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Padronizagdo De Um Modelo De Estresse Subcrénico Imprevisivel, Para Indugdo Da Depresséo.
CARNEIRO, C. A.
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Trabalho de Conclus&o de Curso, CCS/UFPB (2017)

RESUMO

O transtorno depressivo se tornara até o ano de 2020 a maior causa debilitante no
mundo, estudos com o0s provaveis mecanismos bioquimicos envolvidos neste
transtorno sao vitais, principalmente para compreender como os diversos fatores que
provocam o transtorno depressivo se relacionam para desenvolver a patologia. Nisto,
a pesquisa com prototipos de farmacos que busquem aliviar estes sintomas ou auxiliar
os tratamentos existentes se torna essencial. Para tanto é necessario a utilizagao de
modelos animais que mimetizem o estado depressivo humano em animais, de forma
eficiente, reprodutivel, reversivel e de baixo custo. Com base nisso, o presente
trabalho objetivou padronizar um modelo ndo-clinico de indugdo do comportamento
depressivo, para ser utilizado no teste de protétipos a possiveis farmacos, de forma a
ser realizado em menos tempo e utilizando estressores de facil acesso. Foram
utilizados Camundongos Swiss (Mus musculus) fémeas com grupo de 9-10 animais,
todos os protocolos foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal da Paraiba, sob numero de certiddo 046/16. O modelo
experimental de base foi o estresse crénico imprevisivel, os animais foram
aclimatados ao laborat6rio por cinco dias antes do inicio da aplicagao dos estressores.
Apoés, os animais foram separados em 03 grupos: controle (ndo passou pelos
estressores), estresse e estresse tratado com imipramina. Os animais recebiam entre
2-4 estressores por dia, por quatorze dias, com ragao e agua ad libitum. No décimo
quinto dia os animais passaram por testes comportamentais de suspensao da cauda,
borrifagem de sacarose e campo aberto. Os animais submetidos aos estressores,
apresentaram nos testes da suspensdo da cauda e borrifagem de sacarose a
presenca de um comportamento do tipo depressivo, e no campo aberto a maioria dos
parametros analisados indicavam o comportamento tipo ansioso, sintoma que é
associado a depressao. A imipramina reverteu estes sintomas depressivos, indicando
que o protocolo além de induzir o comportamento depressivo em um menor tempo
pode ser revertido por uma droga padrao e, assim, ser utilizado para a investigagao
de novos farmacos.

Palavras-Chave: Depressao, Estresse subcrénico imprevisivel, Fémeas.



Standardization of an Unpredictable Subchronic Stress Model for Induction of Depression..
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ABSTRACT

Depressive disorder will become the most debilitating cause in the world by the year
2020, studies with the probable biochemical mechanisms involved in this disorder are
vital, mainly to understand how the various factors that cause the depressive disorder
are related to develop the pathology. In this, research with drug prototypes that seek
to alleviate these symptoms or aid existing treatments becomes essential. To do so, it
is necessary to use animal models that mimic the human depressive state in animals,
in an efficient, reproducible, reversible and low cost manner. Based on this, the present
work aimed to standardize a non-clinical model of induction of the depressive behavior,
to be used in the test of prototypes to possible drugs, in order to be performed in less
time and using stressors of easy access. Female Swiss mice (Mus musculus) were
used with a group of 9-10 animals, all protocols were approved by the Ethics
Committee on the Use of Animals of the Federal University of Paraiba, under certificate
number 046/16. The basic experimental model was the unpredictable chronic stress,
the animals were acclimatized to the laboratory for five days before the beginning of
the application of the stressors. After, the animals were separated into 03 groups:
control (did not undergo stressors), stress and stress treated with imipramine. The
animals received between 2-4 stressors per day for fourteen days, with feed and water
ad libitum. On the fifteenth day the animals passed behavioral tests of tail suspension,
sucrose spraying and open field. The animals submitted to the stressors presented in
the tests of the suspension of the tail and sucrose spraying the presence of a behavior
of the depressive type, and in the open field most of the analyzed parameters indicated
the anxious type behavior, a symptom that is associated with depression. Imipramine
reversed these depressive symptoms, indicating that the protocol in addition to
inducing depressive behavior in a shorter time can be reversed by a standard drug and
thus be used for the investigation of new drugs

Keywords: Depression, Unpredictable Subchronic Stress, Females.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Relagao de Citocinas Pro-inflamatodrias e o Sistema Nervoso Central. ...... 15
Figura 2- Neurotransmiss&o Serotoninérgica e Noradrenérgica.........c..ccccoveeveniennennee. 22
Figura 3- Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal. .............cccooiiniiiniiecee, 25
Figura 4- Mecanismo Molecular do CortiSOl. ..........cccoirieeninieiinieeeeee e 27
Figura 5- Relagao Estresse e a Hipercostisolemia, seus efeitos sobre os sistemas

