KAUER-SANT’ANNA et al., 2009; MORA et al., 2019). Estudos post mortem
indicam que as concentragdes de BDNF também estdo reduzidas no cortex pré-frontal de
individuos com TDM (NUNES et al.,, 2018). Enquanto que pacientes tratados com
antidepressivos apresentam aumento de BDNF e da neurotrofina 3 (NT-3) em diversas regides
do cortex, quando comparados a pacientes nao tratados e controles (SHELDRICK et al., 2017).
Ainda, nos individuos ndo tratados, os autores observaram uma reducao de NT-3 no cortex

parietal em comparacdo aos individuos controles.
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Figura 5. Efeito da inflamagdo na modula¢do de mecanismos de neuroplasticidade dependentes de
BDNF. Fatores estressores (1), especialmente cronicos, geram DAMPs e PAMPs que acabam por ativar
macroéfagos e microglia aumentando a expressao de vias pro-inflamatodrias (e.g., NFkB) (2). As citocinas
pro-inflamatorias liberadas favorecem o aumento da expressdao de SERT, reduzindo a disponibilidade
de 5-TH na fenda sinaptica, e ativam vias neuronais que inibem a transcri¢do de BDNF e seus efeitos
neuroprotetores (3). Entretanto, os farmacos antidepressivos, como os ISRS, inibem os SERT,
aumentando a neurotransmissao serotoninérgica que contribui para a transcrigao e a liberagdo de BDNF
(4). O BDNF liga-se com a afinidade ao seu receptor TrkB (5) atuando no fortalecimento e plasticidade
sinaptica (6). Fonte: modificado de Lima Giacobbo et al (2018).

Portanto, o tratamento dos transtornos de humor parece na maioria das vezes contribuir
para o aumento dos niveis de BDNF (NUERNBERG et al., 2016; TRAMONTINA et al., 2009).
Parte desta ativacdo ocorre principalmente pela redugdo da acetilagdo na regido promotora do
gene do BDNF (DWIVEDI; ZHANG, 2015). Da mesma forma, ja foi observado que a maioria
das classes de antidepressivos promovem a autofosforilacdo do receptor TrkB, desencadeando
os efeitos protetores da neurotrofina (AUTRY; MONTEGGIA, 2012; CASTREN; KOJIMA,
2017). Acredita-se que em parte o mecanismo de acdo dos antidepressivos na melhora dos
sintomas ¢ resultado da acdo dos mesmos na neurogénese hipocampal, mediada pelo aumento
de 5-HT, processo importante nas alteragdes de comportamento e na formacgao e fortalecimento

das sinapses (KRAUS et al., 2017). Conforme mencionado, a liberacdo de BDNF ¢ dependente
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de atividade neuronal, incluindo a neurotransmissdo serotoninérgica. Porém, o BDNF liberado
também acaba por modular a atividade da 5-HT ao promover o aumento da expressao de SERT
(MARTINOWICH; LU, 2008). Consequentemente, haverda uma redugdo na expressdo do
BDNF, funcionando como um mecanismo de retroalimentacdo negativa. Nos transtornos de
humor, o aumento dos niveis de citocinas inflamatdrias contribui para uma exacerbada
expressdo de SERT por neurénios, disponibilizando menos 5-HT na fenda sinaptica, bem como
BDNF (HAASE; BROWN, 2015). Em contrapartida, o tratamento cronico com
antidepressivos, como os ISRS, promove o aumento da disponibilidade de 5-HT, pelo bloqueio
da sua recaptacdo, que resulta em uma maior atividade neuronal e em longo prazo promove um
aumento da expressao de BDNF por vias dependentes de CREB fosforilado — conforme descrito

na se¢do 1.2.2 (Figura 5).

Assim, o papel do BDNF na fisiopatologia dos transtornos de humor ¢ ainda
corroborado pelo fato do tratamento com antidepressivos e estabilizadores de humor, por
exemplo, melhorarem a sintomatologia clinica correlacionando-se com maiores concentracdes
periféricas de BDNF (BJORKHOLM; MONTEGGIA, 2016; BRUNONI; LOPES; FREGNI,
2008; KAPCZINSKI et al., 2008). Porém, apenas o aumento da neuroplasticidade por parte dos
antidepressivos parece ndo ser suficiente para os seus efeitos antidepressivos, o que reforca a
importancia do entendimento das interrelacdes dos mecanismos fisiopatologicos dos

transtornos de humor.

1.2.5 Estresse oxidativo: ativador e amplificador da resposta imune

Todos os processos celulares mencionados até agora — como fosforilagao de receptores,
ativacdo de fatores de transcri¢do, apoptose celular, resposta imune e diferenciagdo celular —
sdo dependentes da producdo de espécies reativas (PIZZINO et al., 2017). Assim, baixos niveis
de EROs e ERNs desempenham um papel importante no funcionamento celular em condicdes
fisiologicas, podendo ser danoso quando ndo ocorrer de forma controlada e compensatéria. O
aumento dos processos oxidativos, resultando em uma maior produgdo de EROs, associado a
reducdo da capacidade antioxidante é capaz de promover danos oxidativos a membrana celular,
a proteinas e ao material genético podendo levar a apoptose (MORRIS et al., 2018). Logo, o
estresse oxidativo esta relacionado ao inicio e progressdo de diversas doengas, incluindo os

transtornos de humor (BLACK et al., 2015).
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De forma geral, individuos com transtornos de humor apresentam niveis periféricos
aumentados de marcadores biologicos de estresse oxidativo (SOWA-KUCMA et al., 2018). No
TDM, além do aumento de marcadores inflamatorios, os pacientes apresentam maiores
concentragdes séricas de parametros de estresse oxidativo como F2-isoprostanos, 8-OH 2-
desoxiguanosina e malondialdeido (MDA), que também correlacionam-se com a falta de
resposta aos ISRS (JIMENEZ-FERNANDEZ et al., 2015; LINDQVIST et al., 2017). Além
disso, a atividade de importantes enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase, estdo
reduzidas em pacientes com TDM, quando comparados a controles saudaveis, e correlacionam-
se com a severidade dos sintomas depressivos (CAMKURT et al., 2016). A atividade reduzida
de glutationa também ja foi observada em individuos com TDM e TB, sendo a forma oxidada
mais presente (GAWRYLUK et al., 2011; ROSA et al., 2014b). Da mesma forma como ocorre
com o BDNF, o tratamento com antidepressivos e estabilizadores de humor ainda parece
melhorar a resposta a danos oxidativos, reduzindo a formagao de compostos oxidativos danosos
e aumentando a capacidade antioxidante nos pacientes (BEHR; MOREIRA; FREY, 2012;
BENGESSER et al., 2016; LIU et al., 2015).

EROs ¢ ERNs sdo consideradas ativadoras de vias inflamatorias. A oxida¢ao e nitracdo
de componentes celulares leva a formagcdo de DAMPs e PAMPs que sdo reconhecidas por
receptores especificos gerando ativag@o de vias inflamatdrias — como do inflamassoma e NFxB
(conforme descrito na se¢do 1.2.3) (CHATTERIJEE, 2016). As alteragdes conformacionais
proteicas resultam na disfung@o da sua atividade e sinalizagdo para sua degrada¢do (LUGRIN
et al.,, 2014). Enquanto que a oxidag¢do de acidos graxos presentes na membrana celular
desencadeia uma reagdo de peroxidacdo lipidica e aumenta a permeabilidade desta estrutura,
que associada a danos ao DNA, também causados por EROs e ERNS, ativam vias de apoptose
celular (LUGRIN et al., 2014). Evidéncias acerca do TDM, indicam que a alteragdo estrutural
destes componentes celulares, decorrentes do estresse oxidativo, pode formar neoantigenos —
estruturas com alta imunogenicidade capazes de desencadear respostas autoimunes (MAES et
al., 2011). Porém, a formacgdo de radicais livres também é uma consequéncia do processo
inflamatorio (Figura 6). Conforme mencionado anteriormente, a ativagao de células do sistema
imune, como os monocitos, também resulta na produgdo de EROS e ERNS e, por sua vez, estas
espécies reativas também ativam vias que levam a amplificacdo da resposta inflamatoria. Sem
o intermédio do sistema imune, o estresse psicossocial também ¢é capaz de alterar o equilibrio

entre compostos oxidantes e antioxidantes, gerando um estado pro-oxidativo — normalmente
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por reducdo de glutationa — que ¢ favorecido pela excitotoxicidade glutamatérgica (SALIM,

2017).
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Figura 6. EROs/ERNs como promotores e produtos da inflamagao. O estresse psicossocial (1), além de
promover a ativagdo de macrofagos ou microglia (2), também gera estresse oxidativo (2). Este processo
¢ caracterizado pelo aumento da producdo de EROs e ERNs capazes de interagir com diversos
componentes celulares. Logo, DAMPs sdo geradas e também ativam macrofagos e microglia que
produzem EROs/ERNSs (3). Ainda, o aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatérias em nivel central
promove alteragdo do metabolismo de diversos neurotransmissores (4). A excitotoxicidade
glutamatérgica, por exemplo, € um importante fator que contribui para o aumento do estresse oxidativo

e seus danos associados (5).

A relacdo entre os mecanismos fisiopatologicos dos transtornos de humor é complexa,
mas € capaz de explicar a manifestagdo dos sintomas de humor, bem como a falta de resposta
ao tratamento em algumas situacdes. Kapczinski e cols. (2010) foram os primeiros a avaliar en
bloc parametros neurotroficos, de estresse oxidativo e inflamatdrios em sangue periférico de

individuos com TB, atribuindo um indice de toxicidade sistémica (systemic toxicity index, STI).
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Durante episoédios de humor, os pacientes apresentaram um STI mais elevado quando
comparados a individuos eutimicos e saudaveis. Ainda, mesmo durante a eutimia, o indice nos
pacientes era mais elevado que em individuos saudaveis (KAPCZINSKI et al., 2010). Este
achado corrobora e resume as evidéncias até agora apresentadas acerca de pardmetros
inflamatorios, neurotroficos e de estresse oxidativo, bem como da suporte para o carater multi-
sistétmico dos transtornos de humor. Portanto, mesmo que estressores psicossociais sejam
capazes de ativar vias inflamatdrias no SNC, elevados indices de toxicidade sistémica parecem
contribuir significativamente para a fisiopatologia e sintomatologia destes transtornos,

indicando uma comunicag¢do entre as alteracdes periféricas e centrais.