FISIOIOQICOS.. .ttt ettt sb ettt et sb e e e nne b 29
Figura 6- Sistema LimDiCO.. ......ccooiiiiiiie e 31
Figura 7 - Cronograma do eXperimento. . ........cccooerieririeieninieieseeeeeeeee e 39
Figura 8 - Evolug&o Ponderal dos ANIMAIS. .......cccocvevirieieniniciereeecneeeee e 43
Figura 9 - A) Tempo de Imobilidade. B) Laténcia para Imobilidade.. ..........c...c.c........ 44
Figura 10 - A) Tempo de Grooming. B) Laténcia para Grooming.. .......c.ccceceeeruenuennens 45

Figura 11 - A) Numero Total de Cruzamentos. B) Percentual de Tempo no Centro. 46
Figura 12 - A) Rearings realizados. B) Laténcia para rearing.. .......c.ccocceeceveevenenennne. 46



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Classificagdo da Depressao pelo DSM-V e CID-10.......cccoccevviviirieniencnnnne
Tabela 2 - Sintomas Para Diagnéstico da Depressao de acordo com o DSM-V .......

Tabela 3 - Proporcédo de Casos Depressivos entre Homens e Mulheres ...................



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

cm Centimetros

CID-10 Cadigo Internacional de Doencas — 10 CID-10
CPF Cortex Pre-frontal CPF

GC Glicocorticoide GC

GRa Glicoreceptor Alfa

GRp Glicoreceptor Beta

g Gramas

°C Graus Celsius

HPA Hipofise-Pituitaria-Adrenal

h Hora h

ACTH Hormonio adrenocorticotrofico ACTH

CRF/ICRH Horménio de liberagao da corticotrofina CRF/CRH
IDO Indolamina-2,3-dioxigenase

IMAO Inibidores da Monoaminooxidase

IRSN Inibidores da Recaptacao de Serotonina e Noradrenalina
ISRS Inibidores Seletivos da Recaptacédo da Serotonina
LES Lupus Eritematoso Sistémico

DSM-V Manual de Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais — V
mA Miliampere

ml Mililitros

m Minutos

NMDA N-metil-D-aspartato

NE Norepinefrina/ Noradrenalina

% Por cento %

Kg Quilogramas

5-HT Serotonina 5-HT

SNC Sistema Nervoso Central

TD Transtorno Depressivo

TDM Transtorno Depressivo Maior

V.0. Via de Administragao Oral



SUMARIO

INTRODUGAD .......ceceeererreeirtecaeeeessesssesseessessesssessssssessssssessssssesssessessssssssssessesssessesssessessssnnes 14
FUNDAMENTACAO LI =0 15 L L N 17
(O T3 ot Tok Lol I D T T4 Lo T3 4ol o RPN 17
(o1 [Ty 11T ] [ - T TP Erro! Indicador nao definido.
T3 T o T 1 o] (o - 1P PPPPTTIR 21
Teoria das IMONOAMINGS .....uuuiiiiiiieeeeeeiieciiirreeeeeeeeeeeeeeietarrraeeeeeeaeesssassssssssasesaaaeesssasasstssresaeaaaaaaeens 21
EStrESSE € DBPIESSA0 ceevieririieriueutueiiiiieieiaaeseeeeeeeaeaeeeeereeereeeareeaestrtnrnnasanannnaaaaaaseesasasasaaeeseseeeesenennnes 23

Eixo Hipofise-Pituitaria-Adrenal (HPA) ........eeiiiiiii ettt e e e e e e e e ban e re e e e e e e e 24

Do I o 1 N =T B 1T o] T 1-Y o USRS 25
Estruturas Cerebrais ENVoIvidas Na DEPreSSA0.......cccucuuiiiiiiieieeeeeeecccirtiree e e e e e e e e eeeenrssresseeaaaaaeens 29

B =1 =1 2 =] 1) 2PN 31
Metodologias Pré-Clinicas .......cccceeeiiiiiiiinieennneniiiiiniiiienneessinnnnieeesssenes Erro! Indicador ndo definido.
OBJETIVOS ...cieiiiiiiiiiiiiiiiiieiieicieiisesieseiatsesiassrassesiasstassssstasssassssssssstassssssssssassssssasssasssnns 37
€= - | RPN 37
ESPECIFICOS. .. uiiiiiiiiiinniiiiiiiiiiireiseenitrreeesassssesttttessssssssssssstneesssssssssssssseessnsssssssssssssssnnnsssssssssnns 37
IMETODOLOGIA ...cuiiuiieitiiiieiieiieiieiieesiestsiiseiiesstsstesitesstssssssssssssssssssssssassssssssssasssnssssssasssns 38
Y 0144 38
(D] oY== I = = T3 1= 4 o PN 38
IMIELOAOS ..couvviiiiiiiiiiinnneiiiiiiiitirennssssseetittersssssssssessseeesssssssssssssssesssssssssssssssssssnssssssssssssessnnnsssssssssnns 38
Procedimento EXPEriMENntal. .. ... et e e e e e e e e r e e e e e e e e an 38
NVEYFEToF ToXe E N =AVLe1 [V Lot To X o To) g Vo =T - | U UUURURROY 40
Teste de SUSPENSA0 A CAUTQ ..eviiiiiiii it e e et re e e e e e e e e e e eabrrr e e e e e eaeeeeeesantsbreaaeeaaaaaanas 40
Borrifagem de Sacarose (SPIlash TEST) ......uuiiiiiiieei i e e e r e e e e e 41
(07T 00Y o To I o T=] o o P UUURR 41
Gravagao € aNAliSE dOS VIAEOS ......uuiiiiiiieieei ettt e e et e e e e e e e e e e b b e e e e e e e e e e e e senanneaeseeees 41

YN F 1Ty I Y] =) 4 1] ot [ USURURROY 42
RESULTADOS ...cuiiiiitiieiiiiiieiieiieiiienieeiiaiiaiiseiiassisstesisesstssstsissssssssssssssssassssssssssassssssssssasssns 43
Avaliacao Da EVolugao PoNnderal.........ccciiiiiiiiiinnniiiiiiiiiiiinnnniiiinniiieenennsssiiieesssssssimssssssssssns 43
Teste De SuSPensA0 DA CaUda ....cccuueuiiiiiiiiiiemueiiiiiiiiiieeessesisiiiiiiisessssssssssssisssssssssssssssssssssssssssns 43
Teste de Borrifagem de Sacarose — Splash Test.........cviiieeiiiiiiiiiiiieenniiiiiieeeesssssssas 45

[0 T T oo 30 =T o PPN 46
DISCUSSAD........covrtrrerrrerressesessessestesessestesessestasassessessssessessssessessssessessssessestesessessessssesseseses 47
CONCLUSAD .....ocerrerrtrressestssessetssessessssessestessssessastssessastesessentesessessssessesssssssessessssessesssseses 52
REFERENCIAS........ceeueeteeirentestnsessetsessestesessestssessessesessesssssssessessssessesessessastesessessessssesseneses 53

ANEXO-A ..ttt tee s tsae e s e a e s s s e e s e ae st sa s e st ane st esasseseanssnennsssennes 60



INTRODUGAO

Compreender o transtorno depressivo é tdo complexo, quanto a propria
humanidade, ela pode ser entendida como um elemento da natureza humana e que,
muitas vezes, impulsiona certos individuos em seu processo criativo, atribuindo,
assim, um ar mais poético e artistico ao sofrimento (PARANHOS, WERLANG, 2009).
Hipocrates foi o primeiro a atribuir uma definicdo a patologia, onde 0 mesmo a
caracterizava um conjunto de alguns sintomas depressivos (aversdo a comida e falta
de animo) como melancolia. Apenas a partir do século XVII o conceito de depressao
atual comecgou a ser fundamentado como patologia, a partir de pesquisas cientificas
e observagao clinica para propor suas causas fisiopatologicas (QUEVEDO; SILVA,
2013).

E definida como uma patologia multifatorial que resulta da interacdo de fatores
genéticos, epigenéticos, ambientais, processos inflamatérios, transtornos
metabalicos, problemas de regulacdo hormonal, além de ser altamente incapacitante
e associada com alta morbidade e mortalidade (SOUSA, 2015; ROSA, 2014). E uma
doenga crénica caracterizada por mau humor generalizado, perda de interesse em
atividades usuais, diminui¢do da capacidade de sentir prazer (anedonia) e sentimento
de inutilidade, dentre outros (DHINGRA, 2014; GOLD, 2015).

Dentre os provaveis mecanismos fisiolégicos da depressdo a teoria das
monoaminas € a mais aceita e embasada, nela é defendido que o comportamento
depressivo se da pela diminuicdo da concentragdo de neurotransmissores
monoaminérgicos nas fendas sinapticas em determinados locais do sistema nervoso
central (SNC), dentre elas principalmente a noradrenalina (NA) e a serotonina (5-HT)
(WILLNER, KRUGER, BELZUNG, 2013). Dentre um dos alvos farmacologicos dessa
via estaria a MAO (Mono-amino-oxidase) enzima responsavel pela degradagao das
monoaminas na fenda sinaptica e os recaptadores de 5-HT e NA, que realizam a
recaptacdo desses neurotransmissores do neurdnio pré-sinaptico para dentro de
vesiculas, ao se bloquear esses dois alvos se manteria elevado na sinapse a
concentracido desses neurotransmissores e assim uma melhora no quadro depressivo
(KORTE, et al, 2015).