1.3 BHE: POSSIVEL MEDIADORA DAS ALTERACOES PERIFERICO-CENTRAIS

Na metade do século XX, presumia-se que o SNC tinha privilégio imune (do inglés,
immune privilege), ou seja, era capaz de tolerar a presenca de antigenos sem desencadear uma
resposta imune. Este conceito estava fundamentado no fato do SNC estar isolado do sistema
imune por mediacdo da BHE e pela falta de um sistema de drenagem linfatica classico e de
imunocompeténcia da microglia, e que posteriormente foi refutado (CARSON et al., 2006;
LOUVEAU; HARRIS; KIPNIS, 2015). Conforme discutido na secao 1.2.3, a inflamagao
periférica é capaz de desencadear uma resposta inflamatéria central, bem como os fatores
estressores (DANTZER et al., 2008a). Assim, na tentativa de identificar uma interface que
contribua e correlacione as alteragdes periféricas e centrais observadas nos transtornos
psiquiatricos, estudos da ultima década vem atribuindo destaque a alteragdo da permeabilidade

da BHE (NEUWELT et al., 2011).

A BHE ¢ composta por células endoteliais dos capilares cerebrais (BEC) justapostas —
unidas por proteinas de oclusdo do tipo tight junction —, pericitos e astrocitos (ABBOTT;
RONNBACK; HANSSON, 2006). Esta organizacio estrutural ¢ o que permite o controle do
transporte de substancias entre o sangue ¢ o parénquima cerebral. A passagem de moléculas
pela BHE pode ocorrer por difusdo transcelular para substancias pequenas e lipofilicas, por
intermédio de proteinas carreadoras para moléculas aquosas, por transcitose mediada por
receptor para moléculas maiores (como peptideos) ou por transcitose independente de receptor
(ERICKSON; BANKS, 2018). Portanto, a alteragdo da permeabilidade (ou ruptura) da BHE

permite que substancias com acesso restrito ao parénquima cerebral sejam capazes de atravessa-
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la, como a albumina, sendo decorrente de uma reducdo da expressdo de tight junctions e danos

as BEC.

Evidéncias indicam que alteracdes na homeostase da BHE podem estar associadas ao
aumento nos niveis periféricos de citocinas inflamatorias e de EROs ¢ ERNs (PATEL; FREY,
2015; PFAU; MENARD; RUSSO, 2018; SHALEV; SERLIN; FRIEDMAN, 2009). As BEC,
por exemplo, possuem receptores TLR e NLR, cuja a expressdo ¢ modulada por PAMPs e
DAMPs (e.g. LPS, citocinas pré-inflamatorias, EROs/ERNs) como mencionado previamente
(se¢do 1.2.3). As proprias citocinas inflamatdrias, em sua grande maioria, sdo capazes de
atravessar a BHE — sendo caracterizado por um transporte saturavel e seletivo (QUAN;
BANKS, 2007). Ja a passagem de células imunes provenientes da periferia € um processo mais
restrito e altamente regulado. Acredita-se que em condig¢des fisiologicas esta migracdo nao
ocorra ou ocorra com baixa frequéncia (ERICKSON; BANKS, 2018). Entretanto, linfocitos T
sdo encontrados nos plexos coroides € nos espagos inter-meninges e podem secretar fatores
soltveis (e.g., IFNy), capazes de atingir o parénquima cerebral e, at¢ mesmo, modular o
comportamento conforme observado em modelos animais (FILIANO; GADANI; KIPNIS,
2017).

Dada a importancia da inflamagao na fisiopatologia dos transtornos de humor, estudos
envolvendo a ativacdo de resposta inflamatoria periférica permitem elucidar o papel da BHE
como mediadora da inflamagao no eixo periférico-central. Por exemplo, a administracao aguda
de LPS ¢ capaz de induzir a ativacdo imunologica e, portanto, uma resposta inflamatoria; bem
como promover alteragdes comportamentais como o sickness behavior e o comportamento tipo-
depressivo (vide secao 1.4.1). Estes mecanismos foram revisados e compilados por Erickson e
Banks (2018) e estdo representados na Figura 7. Embora ja se saiba que doencas do SNC estdo
associadas a um aumento da permeabilidade cerebrovascular, ainda ndo hd um consenso quanto
a alteragdo de permeabilidade da BHE ser causa ou consequéncia destas doengas (NEUWELT
et al., 2011). Portanto, o entendimento das alteragdes estruturais e funcionais da BHE em
condicdes fisiologicas e patologicas devem ser melhor estudadas e exploradas com o intuito de
contribuir para o entendimento da fisiopatologia de doengas como os transtornos de humor e o

desenvolvimento de novas terapias farmacologicas.
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Figura 7. Mecanismos de interagdo da inflamacao periférica com a BHE e efeitos centrais. A alteragéo
da permeabilidade da BHE parece estar relacionada ao dano as BEC ou com a alteragdo da expressao
das tight junctions. A ativagdo de macrofagos e mondcitos leva a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias e EROs/ERNs (1). As citocinas inflamatérias contribuem para a diminuig@o da expressio
de tight junctions (e.g., TNFa) (2), além de atravessarem a BHE ativando a microglia, promovendo
neuroinflamacdo e prejudicando o metabolismo de neurotransmissores (3). A ativagdo da IDO (1),
também por efeito das citocinas pro-inflamatorias (e.g., IFNYy), ativa a via das quinureninas e aumenta
o metabolismo do triptofano (4). Consequentemente, ¢ observada uma reducdo da sintese e
disponibilidade de 5-HT, aumento da excitoxicidade glutamatérgica e diminui¢do de mecanismos
neuroprotetores (e.g., BDNF). EROs/ERNs também podem contribuir para o aumento da
permeabilidade da BHE ao danificarem componentes celulares das BEC (5) (e.g., oxidagdo de lipidios

e proteinas da membrana celular).

1.4 MODELOS ANIMAIS DE TRANSTORNOS DE HUMOR

Até o momento, varios modelos animais que mimetizam comportamentos tipo-
depressivos ou tipo-maniacos e que apresentam fenotipos comparaveis a clinica sao utilizados
para elucidar os mecanismos fisiopatoldgicos dos transtornos de humor. Porém, um modelo
ideal seria aquele que apresentasse analogia de sintomas com a clinica, alteracdes
comportamentais evidentes e mensuraveis, concordancia entre avaliadores, resposta ao

tratamento com antidepressivos, facil reprodutibilidade e, se possivel, similaridade a etiologia
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da patologia — o que caracterizam as validades de um modelo animal (Tabela 1) (CZEH et al.,

2016).

Tabela 1. Validades e aplicabilidade de modelos animais de transtornos de humor.

Validade Definicao Aplicabilidade
Construto O quanto o modelo reproduz dos Suscetibilidade a estressores e
aspectos etioldgicos e apresentacdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos neurobioldgicos, como a disfungédo
monoaminérgica
Face O quanto o modelo animal mimetiza ~ Comportamentos classicos tipo-
as manifestagoes clinicas depressivos (como anedonia) e/ou tipo-

maniacos (hiperatividade)
Preditiva O quanto o modelo animal responde ~ Responsividade especifica e seletiva a
aos tratamentos que sdo eficazes na farmacos ou compostos sabidamente
clinica antidepressivos ou estabilizadores de

humor

Considerando as hipoteses apresentadas quanto a fisiopatologia dos transtornos de
humor e os achados clinicos, aqueles modelos animais que associam fatores ambientais (i.e.,
estressores) representariam melhor o que ocorre nestes transtornos pela importancia do estresse
como um fator de risco (validade de construto). Os sintomas de humor sdo essenciais para o
diagnodstico e, portanto, modelos animais também devem apresentar alteragdes
comportamentais semelhantes as manifestacdes clinicas e que sejam de facil mensuracao
(validade de face). Logo, os modelos animais de transtornos de humor deveriam apresentar de
forma geral um aumento de pardmetros inflamatorios, associados a reducdo de fatores
neurotroficos e ao aumento de pardmetros de estresse oxidativo tanto na periferia como no
encéfalo. Assim, seria possivel indicar se as alteragdes comportamentais estariam relacionadas
as alteragGes bioquimicas nos modelos animais; e que, assim como ocorre nos pacientes,
deveria ser melhorada com o uso das primeiras linhas de tratamento, como os antidepressivos
(validade preditiva). Modelos animais do TDM estdo muito mais difundidos na pesquisa pré-
clinica e, portanto, sdo mais estabelecidos, porém ainda ha a necessidade de se estabelecer um
modelo que melhor represente o TB. As particularidades de cada modelo animal utilizado neste

trabalho estdo descritas nos topicos seguintes.
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1.4.1 Modelo de inflamacao aguda induzido por LPS

O desencadeamento da resposta imunologica inata pode ocorrer a partir da ativagao dos
receptores TLR na presenca de antigenos especificos. Os LPS s3o endotoxinas presentes na
parede celular de bactérias gram-negativas, consideradas PAMPs, e capazes de se ligar ao TLR4
desencadeando a ativagdo das vias da MAPK e do NFkB (BOHANNON et al., 2013;
CHMIELA; MISZCZYK; RUDNICKA, 2014). Conforme descrito anteriormente, todos estes
fatores culminam no aumento da expressdo de citocinas e outros mediadores inflamatorios,
como EROs e ERNs, importantes para a resposta imune inata e para o reparo tecidual (LUGRIN

etal., 2014).

Usualmente, na pesquisa pré-clinica, a administragdo de LPS segue um protocolo agudo
de unica ou repetidas doses que, em até 2 h, € capaz de promover o aumento das citocinas
inflamatorias no soro e no encéfalo de roedores (ERICKSON; BANKS, 2011). Aumento que,
conforme mencionado anteriormente, € observado em individuos com transtornos de humor
(MAES et al., 1992; SLUSARCZYK et al., 2016; SWARDFAGER et al., 2016). O LPS induz
principalmente a expressao de IL-1a, IL-1B,TNFa e IL-6 (DANTZER, 2001). Os achados mais
recentes deste modelo, com protocolo semelhante ao utilizado neste trabalho, estdo resumidos
na Tabela 2. Portanto, pode ser observado que, associado ao aumento de citocinas inflamatorias
no soro, a administragdo periférica de LPS também induz neuroinflamacio, possivelmente pelas
vias neural, hormonal e celular (descritas na se¢do 1.2.3) (BLUTHE et al., 1994; DANTZER,
1994; DANTZER et al., 2008a). A via neural parece ser a mais importante na resposta
inflamatoria apos a administragdo intraperitoneal (i.p.) de LPS, sendo mediada pela expressao
local de IL-1P que atinge o encéfalo pelas fibras aferentes do nervo vago (DANTZER, 2001).
Ap6s a aferéncia do sinal inflamatorio, acredita-se que o glutamato seja liberado em regides do
trato do nucleo solitario atuando em neurdnios catecolaminérgicos que projetam para o
hipotalamo (DANTZER, 2009). Assim, a ativagdo desta via pelo LPS atinge e repercute no eixo
HPA, sabidamente modulador da inflamacao, do metabolismo de BDNF e do estresse oxidativo
— parametros que também se encontram alterados neste modelo de inflamacdo aguda e que se

assemelham a fisiopatologia dos transtornos de humor.
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Do ponto de vista comportamental, a injecdo de LPS em roedores caracteriza um modelo
de inflamac¢do que mimetiza um quadro de infeccdo aguda, gerando respostas adaptativas para
resolugdo do possivel dano e promocdo de sobrevivéncia (DUNN; SWIERGIEL; DE
BEAUREPAIRE, 2005; HART, 1988). Apos 6 h da sua administragdo, o LPS exerce seu maior
efeito e o sickness behavior é o principal desfecho observado. O sickness behavior é
caracterizado por hipofagia com diminuicdo do peso corporal, hiperemia, letargia ou
hipomotilidade e reducdo do interesse exploratério e interagdo social, alteracdes
comportamentais que foram associadas ao perfil depressivo observado na clinica (DUNN;
SWIERGIEL; DE BEAUREPAIRE, 2005; MILLER; RAISON, 2016). O tratamento com
antidepressivos também ¢ eficiente na preveng@o e reversdao deste comportamento induzidos

pelo LPS.