Outra hipotese que esta sendo estudada é a inflamatoria, que encontrou
justificativa para pesquisa principalmente devido a presenga do sickness behavior
(comportamento de doenga), que € caracterizado por letargia, isolamento, ansiedade



entre outros sintomas depressivos, comum em mamiferos que apresentam alguma
lesdo ou infecgdo. Um dos mecanismos seria a ativagao por citocinas inflamatérias da
indolamina-2,3-dioxigenase (IDO), que atua degradando o triptofano e produzindo
substancias neurotodxicas, além de, ao degradar o triptofano prejudica a produgéo de
serotonina pois este é o seu precursor. Outro ponto € que essas citocinas também
ativam a enzimas que promovem a degradagdo da 5-HT o que levaria a sua
diminuicdo no sistema nervoso e assim os sintomas depressivos (BRAGA, 2014,
VISMARI, ALVES, NETO, 2008). A figura 1% seguir traz os mecanismos conhecidos

qgue relacionam processos inflamatérios com a neurotransmisséo.
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Figura 1- Relagéo de Citocinas Proé-inflamatérias e o Sistema Nervoso Central. Fonte: Braga, 2014.

Uma terceira teoria que vem ganhado forga € a causada pelo estresse, gerando
um aumento sustentado de cortisol que por sua vez provoca diminuicdo da atividade
neuronal, que estudos mostraram ser revertido pelo uso de antidepressivos (GOMES,
2015). O eixo Hipdfise-Pituitaria-Adrenal (HPA) também tem demonstrado ser
bastante afetado pelo estresse e presente em casos de depressédo, principalmente
pelo fato de gerar niveis elevados de cortisol que provocariam os sintomas
depressivos (ROSA, 2014).

Sobre os fatores ambientais, existe a relacédo entre qualidade do meio ambiente
em que O paciente vive, como situagdo socioecondmica, traumas, apoio social,

atividade fisica com o desenvolvimento ou n&o da depressao (MILEVA, 2015).



Com base no que foi apresentado é possivel perceber o qudo complexo é a
depressdo, e como 0S seus mecanismos neurobioldgicos precisam ainda serem
estudados para ter uma melhor compreenséao e tratamento da doencga. Para tanto se
faz necessario pesquisas com modelos animais para poder compreender um pouco
mais dos mecanismos e também formas de tratamento.

O modelo mais aceito é o Estresse Cronico Imprevisivel, descrito primeiro por
Willner, 1997. E com o passar dor anos foi adaptado e modificado para ter melhores
resultados e também para ser realizado de acordo com a realidade local. Entretanto
tal modelo utiliza de 6-7 semanas de estressores, sendo excessivamente prolongado
com um custo relativo, tornando-se assim necessario desenvolver novos métodos que

possam ter resultados sélidos em menor tempo.



FUNDAMENTAGAO TEORICA

Classificagao, Diagnéstico e Epidemiologia

Classificar um transtorno comportamental € algo extremamente complexo,
principalmente por depender de uma anamnese bastante detalhada, assim, a
realizag&o do diagnostico diferencial da depresséo leva em conta varios aspectos. Os
sintomas depressivos sdo muito comuns e podem ser confundidos ou sobrepostos
com outras doengas, podendo ainda ser confundida com negligéncia, alcoolismo e
deméncia ou pode ocorrer como comorbidade de outras doengas (esclerose multipla,
hepatite, Parkinson, epilepsia, hipo e hipertireoidismo) (SOUZA, BAPTISTA, ALVES,
2015).

Deve-se também considerar que sentimentos momentaneos de ftristeza,
desanimo, angustia fazem parte da vida de qualquer pessoa e que esses sentimentos
podem se apresentar frente a situacbes adversas comuns da vida como perda,
fracasso, desapontamento o que pode tornar o quadro psicopatolégico mascarado
(PARANHOS, WERLANG, 2009) por serem sentimentos corriqueiros da vida (DEL
PORTO, 2000; PERES, 2006).

Associado ao fato que nao se possui marcadores bioquimicos especificos e
padronizados que possam fechar um diagnostico, e depender da subjetividade da
analise, a depressao atualmente é diagnosticada principalmente por uma consulta a
um psicologo ou psiquiatra que utiliza as diretrizes indicadas pelo Manual de
Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-V) ou o Cadigo Internacional
de Doencas (CID-10).

De acordo com esses dois guias a depressao possui varias classificagdes que
seguem na tabela a baixo:



Tabela 1 - Classificagao da Depressao pelo DSM-V e CID-10

DSM-V (2014) CID-10 (1998)

Transtorno Disruptivo da Leve
Desregulacédo de humor
Moderado
Transtorno Depressivo Maior
Episodio C/ sintoma
Depressivo Grave psicotico
Transtorno Depressivo Persistente S/ sintoma
(Distimia) psicotico

Outros Episédios Depressivos

Transtorno Disférico Pré-menstrual Episédio Depressivo N&o Especificado

Transtorno Depressivo Induzido por Leve
Substancia/Medicamento Transtorno Moderado
Depressivo
Recorrente, C/ sintoma
Transtorno Depressivo Devido Outra Episddio Grave psicotico
Condicao Médica Atual S/ sintoma
psicético