O aumento das citocinas inflamatorias esta significativamente associado ao
comportamento anedonico — principal sintoma da depressio (DANTZER et al., 1998;
SWARDFAGER et al., 2016). Entretanto, no modelo agudo de LPS, ap6s 24 h, pode ocorrer a
resolugdo da inflamagdo sist€émica e, portanto, do sickness behavior. Porém, alteracdes
comportamentais que indiquem anedonia e desamparo (do inglés, helplessness) apos este
periodo sdo congruentes com a apresentacdo de comportamento tipo-depressivo. Como este
desfecho ¢ dependente da intensidade do estimulo, como a dose e o nimero de inje¢des de LPS,
os achados na literatura divergem. Fischer e cols. (2015), por exemplo, demonstraram que a
administracdo cronica de LPS (75 ou 300 pg/kg/dia, de 1 a 4 semanas) promove o aparecimento
de sintomas tipo-depressivos apenas na primeira semana, que € seguida da reversdo completa
dos parametros comportamentais como aumento do peso corporal, aumento da distancia
percorrida no campo aberto e redu¢do do escore de imobilidade. Portanto, a falta de cronicidade
neste parametro também ¢ um fator limitante para este modelo animal, considerando que os

transtornos de humor e mais especificamente o TDM tem um curso cronico.

1.4.2 Modelo de estresse cronico moderado e imprevisivel (CUMS)

Devido as comprovadas validades de construto, face e preditiva, os modelos animais de
estresse cronico tem sido um dos modelos mais amplamente utilizados para mimetizar a
depressdo. Na literatura, existem diversos protocolos de estresse cronico, podendo ser

considerados como moderado e/ou imprevisivel (LEVINSTEIN; SAMUELS, 2014;
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STEPANICHEV et al., 2014; WILLNER, 2017a). Quanto ao tempo de exposi¢ao ao protocolo
de estresse ndo ha consenso, sendo possivel encontrar estudos que submetem os animais de 4
até 9 semanas aos estressores (CZEH et al., 2016; WILLNER et al., 1987). A gravidade dos
estressores € outro componente importante, mas esta classificagdo ainda € variavel. De forma
geral, em mais da metade dos protocolos, os estressores mais utilizados sdo: cama umida,
inclinagdo de caixa, inversao do ciclo claro-escuro, privacdo de 4gua e comida, e imobilizacdo
(WILLNER, 2017b). O isolamento social, por exemplo, ¢ um dos fatores mais importantes no
desenvolvimento de comportamento tipo-depressivo. O fator de imprevisibilidade, ou seja, a
variagdo e aleatoriedade do horario de exposi¢do e dos estressores, ¢ utilizado a fim de evitar a

habituacdo dos animais ao protocolo.

Assim, roedores submetidos a protocolos de estresse cronico normalmente sdo
suscetiveis ao estresse e irdo desenvolver comportamento tipo-anedonico — sintoma observado
na clinica e relacionado a falta de interesse por atividade normalmente consideradas prazerosas
— que caracteriza o comportamento tipo-depressivo esperado. Em roedores, o principal desfecho
para avaliagdo desta alteragdo comportamental € o aumento do tempo de imobilidade em testes
comportamentais de nado for¢ado e suspensdo pela cauda. Porém, existe uma dificuldade de
reproduzir o protocolo de estresse cronico entre laboratorios. Aparentemente, cerca de 75% dos
pesquisadores, que utilizam e ja publicaram resultados utilizando o modelo, afirmam que o
mesmo seja reprodutivel. Acredita-se que o €xito em replicar o0 modelo de estresse cronico
dependa da diferenca na suscetibilidade individual dos animais, da gravidade e
imprevisibilidade dos estressores aplicados e da presenga de um grupo controle confiavel

(EBNER; SINGEWALD, 2017; WILLNER, 2017b).

O racional deste modelo animal baseia-se no fato de que os estressores utilizados
induzam um comprometimento da funcionalidade do eixo HPA, possivelmente em decorréncia
de alteragdes na translocagdo dos GR para o nucleo em células do sistema imune (MILLER;
MALETIC; RAISON, 2009). Esta condigao resulta na resisténcia destas células a acdo anti-
inflamatoria do cortisol (em roedores, a corticosterona) que pode ser resultado de elevados
niveis inflamatorios, como descrito anteriormente. Na Tabela 3, estdo descritos alguns achados
de parametros inflamatorios, neurotroficos e de estresse oxidativo, de estudos que utilizaram
modelos de estresse cronico semelhantes ao empregado neste trabalho. Como esperado, a
maioria dos estudos observa um aumento de parametros inflamatoérios, reducdo de neurotrofinas

e aumento de estresse oxidativo — principalmente pela reducdo de defesas antioxidantes. Ainda,
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todos descrevem estas alteragdes no encéfalo, principalmente hipocampo, sem avaliacdo destes

parametros no soro.

Considerando o que foi exposto, a associagdo da administracdo de LPS e do protocolo de
estresse cronico vem sendo considerada (COUCH et al., 2016; ELGAREF et al., 2014; XIA et
al., 2018; YAN et al., 2017). O protocolo combinado permite mimetizar duas condi¢des
importantes para a etiologia e fisiopatologia do TDM, como o perfil inflamatdrio basal e a
exposicdo a situacdes estressoras. Devido a ocorréncia de variabilidade da resposta ao estresse
cronico observada em roedores, a utilizacdo de um protocolo combinado — que também foi uti
lizado neste trabalho — pode auxiliar no aumento da suscetibilidade do animal as condigdes
impostas. Protocolos que utilizam este principio indicam alteragdes comportamentais mais
robustas, aumento de corticosterona e marcadores inflamatérios no soro e no encéfalo —
citocinas e reatividade glial — bem como a reversdo destas alteracdes apos o tratamento com
antidepressivos (ELGAREF et al., 2014; XIA et al., 2018; YAN et al., 2017). Um dos primeiros
estudos que propds este modelo, observou que a aplicacdo de doses repetidas de LPS (0,50
mg/kg i.p.) seguidas da exposicdo ao estresse cronico foi capaz de gerar redugdo do peso
corporal e aumento dos niveis de corticosterona, bem como aumento do tempo de imobilidade
no nado forcado e reducdo de comportamento social. No hipocampo destes animais foi
observado um aumento da expressdo de TNFa e GFAP, bem como diminui¢ao da concentragao
de triptofano com aumento da razdo quinurenina/triptofano. O tratamento com imipramina
promoveu a reversdo destas alteracdes (ELGAREF et al., 2014). Este protocolo mimetiza dois
mecanismos relacionados com a fisiopatologia dos transtornos de humor, que ainda estdo
relacionados a redugdo de plasticidade neuronal. Trata-se, portanto, de uma adaptacdo para
tornar o modelo de estresse cronico mais robusto e melhorar a sua validade e reprodutibilidade

entre estudos.

1.4.3 Modelo de hiperatividade induzida por anfetamina (AMPH)

O TB ¢é um dos transtornos psiquiatricos mais complicado de ser mimetizado em um
modelo animal, principalmente pelo aspecto de ciclagem dos episédios de humor (BEYER;
FREUND, 2017). Por isso, muito do que é observado em modelos de TDM acaba sendo
extrapolado para o TB. O fato do episddio de mania ser determinante para o diagnostico de TB

permite que modelos animais que mimetizem sintomas associados a este episodio sejam utiliza-
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dos para o estudo deste transtorno de humor (BEYER; FREUND, 2017; SHARMA et al.,
2016).Assim, a administragdo de psicoestimulantes, como a anfetamina (AMPH), em animais
de laboratério ¢ um dos modelos animais de TB melhor aceito até o momento, por mimetizar o

episodio de mania com validade de construto, face e preditiva.

A administragdo de AMPH (normalmente, d-anfetamina) promove um aumento na
neurotransmissao dopaminérgica, o que gera hiperatividade em roedores, principal desfecho
observado neste modelo animal e comportamento comparavel ao que ocorre na clinica
(BEYER; FREUND, 2017). Esta hiperatividade normalmente ¢ quantificada pelo aumento da
locomogdo no teste de campo aberto. Evidéncias ainda sugerem que a retirada do
psicoestimulante € capaz de resultar em comportamento tipo-depressivo (VALVASSORI et al.,
2019). Estudos utilizando a administra¢do cronica de AMPH (7 a 14 dias) reportam que ha o
aumento de parametros de estresse oxidativo (FREY et al., 2006b), diminuicdo de fatores
neurotroficos (FREY et al., 2006¢) e prejuizo das defesas antioxidantes (FREY et al., 2006a).
Ainda, um aumento dos niveis de citocinas inflamatorias em ratos submetidos a administragdo
de anfetamina ja foi descrito (VALVASSORI et al., 2015). Na Tabela 4, estdo resumidas as
alteragdes inflamatorias, neurotroficas e oxidantes mais frequentes que sdo observadas em

animais submetidos a administracao de psicoestimulantes.

Ainda, o tratamento com estabilizadores de humor ¢é capaz de reverter a maioria das
alteragdes comportamentais e bioquimicas observadas em ratos administrados com AMPH (2
mg/kg) (FREY et al., 2006c, 2006d; VALVASSORI et al., 2015). Aparentemente, este modelo
animal satisfaz todos os critérios das validades para um modelo animal de transtorno de humor,
mais especificamente de TB. Porém, os desfechos observados ainda sdo considerados muito
simples para complexidade que ¢ observada na clinica (SHARMA et al., 2016). Além disso, a
auséncia de ciclagem espontanea de episodios de mania e depressdo ¢ considerada uma
relevante limitacdo dos modelos animais de TB (importante para a validade de face) e um
fenomeno de dificil, ou quase impossivel, representacdo na pesquisa pré-clinica (vide Beyer e

Freund 2017 para revisao dos modelos animais de TB).
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1.5 PERSPECTIVA DE NOVOS ALVOS TERAPEUTICOS

De acordo com um dos maiores estudos clinicos conduzidos para avaliar a efetividade
do tratamento farmacolégico no TDM, menos de um ter¢o dos pacientes apresentam remissao
total de sintomas seguindo um protocolo padrdo de tratamento com antidepressivos (DE
SOUSA etal., 2015; TRIVEDI et al., 2006). Ainda, mesmo apos a tentativa de dois tratamentos,
a metade dos pacientes ndo apresentaram resolucdo dos sintomas e isso também ¢ observado
no TB, principalmente durante episdédios depressivos (TRIVEDI et al., 2006). Essa evidéncia
reforca que o simples aumento na disponibilidade de monoaminas ndo ¢ suficiente para
promover melhora em todos os individuos e sugere que os efeitos terapéuticos dos tratamentos
atuais sdo decorrentes da modulacdo de outros mecanismos envolvidos na fisiopatologia dos
transtornos de humor (CASTREN; ANTILA, 2017; DWIVEDI; ZHANG, 2015; LEE et al.,
2018). Logo, ainda ¢ necessario elucidar quais mecanismos devem ser modulados pelas terapias
farmacologicas para que haja remissdo dos sintomas de humor, bem como investigar novos

avos terapéuticos que possam contribuir para a eficacias dos tratamentos atuais.

1.5.1 Agonistas do receptor do peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1)

Neste trabalho, propomos o redirecionamento de um farmaco agonista dos receptores
de GLP-1 (GLP-Ir), a exendina-4 ou exenatida (EX-4), ja aprovado para o tratamento da
diabetes, como adjuvante no tratamento dos transtornos de humor. O peptideo natural,
exendina-4, ¢ composto por 39 aminoacidos e foi isolado da saliva de um lagarto Heloderma
suspectum (ENG et al., 1992). Atualmente, a sua forma sintética, a exenatida, é comercializada
para auxiliar no controle glicémico de pacientes com diabetes mellitus tipo II (RUSSELL-
JONES, 2010). Como o peptideo endogeno, GLP-1, possui uma meia-vida curta, devido a agéo
da enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-4), a troca de aminoacidos alanina por glicina na
molécula permitem um aumento da meia-vida dos seus analogos sintéticos (MUSKIET et al.,

2017).

Entre os efeitos terapéuticos da EX-4 estdo a estimulagdo da secreg¢do de insulina e
inibicdo da secrecdo de glucagon pelo pancreas, bem como o retardo do esvaziamento gastrico
e a reducdo do apetite (VAN BLOEMENDAAL et al., 2014). Todos esses efeitos resultam da
sua acdo como potente agonista seletivo de GLP-1r em células pancreaticas. Curiosamente, este

receptor também € expresso por células ndo pancreaticas, tais como neurdnios, astrocitos,
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microglia e células endoteliais, 0 que sugere que seus agonistas poderiam exercer efeitos
neuroprotetores (ALVAREZ et al., 2005; CORK et al., 2015). Apds a sua administragdo
periférica, acredita-se que a disponibilidade de EX-4 no parénquima cerebral possa atingir 90%,
indicando uma alta afinidade e capacidade de atravessar a BHE exercendo um efeito central

(KASTIN; AKERSTROM, 2003).

Além da exenatida, outros andlogos sintéticos do GLP-1 como a liraglutida, tém sido
utilizados no tratamento do diabetes mellitus do tipo II e sugeridos no tratamento de pacientes
deprimidos com comorbidades metabdlicas (MCELROY, 2004). Estudos recentes apontam que
a EX-4 promove diferenciacdo e previne degeneragao neuronal, reduzindo danos causados por
mecanismos excitotoxicos in vivo e in vitro (PERRY et al., 2002). Ainda, ja foi observado que
a EX-4 aumenta a fun¢@o cognitiva e reduz comportamentos tipo-depressivos em roedores
(DURING et al., 2003; ISACSON et al., 2011). Analises exploratorias de estudos clinicos
recentes reforcam a relevancia do uso destes agonistas de GLP-1r. Em pacientes com a doenca
de Parkinson, o tratamento com EX-4 por 48 semanas — associado a terapia usual — promoveu
a melhora de escores de sintomas motores (ATHAUDA et al., 2017), bem como de ndo motores
como o humor e bem-estar (ATHAUDA et al., 2018). Entao, além do efeito hipoglicemiante da
EX-4, esses achados indicam um efeito neuroprotetor, com potencial anti-inflamatério, da
ativagdo dos GLP-1r (ATHAUDA; FOLTYNIE, 2018). Tal efeito poderia auxiliar na busca de
novos alvos para o tratamento dos transtornos de humor ou simplesmente melhora da resposta
terapéutica. uma vez que o perfil inflamatério exacerbado contribui para a baixa responsividade

ao tratamento nos transtornos de humor.
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JUSTIFICATIVA

Os transtornos de humor sdo doencas mentais graves, de etiologia multifatorial e
complexa, altamente incapacitante e de alta prevaléncia na sociedade. Estudos mais recentes
sobre a fisiopatologia destes transtornos tém integrado a teoria monoaminérgica com a hipotese
inflamatoria-neurotrofinas-estresse oxidativo como uma nova abordagem no entendimento dos
TDM e TB. Ainda, alteragdes nestes parametros parecem estar relacionadas a altas taxas de
resisténcia ao tratamento com antidepressivos, ao qual apenas 50-70% dos pacientes respondem
de forma satisfatoria. Isto repercute diretamente na qualidade de vida destes individuos com
aumento de sofrimento pessoal e sobre carga familiar além de gerar mais custos diretos e

indiretos para a sociedade.

Portanto, a utiliza¢do e validagdo de modelos animais que representem melhor as
manifestacdes clinicas sdo consideradas de grande valia para o progresso da pesquisa acerca
dos transtornos de humor. A utilizagdo destes modelos animais permite explorar a relacdo das
alteracdes periféricas e centrais, o que muitas vezes ndo ¢ possivel na clinica. Além disso, ¢
possivel utilizar estes modelos animais para avaliagdo de novos farmacos, com potencial agdo
neuroprotetora, que possam ser capazes de auxiliar no tratamento da depressdo, bem como

melhorar a taxa de resposta terapéutica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar alteracdes periféricas e centrais de pardmetros inflamatérios, neurotroficos e de
estresse oxidativo em modelos animais distintos que mimetizassem mecanismos etiologicos ¢
fisiopatologicos dos transtornos de humor. Bem como investigar os efeitos neuroprotetores da
EX-4, um agonista de GLP-1r, como uma estratégia terapéutica promissora para o tratamento

dos transtornos mentais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos estdo distribuidos em trés experimentos independentes, mas
complementares, que serdo referidos conforme a ordem dos artigos cientificos apresentados
nesta tese.

No experimento do Artigo cientifico I, foi proposta a avaliagdo da utilizagdo de um
modelo animal de estresse cronico modificado, baseado em um protocolo combinado de
administracdo de LPS seguida de um protocolo de estresse cronico, que tinha por finalidade:

e Analisar as possiveis alteracdes provocadas pelo protocolo combinado em

parametros de anedonia e comportamento tipo-depressivo como peso corporal, coat

state, consumo de sacarose, comportamento exploratorio e nado forcado;

Avaliar os efeitos em 6rgaos periféricos como a hipertrofia da glandula adrenal e do

bago;

Analisar as concentracdes séricas de diferentes citocinas inflamatorias — como IL-

10, IL-1B, IFNy, CCL11, IL-6 e TNFa —, BDNF e TBARS;

Quantificar os niveis de BDNF ¢ TBARS no hipocampo; e

Avaliar as validades de construto e de face do modelo proposto para replicagdo em

futuros trabalhos.

No Artigo cientifico II, um modelo animal de mania induzido por AMPH foi utilizado
a fim de:

e Avaliar a utilizacdo do mesmo como um modelo animal de ruptura da BHE;

e Corroborar o comportamento de hiperatividade observado neste modelo no campo

aberto;
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e Quantificar a expressdo proteica de claudina-5, como marcador de alteragdes na
permeabilidade da BHE no cortex pré-frontal, estriado e hipocampo;

e Analisar as concentracdes séricas de TNFa ¢ TBARS, bem como seus niveis em
regides cerebrais como cortex pré-frontal, estriado e hipocampo; e

e Avaliar o efeito do tratamento com litio nos parametros analisados nestes animais.

O experimento do Artigo cientifico I1I utiliza um modelo de inflamacao aguda induzida
por LPS com o intuito de:
e Avaliar os efeitos do tratamento agudo de diferentes doses de EX-4, um agonista
GLP-1r, no sickness behavior (representado pelo comportamento exploratério, peso
corporal e imobilidade); e
o Identificar se a EX-4 ¢ capaz de exercer efeitos terapéuticos modulando as
concentragdes séricas e hipocampais de IL-6, BDNF e TBARS nestes mesmos

animais.
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4 ARTIGO CIENTIFICO II

Artigo intitulado “Claudin-5 expression is not altered in rats injected with
amphetamine: lack of preliminary evidence of BBB disruption in an animal model of mania”

em preparagao.
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Abstract

Bipolar disorder (BD) is a recurrent chronic and disabling mental illness characterized by a low-
grade inflammatory state. Patients exhibit high serum levels of proinflammatory cytokines, which is
implicated in the development of mood symptoms and cognitive dysfunction. It has been hypothesized
that there is an interface mediating the communication between the periphery and the central nervous
system (CNS). Considering that, the blood-brain barrier (BBB) disruption has been implicated in the
pathophysiology of BD. We aimed to investigate whether the animal model of mania, induced by
amphetamine (AMPH), would present with BBB disruption and if it would be reversed by lithium
treatment. Male Wistar rats were injected with AMPH (2 mg/kg i.p.,) for 14 days and, on the 8th day,
lithium treatment (47.5 mg/kg i.p.) was introduced. Hyperactivity was evaluated in the open field test.
After euthanasia, blood was collected, and the brain removed. The prefrontal cortex (PFC), hippocampus
(HIP) and striatum (ST) were dissected. Tumor necrosis factor (TNF) a and thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) were quantified in the serum and brain tissue. Additionally, levels of claudin-5
were also quantified in the brain. AMPH-injected animals exhibited increased overall activity in the
open field. In the serum, TBARS levels were increased in the lithium-treated groups, regardless of
AMPH injection; while TNFa were not detected. In the brain, TBARS and TNFa did not differ among
groups. Also, AMPH and lithium injections did not change claudin-5 protein levels. Although no
evidence of BBB disruption was found following AMPH injection, it is essential to investigate this

outcome in animal models of BD further.