Outro Transtorno Depressivo

Especificado Transtorno Depressivo Recorrente,

atualmente em remissao
Outros Transtornos Depressivos
Recorrentes

Transtorno Depressivo Nao

Especificado Transtorno Depressivo Recorrente Sem

Especificagao

E importante destacar que dentre todos os quadros clinicos demonstrados

anteriormente, a depressao abordada neste e na maioria dos trabalhos cientificos se

refere ao Transtorno Depressivo Maior (TDM) de acordo com o DSM-V (2014). Neste,

0 paciente deve apresentar por no minimo duas semanas, dois sintomas principais:

humor deprimido e anedonia, além de outros cinco dos sintomas caracteristicos, que

séo descritos na tabela a baixo.
Tabela 2 - Sintomas Para Diagndstico da Depressao de acordo com o DSM-V

Sintomas Para Diagnostico

Humor deprimido na maior parte do dia

Diminuigdo do interesse ou prazer em todas ou quase todas as atividades

Perda ou ganho significativo de peso sem estar fazendo dieta

Insénia ou hipersonia

Agitacdo ou retardo psicomotor

Fadiga ou perda de energia

Sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva

Capacidade diminuida para pensar ou se concentrar

Pensamentos recorrentes de morte ndo ideagédo suicida recorrente sem um plano
especifico, uma tentativa de suicidio ou plano especifico para cometer suicidio.




Apesar das dificuldades é preciso destacar que os métodos de
diagndstico vem evoluindo com o uso de escalas e testes para se poder definir
a presenca da patologia, seu grau e se houve melhora no quadro clinico
(SOUZA, BAPTISTA, ALVES, 2015).

No Brasil ja existem alguns testes validados que identificam a presenga
de tragos depressivos na personalidade do paciente (Escala Fatorial de
Ajustamento Emocional/Neuroticismo, Bateria Fatorial de Personalidade,
Inventario de Personalidade NEO), como a presenga do transtorno ou de um
episodio depressivo (Inventario de Depresséo de Beck | e I, Escala Baptista de
Depressao, Escala de Ideacdo Suicida, Escala de Desesperancga, Rorscharch,
Zulliger, etc.), com esta variedade de testes se torna importante a capacitagéo
dos profissionais para a interpretacdo dos mesmo e assim fechar o diagnostico
correto (ELY, NUNES, CARVALHO, 2014; CFP, 2017).

Dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) cerca de 350 milhdes
de pessoas vivem com depressao e até 2020 ela se tornara a segunda maior
doenga no mundo (BRASIL, 2012; STOPA et al, 2015).

Pesquisas em diversos paises demonstram uma diferenca da
prevaléncia da depressao em sua populagao, nos Estados Unidos, por exemplo,
apresenta uma taxa de 7% na populagao de transtorno depressivo; na Europa
por sua vez estudos mostram que 6,9% da populacio apresenta este transtorno;
na Espanha 29,5% dos pacientes atendidos na atencao primaria apresentaram
o transtorno; em um trabalho internacional envolvendo 18 paises se obteve uma
prevaléncia de 11,1% da doenga (MOLINA et al, 2012, DSM-V,2014; SLATERY,
2017).

Por sua vez, no Brasil, assim como em outros paises, os estudos sao
escassos sobre sua epidemiologia, um estudo realizado com a populagédo de
Sao Paulo encontrou um total de 16% de pacientes depressivos na populagao
estudada, outro trabalho com usuarios de Unidades Basicas de Saude se
encontrou uma prevaléncia de 23,9% (MOLINA et al, 2012; ELY, NUNES,
CARVALHO, 2014).

Porém o trabalho mais completo sobre a depressao no Brasil pertence a
Stopa e colaboladores (2015), onde foram utilizados dados da Pesquisa
Nacional de Saude de 2013 e realizado um inquérito de base populacional,
investigando o auto-relato do diagnostico médico prévio de depressao, recebido



em algum momento da vida, onde foram realizadas mais de sessenta mil
entrevistas e se encontrou uma prevaléncia da depressédo em 7,6% da
populagao.

Com relagdo a prevaléncia, todos os trabalhos encontram uma maior
expressao em mulheres do que em homens, variando apenas as proporgdes que
no geral € de duas vezes mais em mulheres do que em homens. A tabela a
abaixo relata essa prevaléncia de forma bem significante, onde os autores
citados também encontraram em sua literatura ou pesquisa as seguintes
proporgoes:

Tabela 3 - Proporcédo de Casos Depressivos entre Homens e Mulheres

Prevaléncia Fonte
Mulheres: 1,5-3 vezes mais prevalente que | AMERICAN PSYCHIATRIC
homens ASSOCIATION, 2014
Mulheres: 1,73% mais prevalente que homens | MOLINA et al, 2012
Mulheres: 3,2% mais prevalente que homens | DHINGRA, BANSAL, 2012
Mulheres: 10-15% mais prevalente que em | SLATTERY, CRYAN, 2017
homens
Mulheres: 10-25% casos, PARANHOS, WERLANG,
Homens: 5-12% casos 2009
Mulheres: 21,4% dos casos, BRETANHA et al, 2015
Homens: 12,3% dos casos
Mulheres: 29,1% dos casos RAMOS et al, 2015
Homens: 24,8% dos casos
Mulheres: 10,9% dos casos STOPA et al, 2015
Homens: 3,9% dos casos
Mulheres: 21% dos casos MILEVAS, BIELAJEW, 2015
Homens: 13% dos casos
Mulheres: 15% dos casos GOLD, VIEIRA, PAVLATOU,
Homens: 8% dos casos 2015

Visto que esta prevaléncia é tdo nitida, o uso de fémeas em pesquisas
envolvendo modelos de depresséo seria 0 mais l6gico, pois utilizaria uma pré-
disposigéo presente no género para estudar esta patologia. Destacando assim a
importancia do nosso trabalho.

E importante também citar que a depress&o pode estar associada a outras
doengas como Parkinson, diabetes, Lupus Eritematoso Sistémico (LES) etc., o
que torna também seu diagnodstico complexo pois em alguns casos ndo se pode
definir que ela ja estava presente antes da doenga ou se a patologia levou a
depressao.



E interessante notar que alguns tipos de comportamento também podem
ser associados ao comportamento depressivo em alguns casos, pessoas que
fumam e consomem bebida alcodlica de forma diaria apresentam um risco trés
vezes maior de possuir T.D., porém nao se tem ainda o conhecimento se o
consumo de nicotina e alcool geraria o transtorno ou se a depressao promove o
consumo dessas substéncias (FARINHA, 2013; MOLINA et al, 2012). Entretanto
realizacdo de atividades fisicas aparenta mostrar melhora neste tipo de
comportamento dos seus praticantes, onde em estudo feito por Batista e Onelas
(2013), mostrou que nao praticantes apresentam uma prevaléncia de 2,01 de
depressao em relagdo aos que nao praticam a atividade.

A relacado entre a situagédo socio econémica e a depresséo ja associada
em alguns trabalhos (Stopa et al, 2013 e Molina et al, 2012) encontraram que
pessoas com baixo nivel de escolaridade e renda baixa, apresentavam indices
maiores de depressao que as demais classes. Isso pode se dar em parte, nao
s6 as condigdes ambientais de estresse, levados a uma menor qualidade de
vida, mas também ao fato que pessoas com maior nivel socioeconémico tem
mais acesso a servicos de saude o que poderia gerar diagnésticos mais

precoces e um tratamento mais efetivo.

Fisiopatologia

Devido ser um transtorno multifatorial, entender como esses multiplos
fatores se associam para levar ao estado depressivo € extremamente complexo.
Abaixo iremos relatar algumas das principais vias relacionadas com a
fisiopatologia da depressao, em que o estresse serve como gatilho para levar as
modificagdes bioquimicas e apresentacdo do quadro depressivo.

Teoria das Monoaminas

A hipotese monoaminérgica foi a primeira teoria a explicar a fisiopatologia
da depresséao. Surgiu em 1965 e define que a depresséo pode ser consequéncia

de uma reducdo dos niveis de monoaminas na fenda sinaptica e a



farmacoterapia envolve um aumento da concentracdo dessas monoaminas na
fenda (PEREIRA, 2011; PIZINI, 2013).

Inicialmente, foi baseada na deficiéncia da NA e 5-HT, pois ao se observar
a acdo dos antidepressivos a maioria age como inibidores dos recaptadores
desses neurotransmissores no neurdnio pré-sinaptico (ex: imipramina), com o
tempo a diminuicdo da dopamina também foi relatada em alguns casos de
depressdo (SIBA, 2013). E possivel ter uma melhor visualizagéo desses dois

sistemas de neutransmissao a partir das ilustragcdes a seguir.
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Figura 2- Neurotransmiss&o Serotoninérgica e Noradrenérgica. Fonte: Golan et al, 2009.

Varios estudos corroboram com esta hipdtese, pois indicam que
importantes alteragdes nos sistemas serotoninérgico e noradrenérgico estao
relacionadas com o sucesso do tratamento farmacolégico antidepressivo
(PIZINI, 2013).

Esta hipdtese, foi por muito tempo considerada o unico mecanismo
elucidado que justificasse o quadro depressivo e, que possuisse alvos para
novos farmacos ou melhoria dos que ja existiam (WILLNER, KRUGER,
BELZUNG, 2012).

Entretanto esta teoria € considerada reducionista, uma vez que nao

explica o motivo no qual muitos antidepressivos apresentam um periodo de



laténcia para inicio do efeito terapéutico — aproximadamente em 40% dos
pacientes - (PEREIRA, 2011). Analisando esta limitagdo, pesquisas foram
direcionadas para outras provaveis vias que levassem ao comportamento
depressivo, como por exemplo, o estresse que sempre esteve associado como
gatilho para o transtorno depressivo maior. Assim iniciaram-se estudos desta

relagdo bioquimica e farmacologica entre o estresse e a depresséo.