Keywords

Amphetamine, Lithium, Open field, Blood-brain barrier, Claudin-5, Tumor necrosis factor a,

Thiobarbituric acid reactive substances.



101

1. Introduction

Bipolar disorder (BD) is a recurrent chronic and disabling mental illness associated with high
rates of morbidity and mortality, and characterized by acute episodes of depressed, elevated and mixed
mood states (Ferrari et al., 2016; Grande et al., 2016). In addition to mood symptoms, patients present
with increased peripheral levels of inflammatory cytokines and oxidative stress accompanied with
decreased neurotrophic levels (van den Ameele et al., 2018; Rosenblat and McIntyre, 2016; Valvassori
et al., 2018). For instance, BD has been described to be associated with a low-grade inflammatory state,
which would change simultaneously with mood symptoms and cognitive function during the course of
the illness (Rosenblat and McIntyre, 2016). This evidence leads us to consider that there is an interface
mediating the communication between the periphery and the central nervous system (CNS), which is

the role of the blood-brain barrier (BBB).

The BBB is mainly composed of the endothelial cells of the brain capillaries, astrocyte end-feet
and pericytes (Ballabh et al., 2004). The presence of tight and adherens junctions contributes to the
tightness of the BBB and its particular function (Banks, 2015). Thus, most blood-borne substances are
not allowed to enter the brain under physiological conditions. Although theoretical, the mechanisms
underlying the BBB disruption have been suggested to occur due to the increase of inflammatory and
oxidative stress parameters. For instance, TNFa and INFy have already been implicated in the
downregulation of tight junctions expression, such as claudin-5, one of the essential proteins that
maintain the BBB integrity (Capaldo and Nusrat, 2009). Increased levels of reactive oxygen species also
have high damage associated potential, which may result from inflammatory processes (Sajja et al.,

2016).

The amphetamine(AMPH)-induced animal model has been used to evaluate some aspects of the
manic phase of BD (Sharma et al., 2016). It has been shown that AMPH-injected animals display
hyperlocomotion, increased serum and brain cytokines — such as IL-6, IL-10, TNFa, IL-4 — and
increased oxidative stress — TBARS and protein carbonylation (Benicio Noronha Frey et al., 2006;

Gubert et al., 2016; Valvassori et al., 2015). Hence, the treatment with lithium prevents and reverses
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most of these alterations. Given this evidence and considering that both inflammation and oxidative
stress are implicated in BBB increased permeability, we aimed to investigate if such disruption could
be observed in the AMPH animal model. Also, we sought to evaluate if lithium would be able to reverse
any BBB damage induced by AMPH. To our knowledge, only a few studies have evaluated the BBB
disruption in animal models after the injection of psychostimulants, while none has investigated AMPH

effects — which would further support its construct and face validity.

2. Methods

2.1. Animals

Male Wistar rats (n=29, 2-month old, weighing 220-310 g) were purchased from Charles Rivers
Laboratories (Massachusetts, USA). Animals were housed (n=2 per cage) at standard room temperature
and 12-h inverse light/dark cycle, with free access to food and water. This study was approved by the
institutional ethics committee from McMaster University (Animal Research Ethics Board project
#140828) and all experimental procedures were performed in accordance with national (Guide to the
care and use of experimental animals — CCAC, 2017) and international (Guide for the care and use of

laboratory animals — NIH, 2011) ethical standards.

2.2. Treatment groups

Initially, animals were allocated in two different groups obtaining similar body weight within
groups. From day 1 to 14, animals were injected with d-AMPH (2 mg/kg i.p., diluted in saline solution
0.9%, at 1 mL/kg) or saline (1 mL/kg i.p.) once a day. Then, animals were divided into two other groups.
From day 8 to 14, animals were treated lithium chloride (47.5 mg/kg i.p., diluted in saline solution 0.9%,
at 1 mL/kg) or saline (1 mL/kg i.p.) twice a day. The doses and duration of protocol were defined as
previously described by Frey et al. (2006). Thus, groups of animals were SAL+SAL (n=6), SAL+LI

(n=7), AMPH+SAL (n=8) e AMPH+LI (n=8).
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2.3. Open field

On day 14, spontaneous locomotor behavior was evaluated 2 h after the last injection of d-
AMPH using the open field. The apparatus consisted of a 60x40 cm open field with 50-cm-high walls
and divided into 12 equal rectangles. Each animal was placed in the center of the open field and allowed
to explore the apparatus for 5 min. All sessions were recorded using a webcam (C270 HD, Logitech),
and a video tracking system was used to analyze the number of crossings, distance traveled (m), average

speed (m/s) and time in the periphery (s).

2.4. Euthanasia and sample collection

After the behavioral task, rats were anesthetized with isoflurane (4-5% with oxygen at 1-2
L/min). After approximately 5 min, anesthetized animals were decapitated, and the brain was removed
as quickly as possible. Right and left prefrontal cortex (PFC), hippocampus (HIP) and striatum (ST)
were dissected and snap frozen in dry ice. Right after decapitation, the troncular blood was also collected

and centrifuged (4000 rpm, for 10 min, 4°C). Finally, brain structures and serum were stored -80°C.

2.5. Sample preparation

Right and left brain structures were prepared differently for biochemical assays and western
blot. Brain tissue was homogenized using PBS for TNF and TBARS analyses, or RIPA buffer 1x (20-
188, Merck Millipore) for western blot at 1:4 (w/v). Both lysis buffers were prepared with EDTA-free
protease inhibitor cocktail (11836170001, Roche) according to manufacturer’s instructions. Then,
samples were centrifuged (10,000g, for 5 min at 5°C) and supernatants were collected and kept at -80°C

until further analysis.
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2.6. Biochemical analyses

2.6.1._Total protein

Total protein was determined in brain structures using DC Protein Assay Reagent (5000116,
BioRad) according to manufacturer's instructions. Briefly, samples were diluted 1:21 (v/v) in PBS and,
after the addition of proper reagents, the total protein content in each sample was quantified in a

spectrophotometer at 750 nm.

2.6.2. INFa

TNFa levels were quantified using a sandwich ELISA kit (KRC3011, Invitrogen™) according
to the manufacturer’s instructions. Serum samples were not diluted, while all brain structures

homogenates were diluted at 1:10 (v/v) ratio.

2.6.3. TBARS

TBARS levels were detected and quantified using a colorimetric assay kit (KGE013, R&D
Systems) according to the manufacturer’s instructions. Serum samples were diluted at 1:2 (v/v) ratio,

PFC and ST homogenates were diluted at 1:20 (v/v) and HIP at 1:20 (v/v) ratios.

2.7. Western blot

Briefly, homogenates samples of PFC, HIP, and ST were further diluted 1:1 (v/v) in 2x Laemmli
sample buffer (1610737, BioRad). After that, 20 pg of each sample was loaded in a 4-20% pre-cast and
stain-free mini gels (4568094, BioRad). Electrophoresis was performed at 100 V for 1 h 15 min. The
protein transfer was performed using the Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (BioRad) to an LF-
PVDF membrane (0.45 um pore size, BioRad) at 25 V for 7 min. No specific staining was performed;
the total protein and transfer were verified using the ChemiDoc™ Imaging Systems (BioRad). Blocking
was performed using skim milk powder 5% (diluted in TBS-T) for 1h at room temperature. Primary

(Claudin 5 Monoclonal Antibody, 35-2500, Thermo Fisher) and secondary (Peroxidase-AffiniPure Goat
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Anti-Mouse IgG (H+L), 115-035-003, JacksonlmmunoResearch) antibodies were diluted in TBS-T at
1:500 and 1:10,000, respectively. Clarity Western ECL Substrate (1705060, BioRad) was used for

detection. Total protein was used for loading control as described previously (Taylor et al., 2013).

2.7. Statistical analyses

Claudin-5 levels were normalized by the control group (SAL+SAL) levels. The normality of
distribution and homogeneity of variance were analyzed. Then, two-way ANOVA was performed
considering model (AMPH) and treatment (lithium) as independent factors; followed by Tukey post hoc
analysis when applicable. Animals with missing data were excluded from all analyses (n=3). All p<0.05

were considered as statistically significant.

3. Results

3.1. AMPH induced hyperactivity

AMPH-injected rats presented with overall hyperactivity in the open field indicated by an
increased number of crossings, average speed, and distance traveled (Figure 1A-C). Two-way ANOVA
indicated a main effect of model for all variables (crossing, Fi:5=9.80, p=0.004; speed, Fi,5=10.47,
p=0.003; and distance, F;,5=11.26, p=0.003), with no main effects for treatment (crossing, Fi,5=0.61,
p=0.444; speed, Fi,5=1.86, p=0.185; and distance, F;,s=2.06, p=0.164) and interaction of factors
(crossing, Fi25=1.29, p=0.266; speed, Fi25=0.46, p=0.502; and distance, Fi,5=0.38, p=0.502). No
differences were observed for time in the periphery (model, F;,5=0.69, p=0.415; treatment, F; ,5=1.33,

p=0.260; and interaction, F;,5=2.12, p=0.158) (Figure 1D).
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Figure 1. Effects of AMPH and lithium in the locomotor behavior. A-C. AMPH increased the frequency
of crossing, average speed and distance traveled (*main effect of model, *p<0.005). D. Time spent in

the periphery was similar among groups. Two-way ANOVA, data expressed by mean+=SEM.

3.2. AMPH did not increase TNFo and TBARS levels

TNFa levels in the serum were below the limit of detection. In the brain, AMPH did not induced
inflammation dependent on TNFa levels and lithium did not exert any changes in these levels. Two-
way ANOVA did not indicate main effects of model (PFC, Fi25=0.50, p=0.485; HIP, F;2+=0.53,
p=0.474; and ST, F;,5=0.01, p=0.995), treatment (PFC, F;,5=0.24, p=0.632; HIP, F;,4=0.03, p=0.867;
and ST, F,»5=0.66, p=0.425) and interaction (PFC, F;,5=0.16, p=0.692; HIP, F,4=1.25, p=0.276; and

ST, F1,5=0.78, p=0.386) (Figure 2A).
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Figure 2. TNFoa and TBARS levels in the brain. A-B. In the PFC, HIP and ST, AMPH and lithium

injections did not change TNFa and TBARS levels. Two-way ANOVA, data expressed by mean+SEM.