Estresse e Depressao

O estresse € um evento necessario ao organismo, ele sinaliza para
situagbes de perigo, deixando o individuo em estado de alerta, e assim o
preparando para reagir de forma efetiva ao estressor, porém quando o estresse
perdura por mais tempo ele é tdéxico ao corpo e pode levar a varios problemas,
como desregulacdo hormonal e problemas neurotdxicos (SIBA, 2013). Ele pode
ser dividido em trés componentes principais: 1) o estressor, estimulo que
perturba a homeostase; 2) estresse, aquilo que o cérebro percebe quando €&
confrontado com a alteragdo da homeostase; 3) resposta ao estresse, que €
como o cérebro vai reagir diante do que Ihe foi exposto e as reagdes fisioldgicas/
comportamentais que se seguem para enfrentar o estressor (GOLDSTEIN,
2010). E importante frisar que esta resposta ao estresse, pode levar a uma
resposta adaptativa que busca resistir ou contornar o estressor, para que o
organismo retorne a homeostase. Caso o processo seja muito intenso ou
persistente - semanas, meses ou anos - pode vir a ocasionar diversos problemas
ao organismo, como por exemplo: efeito deletério em 6rgdos do sistema
circulatorio, gastrointestinal, imunologico e SNC; promovendo entdo o
surgimento de transtornos metabdlicos e comportamentais; e por fim levar a
exaustdo do organismo podendo levar a morte por esgotamento (SIBA, 2013;
ZIMMERMANN, 2013; MARTINO, 2014).

Os sistemas fisiologicos envolvidos nesta resposta sdo o sistema nervoso
autdbnomo simpatico e o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), atuando em
conjunto impulsionando a secregao de catecolaminas e glicocorticéides (GC) em
circuitos de feeback negativo, resultando nas primeiras respostas fisiolégicas ao
estresse (GIONGO, 2016). Estes mecanismos proporcionam um refor¢co as

funcbes do cérebro relacionadas a concentragdo, que irdo focar na ameacga



observada (estressor), em paralelo o débito cardiaco e a respiragdo estédo
acelerados, o catabolismo aumenta, o fluxo do sangue é redirecionado para os
locais ameacados, preparando o organismo para reagao de luta ou fuga
(ZIMMERMANN, 2013).

Muitos trabalhos tém demonstrado uma forte ligagdo do estresse com a
depressao, tendo relagdo direta com o eixo HPA, onde em situagdes de estresse
muito intenso ou crénica, pode ocorrer uma desregulagédo deste eixo, levando a
uma exacerbacido da liberacdo de GC que em excesso possuem atividade
neurotoxica, principalmente ao atuar em regides especificas como hipocampo e
cortex pré-frontal, causando alteragdes plasticas e estruturais nesses locais que

s&o caracteristicas em individuos com TDM (PEREIRA, 2011).

Eixo Hipdfise-Pituitaria-Adrenal (HPA)

O eixo HPA realiza suas atividades da seguinte forma, o estimulo
estressor (seja externo ou interno) chega as células dos nucleos
paraventriculares hipotalamicos, e promove a secregao do fator (hormbnio) de
liberacdo da corticotrofina (CRF/CRH) e vasopressina, ao ser langado na
microcirculagdo hipofisaria, o CRH estimula a pituitaria (hipofise anterior) a
liberacdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) que é distribuido na
circulagdo sanguinea, ao chegar na glandula adrenal, levara a produgao de
glicocorticoides no seu cortex, entre eles o cortisol (corticosterona em roedores),
estes por sua vez irdo modular a atividade do eixo HPA de forma negativa
(feedback negativo), promovendo um estimulo inibitério a produgédo de CRH e
ACTH agindo sobre o hipocampo e hipotalamo (BITENCOURT, 2008; SIBA,
2013; WILLNER, KRUGER, BELZUNG, 2013; VILELA, JUREMA, 2014;
GIONGO, 2016).

A amigdala e o hipocampo possuem papel importante na regulagao deste
eixo, exercendo controle excitatério sobre o hipotalamo, a amigdala estimula o
eixo HPA, que sofre feedback positivo pelo cortisol quando em niveis elevados;
por sua vez o hipocampo exerce controle inibitorio sobre o eixo HPA, onde o
cortisol atua de forma negativa sobre ele promovendo a inibicdo do eixo
(WILLNER, KRUGER, BELZUNG, 2013).



O feedback negativo deste eixo é de extrema importancia, uma vez que
sua desregulagdo pode promover niveis desregulados de cortisol que podem
levar a sérios problemas para o organismo, esta desregulagdo vem sendo
associada como um dos fatores para o TDM, devido niveis de cortisol estarem
elevados no sangue de pacientes deprimidos (BITENCOURT, 2008; GIONGO,
2016). A figura 3 a seguir nos traz de forma didatica o funcionamento deste eixo.
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Figura 3- Eixo Hipotadlamo-Pituitaria-Adrenal. Nucleos Paraventriculares Hipotalamicos
(PVN); Fator de Liberagado da Corticotrofina (CRF); Hormonio Adrenocorticotrofico (ACTH).
Fonte:Nestler et al, 2012.