Unexpectedly, AMPH injection did not increase TBARS levels in both serum (Figure 3) and
brain structures (Figure 2B). In the serum, lithium treatment increased lipid peroxidation indicated by
treatment effect (Fi25=8.05, p=0.009), but no main effects for model and interaction of factors were
observed (Fi125=0.29, p=0.598; and F125=0.01, p=0.962, respectively) following two-way ANOVA. In
the brain, there were no main effects of model (PFC, F;,5=0.08, p=0.779; HIP, F;,,=0.81, p=0.379; and
ST, Fi25=0.34, p=0.566), treatment (PFC, Fi»5=0.01, p=0.945; HIP, F,4=0.02, p=0.880; and ST,
Fi25=0.03, p=0.859) and interaction (PFC, Fi»s=1.14, p=0.295; HIP, F,,,~=0.01, p=0.983; and ST,

F1,25=1.21, p=0.283).
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Figure 3. Serum levels of TBARS after AMPH injection and lithium treatment. AMPH did not promote
increase of lipid peroxidation, but lithium treatment increased TBARS in the serum of treated rats (main

effect of treatment, *p=0.009). Two-way ANOVA, data expressed by mean=SEM.

3.3. Claudin-5 protein levels in PFC, HIP, and ST were not downregulated following AMPH injections

AMPH did not altered the levels of claudin-5 in the brain. Two-way ANOVA did not indicate
main effects for model (PFC, F;2s=0.16, p=0.692; HIP, F,24=1.25, p=0.276; and ST, F;,5=0.78,
p=0.386), treatment (PFC, F125=0.16, p=0.692; HIP, F4=1.25, p=0.276; and ST, F,,5=0.78, p=0.386)
and (PFC, F1,5=0.16, p=0.692; HIP, F;=1.25, p=0.276; and ST, F,,5=0.78, p=0.386) after two-way

ANOVA analyses (Figure 4).
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Figure 4. Claudin-5 protein levels in the brain. In the PFC, HIP and ST, claudin-5 protein levels were
not statistically different after AMPH and lithiuim administration. Two-way ANOVA, data expressed

by mean+SEM.

4. Discussion

To our knowledge, this is the first study that investigated BBB disruption in an animal model of
mania induced by AMPH. In accordance with previous findings, we observed a hyperactivity reported
by an increase in the number of crossing in the rats injected with AMPH. However, AMPH did not

promote a downregulation in the protein levels of tight junctions, more specifically of claudin-5.

AMPH animal model of mania has been used to evaluate alterations in biological parameters
that have already been described in individuals with BD. For instance, most clinical and pre-clinical
studies have shown an increase in inflammatory and oxidative stress parameters. Using the same
protocol, Valvassori et al. (2015) have shown that AMPH exerted a pro-inflammatory effect in rats by
increasing of IL-4, IL-6, IL-10, and TNFa in the PFC, ST, and serum, while no alterations were observed
in the hippocampus and cerebrospinal fluid (CSF). Interestingly, lithium restored those alterations to
control levels. Other psychostimulant drugs, such as methylphenidate and methamphetamine, have also
shown to increase inflammatory markers in the HIP of rats (Beirami et al., 2017; Motaghinejad et al.,
2017). However, our results showed that rats injected with AMPH did not display an increase of TNFa.
levels in the brain, while this cytokine was not detected in the serum. Unaltered levels of this same pro-
inflammatory cytokine following AMPH injection has been described previously (Gubert et al., 2016).
Also, a recent study of our group did not find an increase of serum inflammatory parameters — such as
TNFa, IL-1b, and IL-10 — in rats injected with lisdexamphetamine (2 mg/kg i.p., 14 days) (Bristot et al.,

2019).

Classically, AMPH is responsible for enhancing the release of dopamine (DA) by inhibiting its

reuptake, promoting reverse transport of DA into synaptic cleft independent of stimulus and releasing



110

DA from synaptic vesicles in the cytoplasm (Calipari and Ferris, 2013). These are the primary
mechanisms involved in the AMPH-induced hyperactivity as well as in its neurotoxicity effects. Outside
the synaptic vesicles, cytoplasmatic DA is known to have a highly autoxidative capacity which can
impair mitochondrial function and increase oxidative stress leading to cell death (Brown and Yamamoto,
2003; Yamamoto and Bankson, 2005). Oxidative stress is an important promoter and a product of the
inflammatory response. Unexpectedly, lipid peroxidation, given by TBARS levels, was not augmented
following AMPH injection in our animal model. Apparently, TBARS levels were higher in the ST,
which is consistent with a higher number of dopaminergic projections in this region, but there were no
statistical differences among groups. Findings regarding oxidative stress in the AMPH model vary in
the literature. Thus, it seems that more acute protocols or higher doses are more likely to promote such
alteration in the CNS (Frey et al., 2006; Gomes et al., 2017; Gubert et al., 2016). In the serum, TBARS
levels seemed to be increased in lithium treated animals, but it was not significant. Lithium is known to
be nephrotoxic and increased levels of TBARS in the kidney has been described in rats (Davis et al.,

2018; Ossani et al., 2019).

Given our hypothesis, inflammation following AMPH administration was thought to occur due
to its effects on oxidative stress, and both of these factors are supposed to promote BBB disruption
increasing its permeability (Patel and Frey, 2015). The BBB is composed of brain endothelial cells,
pericytes and astrocytes (Banks, 2015). The endothelial cells are closely arranged by tight junctions such
as claudins. We hypothesized that AMPH would exert a deleterious effect in the BBB by downregulating
claudin-5, which would be reverted by lithium treatment. However, claudin-5 levels were not altered in
any brain region analyzed. Controversary findings such as increased levels of inflammatory cytokines
in the brain parenchyma but no alteration in the CSF indicate that AMPH-injected rats may not present
with disrupted BBB (Valvassori et al., 2015). However, other in vivo and in vitro studies have already
reported that methamphetamine and other psychostimulant drugs can disrupt the BBB (Kousik et al.,

2012; Northrop and Yamamoto, 2012).

As mentioned before, the mechanisms underlying BBB disruption are not fully elucidated, but

it seems to be mediated by inflammation and oxidative stress. For instance, it is believed that the
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activation of inflammatory pathways such as NFkB results in the amplification of the inflammatory
signal by promoting the transcription of inflammatory-related genes, which includes matrix
metalloproteinases (MMPs) (Hurtado-Alvarado et al., 2016). MMPs are enzymes that degrade the tight
junctions which are essential for the maintenance of BBB properties, and methamphetamine has been
described to induce MMPs expression (Mizoguchi et al., 2007). Besides, NFkB pathway activation
following TNFa and 1L-15 signaling may also be responsible for the downregulation of tight junctions
expression, such as claudin-2, in vitro (Stone et al., 2011). Therefore, it could be relevant to consider
those pathways when investigating new and current pharmacological therapies for BD and other

psychiatric disorders.

Not until recently, BBB disruption has been implicated in the pathophysiology of psychiatric
disorders (Patel and Frey, 2015). Increased peripheral levels of inflammatory cytokines and oxidative
stress are consistently reported in individuals with BD and are thought to mediate BBB increased
permeability as mentioned before (Hurtado-Alvarado et al., 2016). So far, only a few studies have
investigated evidence related to BBB disruption in BD. Analyses of biomarkers in the CSF have
described higher levels of catecholamine and serotonin metabolites and IL-18 in individuals with BD
when compared to healthy subjects (Isgren et al., 2015; Knorr et al., 2018). Increased IL-8 CSF levels
were further associated with lithium treatment. Since its discovery, lithium remains as the first-line
therapeutic choice for treatment of BD (Yatham et al., 2013). Controversy findings regarding lithium
effects in inflammatory parameters have been reported. During euthymia, individuals with BD treated
with lithium exhibited increased levels of TNFa and IL-4 when compared to unmedicated patients
(Guloksuz et al., 2010), which has also been described in vitro (Liu et al., 2011). On the contrary, lithium
treatment reduced inflammatory cytokines and ameliorated increased oxidative stress and inflammatory
markers in stimulated monocytes in vitro (Fernandes et al., 2019; Knijff et al., 2007). Also, augmented
peripheral TNFa levels were associated with poor response to lithium treatment in individuals with BD

(Guloksuz et al., 2012).

Despite its novelty, some limitations should be addressed to our study. Based on previous

evidence, we did not explore BBB disruption using biological dyes, such as Evans Blue, which could
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be helpful as a first screening. Second, plasmatic levels of lithium were not assessed, but it has been
described before that therapeutic levels are reached following this protocol (Frey et al., 2006). Moreover,
third, only a few parameters were analyzed, but their important implication on BD as well its possible
role in the BBB disruption has been reported. Although an ideal animal model for BD has not been
developed, AMPH injection in rodents remains as an established animal model of mania with construct,
face and predictive validity (Sharma et al., 2016), while the last one has been questioned (Lan and Einat,
2019). However, it could be possible that this model is not able to mimic the complexity involved in BD
pathophysiology, being necessary to identify novel animal models that further allow the evaluation of

BBB disruption.
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6 DISCUSSAO

De uma forma geral, este trabalho procurou elucidar a relagdo periférico-central das
alteragdes de parametros inflamatorios, neurotroficos e oxidativos e investigar a alteragdo da
permeabilidade da BHE nos transtornos de humor utilizando diferentes modelos animais.
Ainda, considerando a importancia ja discutida da inflamagdo na fisiopatologia dos transtornos
de humor, este trabalho também se propos a avaliar os efeitos neuroprotetores da EX-4, um
agonista de GLP-1r, e, portanto, a sua utilizagdo como farmaco adjuvante no tratamento dos

transtornos de humor.

Os resultados referentes ao modelo cronico de estresse cronico (Artigo cientifico I)
corroboram a reprodutibilidade deste modelo, bem como a relevancia em utilizar estimulos
estressores variados e imprevisiveis no desenvolvimento do comportamento tipo-depressivo em
roedores. Apenas a exposicdo ao estresse resultou em significativa reducao do ganho de peso
corporal, aumento dos escore de coat state, hiperatividade e hipertrofia da glandula adrenal.
Quanto aos marcadores periféricos, observamos um aumento das concentracdes de IFNy e
reducdo de BDNF, sem alteragdo de TBARS. Enquanto que, no hipocampo, as concentracdes
de BNDF e TBARS ndo foram diferentes entre os grupos. Além disso, a combinagdo dos
estressores com a administragdo prévia de LPS resultou em um comportamento tipo-anedénico
mais exacerbado nestes animais, representado pelo menor consumo de sacarose ao final do
experimento. Esta reducdo significativa no grupo do protocolo combinado € relevante uma vez
que favorece a comparagao com grupos controles em desfechos que apenas o estresse ndo seja
capaz de alterar, ou ainda quando os animais apresentam uma alta variabilidade individual
intragrupo. Ainda, uma correlagdo moderada negativa e significativa da concentrag@o sérica de
IFNy com o comportamento tipo-aneddnico dado pelo consumo de sacarose foi observada
apenas nos animais submetidos ao protocolo combinado. Primeiramente, estes resultados
enfatizam a influéncia da inflamagdo (evidenciado pelos niveis elevados de IFNy) na
fisiopatologia da depressdo ao mesmo tempo que possibilitam o estudo de novos alvos
terapéuticos como terapia coadjuvante para os transtornos de humor. Além disso, os mesmo
reforcam a validade de constructo do protocolo LPS-CUMS, uma vez que o mesmo foi capaz
de reproduzir os componentes fisiopatologicos da depressdo ao incluir um componente

inflamatorio ao protocolo de estresse cronico.

Estudos recentes utilizam abordagens diferentes deste mesmo protocolo combinado.

Ap6s a administragdo de LPS (3 mg/kg i.p.) seguida de estresse cronico, Mao e cols. (2019)
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observaram uma reducdo do peso corporal associado & hipertrofia da glandula adrenal e
aumento da corticosterona plasmatica, além dos comportamentos tipo-ansioso, tipo-depressivo
e prejuizo cognitivo. A maioria destas altera¢des foram revertidas pelo tratamento cronico com
fluoxetina. Xia e cols. (2018) sugerem que a administragdo de LPS em diferentes momentos
antes, durante ¢ depois de um protocolo de estresse cronico (35 dias) também pode produzir
efeitos diferentes no comportamento (XIA et al., 2018). Os autores observaram que, somente
quando o LPS (0,1 mg/kg i.p.) era administrado na metade do tempo do protocolo de estresse,
0s animais apresentavam comportamento tipo-depressivo e que apenas o estresse cronico ja
seria suficiente para promover neuroinflamacdo. Outros pesquisadores reportaram que a
administracdo concomitante de LPS (0,25 mg/kg i.p.) associada ou ndo ao estresse cronico
durante 7 dias foi capaz de promover um aumento de IL-1f hipocampal e da expressao de TLR4
e NFkB, sendo os desfechos mais exacerbados no grupo do protocolo combinado (YAN et al.,
2017). Camundongos submetidos a administragdo de LPS (0,1 mg/kg i.p.) apdés 10 dias de
estresse também apresentaram comportamento tipo-depressivo, sem alteragdes robustas na
expressao de citocinas inflamatorias, como IL-1p e TNFa (COUCH et al., 2016). Estes achados,
convergentes aos nossos, indicam o quanto o protocolo proposto ¢ promissor, podendo auxiliar
na inducdo da suscetibilidade e de comportamento tipo-depressivo mais expressivo nos animais

submetidos ao estresse cronico.

Além da inflamacdo, a reducdo da expressdo de BDNF periférico e central ¢ o achado
mais comum em modelos animais de transtornos de humor, considerando que esta neurotrofina
¢ sabidamente um alvo do tratamento com antidepressivos. Como mencionado, observamos
que apenas a exposicdo ao estresse cronico resultou na redugdo de niveis periféricos de BDNF,
sem alteracdo em nivel central. Uma revisdo sistematica dos achados envolvidos com a
neurobiologia em modelos de estresse cronico reporta que este desfecho pode ser variavel
(ALLAMAN et al., 2008; HILL et al., 2012; LARSEN et al., 2010). A redugdo da expressdo de
BDNF ¢ consistente no giro denteado e regido CA3 do hipocampo e, em contraste, os neurdnios
na amigdala apresentam aumento da densidade de espinhos dendriticos e, consequentemente,
de BDNF. Fatores que contribuem para essa diferenga entre os achados de BDNF no encéfalo
de animais submetidos a estresse cronico incluem a idade em que os animais foram submetidos
ao estresse, da regido cerebral analisada e da durag@o e tipo de protocolo utilizado (ZALETEL;
FILIPOVIC; PUSKAS, 2017). Porém, a explicagdo mais plausivel para os nossos achados ¢ de
que, apos o término, normalmente de 2 a 3 semanas, ¢ comum observar uma reorganizagao

neural, com aumento de plasticidade sinaptica para ganho de fun¢do, fendmeno que pode ser
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observado em humanos e roedores normalmente (ORTIZ; CONRAD, 2018). Este efeito
atribuido ao BDNF pode ser consequéncia da sua capacidade de regular diretamente a expressao
de CRH e vice-versa. Além disso, o estresse cronico € capaz de aumentar a expressdo de uma
fosfatase (i.e., MKP-1) que inibe a via MAPK no SNC - via ativada pelo BDNF — e
consequentemente crescimento axonal (DASKALAKIS et al., 2015). Quando a exposigdo ao
estresse cessa, os niveis de glicocorticoides normalizam bem como a expressao de BDNF
(JEANNETEAU et al., 2010). Ainda, a enzima ativadora tecidual do plasminogénio (tpA)
responsavel pela conversdo de proBDNF na neurotrofina madura ¢ sabidamente regulada pelo
CRF (MATYS et al., 2004). Na presenca de estimulos estressores, o aumento de CRH facilita
a liberagdo de tpA durante a despolarizagdo na amigdala, motivo pelo qual ¢ comum observar
aumento de BDNF nesta regido apos o estresse (BENNETT; LAGOPOULOS, 2014). Porém,
esta enzima também ¢ expressa no hipocampo e a reducdo da expressdo da mesma no soro ja
foi observada em individuos com TDM (JIANG et al., 2017). Estas evidéncias indicam uma
regulacdo muito complexa da plasticidade sinaptica nesta regido, a qual ¢ importante para a
preservacdo da cognigdo e resposta terapéutica antidepressiva, principalmente nos transtornos

de humor, e que deve ser interpretada com cautela nos modelos animais.

Por sua vez, a administragdo de AMPH em roedores permite reproduzir a mania,
principal caracteristica do TB. Porém, a falta da manifestacdo da ciclagem espontinea de
episodios resulta em um modelo animal de TB limitado. No Artigo cientifico 1I, a AMPH foi
capaz de induzir a hiperatividade, comportamento ja validado em estudos prévios (FREY et al.,
2006d; VALVASSORI et al., 2015). Nosso estudo, no entanto, foi pioneiro em investigar o
papel da AMPH em induzir dano @ BHE, e ao mesmo tempo da possivel reversao deste
mecanismo pelo tratamento com litio. Entretanto, os animais submetidos a injecdes de AMPH
ndo apresentaram aumento das concentragdes séricas e centrais de TNFo e TBARS. Assim,
considerando que os niveis destes marcadores mantiveram-se inalterados, a expressdo da
proteina claudina-5 — uma das tight junctions responsaveis pela manutencao da integridade da
BHE — também ndo sofreu alteragdo apds administragdo de AMPH. Evidéncias na literatura
indicam que drogas psicoestimulantes sdo capazes de promover a reducdo da expressdo das
tight junctions, o que gera um aumento da permeabilidade da BHE permitindo um menor
controle da comunicag@o dos compartimentos periférico e central (O’SHEA et al., 2014). Pelo
fato de ser um dos primeiros estudos que se propds a avaliar alteracdes de permeabilidade da
BHE em um modelo de mania utilizando AMPH, pode-se sugerir que este pode ndo ser o

melhor modelo para avaliar o papel desta alteragdo nos transtornos de humor.
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Apesar dos estudos apresentados na Tabela 4 indicarem uma reprodutibilidade dos
componentes fisiopatologicos discutidos neste trabalho — inflamagao, neurotrofinas e estresse
oxidativo —, existem achados controversos. A auséncia do aumento de marcadores de estresse
oxidativo no cortex pré-frontal e hipocampo de ratos submetidos a administragdo de AMPH (2
mg/kg i.p.) também ja foi observada, com efeito oposto do tratamento com litio (FREY et al.,
2006d). Um estudo do nosso grupo demonstrou que a administrag@o de lisdexanfetamina (LDX)
ndo causou um aumento de citocinas inflamatorias (BRISTOT et al., 2019), como havia sido
demonstrado previamente (VALVASSORI et al., 2015). Ainda, a LDX promoveu um aumento
das concentragoes séricas de BDNF, atribuido pelos autores a um mecanismo compensatorio a
toxicidade da mesma, sem efeito do tratamento com litio — o que também diverge da literatura
(FREY et al., 2006¢). Lan e Einat (2019) avaliaram o efeito de uma ou repetidas doses de
AMPH e litio em diferentes linhagens de camundongos mais utilizados como modelos animais
de TB. Além da limitada validade de face, este estudo demonstrou uma dificuldade na
reprodutibilidade dos achados neste modelo, principalmente quanto a validade preditiva. Nas
duas linhagens de camundongos avaliadas (CD-1 e black swiss), a AMPH (1 mg/kg i.p.) foi
capaz de induzir hiperatividade, mas o tratamento com litio ndo foi capaz de reverter este
parametro. Portanto, mais estudos que avaliem a utilizagdo deste modelo animal como

representativo do TB precisam ser realizados.

Além da observacdo dos achados da literatura descritos no soro ou encéfalo (vide
Tabelas 2-4), a avaliacdo da correspondéncia (ou ndo) entre os mesmos também deve ser
considerada. Como descrito anteriormente, a comunicagdo dos compartimentos periférico e
central modulada pela integridade da BHE pode ser considerada um novo mecanismo
fisiopatologico a ser estudado. No Artigo cientifico I, ndo foram observadas alteracdes similares
nos niveis de BDNF e TBARS no soro e no hipocampo, mas o aumento de citocinas periféricas
apos o protocolo combinado do modelo cronico de depressdo poderia ser suficiente para causar
ruptura da estrutura da BHE, o que podera ser analisado em estudos futuros. Embora néo
tenham sido observados danos a BHE no modelo animal de mania utilizado do Artigo cientifico
11, a literatura sugere que haja uma comunicagdo entre o compartimento periférico e o central
que ¢ facilitada em condi¢des ndo fisiologicas. No caso do TB, a toxicidade sistémica, ja
demonstrada em diversos estudos (FERRARI et al., 2018; KAPCZINSKI et al., 2010;
WOLLENHAUPT-AGUIAR et al., 2016) poderia levar a uma diminui¢do na estabilidade das
tight junctions — principais responsaveis por manter a estrutura e fun¢do da BHE intactas para

protecdo do parénquima cerebral a entrada de compostos neurotoxicos. Portanto, o aumento na
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permeabilidade da BHE e o envolvimento com alteragdes observadas nos transtornos de humor

ainda ¢ uma hipétese a ser validada (PATEL; FREY, 2015).

Dentre as hipoteses de como a disfuncdo da BHE estaria implicada na fisiopatologia dos
transtornos de humor esta o envolvimento da inflamagfo, principalmente pelo aumento de
citocinas pro-inflamatorias — TNFa, IL-1f3, e IL-6 — que ja foi descrito in vivo e in vitro
(GOMEZ-GONZALEZ et al, 2013; HURTADO-ALVARADO et al, 2016). Ainda,
consequéncias do processo inflamatorio, como a formagdo excessiva de EROs e ERNs, sdo
importantes mediadores de ruptura da BHE. Entre as alteracdes estruturais ja descritas estdo
invaginacdes na membrana plasmatica das BECs que compde a BHE observadas no hipocampo
de ratos submetidos a 10 dias de privagio de sono (GOMEZ-GONZALEZ et al., 2013).
Acredita-se que esta disfuncdo celular observada seja resultado da presenga de EROs que, como
mencionado, oxidam lipidios de membrana e proteinas contribuindo para disfun¢éo celular e
até¢ mesmo apoptose (HURTADO-ALVARADO et al., 2016). Ainda, EROs s@o considerados
tanto promotores como produtos da ativagdo da resposta imunologica, sugerindo novamente
um papel central da inflamacdo. Banks e cols. (2015) reportam que a BHE ¢ razoavelmente
resistente aos danos causados pelo LPS. Porém, a administracdo de LPS (3 mg/kg i.p.) foi capaz
de aumentar a permeabilidade da BHE em diversas regides cerebrais, incluindo cortex frontal
e hipocampo. O tratamento com um inibidor da ciclo-oxigenase — importante enzima mediadora
da inflamacdo — indicou que este pode ser o mecanismo que resulta no efeito deléterio do LPS
sobre a BHE (BANKS et al., 2015; CANDELARIO-JALIL et al., 2007). A ativagdo microglial
e astrocitaria também contribui para o aumento da permeabilidade. Niveis séricos elevados de
S100B — porteina astrocidria considerada exclusiva do SNC — parece ser um importante
marcador de integridade da BHE sendo observado em modelo animal e pacientes com epilepsia
(BARGERSTOCK et al., 2014). Compostos como a metanfetamina também sdo promotores do
rompimento da BHE, mas os mecanismos pelo qual exercem este efeito ¢ via ativagdo de
metaloproteinases, enzimas que degradam as tight junctions (O’SHEA et al., 2014).
Ressaltamos, portanto, a importancia de considerar a BHE como um importante componente

da comunicacdo do eixo periférico-central na fisiopatologia dos transtornos de humor.

Curiosamente, a EX-4, agonista GLP-1r, ja se demonstrou eficaz em reverter o aumento
de permeabilidade da BHE na regido do hipocampo de modelos animais de diabetes (KUROKI
et al., 2016; ZANOTTO et al., 2017). Em adi¢do ao seu potente efeito hipoglicemiante

periférico, os agonistas de GLP-1r sdo capazes de atravessar a BHE e exercer efeitos em nivel
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central, como na promocao da saciedade (KASTIN; AKERSTROM, 2003). No entanto,
recentemente, seus efeitos neuroprotetores vem ganhando interesse na pesquisa. A
neuroinflamag¢@o ¢ um processo desencadeado principalmente pela ativacdo dos macrofagos
residentes do SNC, ou seja, a microglia. O desequilibrio entre os perfis pro-inflamatorio (M1)
e anti-inflamatério (M2) ¢ o principal fator que contribui para o aumento desta resposta
inflamatoria. Entre os possiveis alvos de modulagdo estdo os GLP-1r. O efeito anti-inflamatério
dos agonistas de GLP-1r ainda ndo esta completamente elucidado, mas a ativagdo da via de
PI3k/Akt é capaz de regular a expressdao de NFkB. Além disso, frente a ativagdo microglial,
evidéncias sugerem que os analogos de GLP-1 sejam capazes de suprimir o fendtipo M1 — pro-
inflamatoério e citotdxico — e favorecer o M2 — anti-inflamatoério (ATHAUDA; FOLTYNIE,
2016).

Portanto, no Artigo cientifico 11, foi investigado o potencial efeito neuroprotetor da EX-
4 utilizando trés diferentes doses. Assim, foram avaliados pardmetros inflamatorio, neurotréfico
e de estresse oxidativo em um modelo de inflamag¢do aguda induzida por LPS. Um aumento das
concentragdes séricas e hipocampais de IL-6 foi observado nos animais administrados com LPS
e, apos o tratamento com EX-4, observamos um importante efeito anti-inflamatério central da
maior dose. Apesar de ndo observadas diferencas nas concentracdes de TBARS séricas e
hipocampais apos a inje¢do de LPS, a maior dose de EX-4 também diminuiu a peroxidagao
lipidica periférica. Os niveis séricos e centrais de BDNF estavam reduzidos nos animais
administrados com LPS, mas nenhuma dose de EX-4 exerceu uma melhora significativa deste
parametro. Os mecanismos envolvidos na agdo antioxidante da EX-4 parecem ser os mesmo
que se acredita promoverem o efeito anti-inflamatorio. A ativagdo do GLP-1r leva a estimulagdo
de cAMP, PI3k e PKCy, bem como ativa Nrf-2 (OH; JUN, 2017). Estas vias estdo relacionadas
ao equilibrio entre 0 aumento de mecanismos antioxidantes — principalmente PKCy — e anti-
apoptoéticos, bem como a reducdo de radicais livres e fatores pro-apoptoticos. A ativacao de
AMPc além de ativar MAPK favorecem a proliferacao celular e plasticidade sinéptica, e levam
a ativacdo de canais de calcio — processo que no SNC ¢é essencial para a liberacdo de
neurotransmissores (ATHAUDA; FOLTYNIE, 2016; HUNTER; HOLSCHER, 2012). A
expressdo de GLP-1r no encéfalo ¢ observada principalmente em neurdnios em diversas
regides, incluindo hipotalamo e hipocampo, tanto em humanos como em roedores (ALVAREZ
et al., 2005; CORK et al., 2015). Assim, a preseng¢a deste receptor no hipocampo e na zona
subventricular — regido hipocampal de intensa proliferacdo neuronal — indica que a EX-4 seja

capaz de promover neurogénse e diferenciacdo celular como ja observado in vitro (LUCIANI
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et al., 2010). Devido ao potencial anti-inflamatorio da EX-4 observado no Artigo cientifico [V
¢ dos achados congruentes na literatura, acreditamos no efeito promissor deste peptideo e que
mais estudos deverdo ser realizados a fim de replicar estes resultados. Ainda, sera importante
avaliar os efeitos do tratamento em modelos animais cronicos como os de estresse, 0 que

permitiréd a validacdo do potencial antidepressivo dos agonistas de GLP-1r.

O reconhecimento dos transtornos de humor como doengas multi-sistémicas € resultado
da sua fisiopatologia complexa e multifatorial, que dificulta por muitas vezes o seu diagnostico
e a eficacia dos tratamentos farmacoldgicos usuais. Apesar disso, de forma geral, evidéncias
pré-clinicas e clinicas acerca destes transtornos reportam aumento de citocinas pro- e anti-
inflamatorias e marcadores de estresse oxidativo, bem como reducdo de concentracdes de
BDNF, tanto em nivel periférico quanto central. Entretanto, algumas limita¢des e divergéncias
de achados ainda s3o observadas em ambas abordagens pré-clinica e clinica.
Metodologicamente, em ambos os tipos de estudos, as dosagens periféricas destes parametros
podem ser realizadas tanto no soro quanto no plasma, o que permite a comparagao dos achados
e uma abordagem translacional dos mesmos. Entretanto, ao analisar as Tabelas 2-4, & possivel
identificar que sdo poucos os estudos com modelos animais que avaliam os parametros de
interesse na periferia — na qual majoritariamente as avaliagdes em pacientes ¢ realizada. A falta
da correlacdo periférico-central dificulta o entendimento das alteracdes bioquimicas periféricas
e o seu efeito no SNC, que geralmente resulta em mudancas comportamentais. Na clinica, um
dos fatores limitantes ¢ a dificuldade de quantificar alteracdes em nivel central, mais
especificamente teciduais — que atualmente s6 € possivel em estudos post mortem. Assim, 0s
modelos animais permitem que parametros centrais possam ser analisados e extrapolados para
a clinica. Neste sentido, nosso trabalho buscou avaliar alteragdes periférico-centrais de
parametros inflamatdrios, neurotroficos e de estresse oxidativo em modelos de transtornos de
humor, sugerindo que a intensidade da comunicagdo destes compartimentos seja mediada pela
integridade da BHE. Desta forma, a utilizagdo de modelos animais que satisfacam os critérios
de validades e que sejam translacionais contribui para o desenvolvimento da pesquisa pré-

clinica e clinica na Psiquiatria.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A complexidade dos transtornos de humor ¢ inegavel e a tentativa de mimetiza-los em
modelos animais ¢ desafiadora. Apesar das limitagdes deste trabalho, como a falta de avaliagao
de vias de sinalizacdo envolvidas e de validade preditiva, acredita-se que o mesmo tenha
contribuido para gerar novas hipoteses acerca da fisiopatologia dos transtornos de humor, bem
como sugerir a modulagdo de novos alvos moleculares para o seu tratamento. Atualmente, a
pergunta que fica sem resposta ¢ quanto ao biomarcador ideal para os transtornos psiquiatricos
(TEIXEIRA et al., 2019). Embora, a inflamacao, as neurotrofinas e o estresse oxidativo sejam
importantes na fisiopatologia e na resposta terapéutica, as alteragdes destes pardmetros nao sdo
especificas destes transtornos.

Na figura 8, estdo descritos os principais achados desta tese. Conforme observado, a
inflamacdo tem um papel central importante como mediadora das alteracdes observadas nos
transtornos de humor, sendo capaz de gerar estresse oxidativo e reduzir os efeitos neurotréficos
do BDNF; assim como nos modelos animais esta associada ao surgimento do comportamento
tipo-depressivo (DANTZER et al., 2008b). Logo, a inflamacdo periférica pode ser um
importante facilitador da comunicacdo do eixo periférico-central, ja& que pode ser capaz de
promover o aumento da permeabilidade da BHE — parametro que também deve ser avaliado
quando possivel em modelos animais. Ainda, a identificagdo de um efeito anti-inflamatorio da
EX-4 consistiu em um importante achado deste trabalho e que permitird a sua utilizagdo em
modelos animais cronicos — como do LPS seguido de estresse cronico —, gerando um melhor
entendimento do seu potencial terapéutico. Estas sdo perspectivas que, de alguma forma,

culminam na busca da melhora da qualidade de vida dos individuos com transtornos de humor.
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Figura 8. Resumo dos achados encontrados nos modelos animais utilizados. Descri¢éo das alteragdes
encontradas em parametros inflamatdrios, neurotréficos e de estresse oxidativo no soro e em diferentes

estruturas cerebrais; bem como de marcador de integridade da BHE.
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