Eixo HPA e Depressao

O eixo HPA como exposto anteriormente, possui varios pontos
regulatorios, que visam assim impedir que ocorra a sua desregulagdo e com isso
ter um controle melhor dos niveis de cortisol, pois 0 mesmo em niveis elevados
pode levar a diversos problemas, entre eles morte neuronal, diminuicdo da
neurogénese que pode acarretar reducdo das atividades cognitivas (PIZINI,
2013).

Esta desregulacéo pode ocorrer por varios fatores como um estresse mais

intenso e prolongado, que induz a liberagdo excessiva de cortisol



(ZIMMERMANN, 2013), defeitos no processo de feedback negativo (SIBA,
2013), desregulacédo do sistema imune, com a elevagédo crénica de diversas
citocinas como IL-6 e TNF-a (BRAGA, CAMPAR, 2014).

Como resposta a estes niveis elevados de glicocorticoides (GC), ocorre
uma dessensibilizacdo dos seus receptores no hipotalamo, reduzindo seu efeito
inibitério no feedback negativo, hipertrofia da pituitaria e adrenal, alteragbes
metabdlicas, comportamentais, no sistema imune, além de diminuicdo da
neuroplasticidade, reducdo do volume hipocampal e inibicdo dos sistemas
serotoninérgico, noradrenérgico e dopaminérgico (SIBA, 2013, MARTINO,
2014).

O mecanismo que causa esta dessensibilizacdo € complexo, pois o
cortisol como glicocorticoide atua em nivel na regulagdo de produgao proteica,
sobre receptores glucocorticoides (GR) ou tipo Il, com presenca especial no
hipocampo (MARTINO, 2014).

Brunton, Chabner e Knollmann (2012) explicam que o mecanismo que
envolve este processo esta relacionado com a expressao génica de um receptor
truncado (GRp), que é incapaz de se ligar ao cortisol ou de ativar a expressao
génica do receptor efetor (GRa), a expresséo do GRf é promovida por citocinas
inflamatdrias, fator de necrose tumoral e também a polimorfismos, que podem
ser gerados pela atividade excessiva do receptor GRa, visto que o mesmo atua
em sequéncias génicas e quando hiperestimulado pelos niveis elevados de
cortisol pode levar a producéo do receptor truncado.

A forma como o cortisol realiza essa transcricdo génica pode ser

observada na figura 4 a seguir.
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Figura 4- Mecanismo Molecular do Cortisol. CGB, Globulina de Ligagdo de Corticosteroides; S,
Cortisol; GR, Receptor de Glicocorticoides; HSP70, Proteina de Choque Térmico de 70Kd;
HSP90, Proteina de Choque Térmico de 90Kd; IP, Imunofilina; GRE, Elemento de Resposta a
Glicocorticoides. Fonte: BRUNTON, CHABNER, KNOLLMAN, 2012.

Para os neurénios essa desregulagao dos GC é extremamente prejudicial,
pois promove uma hiperativagdo de enzimas dependentes de calcio levando a
producdo de radicais livres neurotdxicos, diminuicdo no transporte de glicose
para o interior da célula e uma reducdo da producdo de fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) que fornece suporte tréfico a estrutura e fungéao
celular (WILLNER, KRUGER, BELZUNG, 2013).

Estes efeitos sobre o SNC, refletem em alteragcbes comportamentais
como o TDM por exemplo, varias pesquisas ja encontram niveis elevados de
cortisol (hipercortisolemia) no plasma, urina e fluido cerebroespinhal, além de
reducdo dendritica de neurdnios piramidais e volume do giro denteado e
hipocampo, elevagdo dos niveis de mediadores do eixo HPA (CRH, ADH),
diminui¢ao dos niveis de BDNF, alargamento da pituitaria e adrenal em resposta
a excessiva estimulagéo; importante registrar que ao se utilizar antagonistas do
receptor CRF é possivel observar reversao de sintomas depressivos, 0 que
indicaria relacéo direta do sistema HPA e depressdao (BITENCOURT, 2008;
pereira, 2011; MARTINO, 2014; VILELA, JUREMA, 2014).



Além dos sintomas depressivos a hipercortisolemia também esta presente
em outras alteragcbes comportamentais como disturbios do sono, reducdo da
atengdo e libido, ansiedade, disturbios psicomotores, efeitos negativos no
humor, memoria e aprendizado (WILLNER, KRUGER, BELZUNG, 2013;
MARTINO, 2014; VILELA, JUREMA, 2014). Outro ponto importante foi identificar
uma presenga maior de hipercortisolemia em mulheres do que em homens, o
que € semelhante quando comparada com a depressédo (VILELA, JUREMA,
2014).

Estes niveis elevados também atuam sobre enzimas presentes na fenda
sinaptica, as monoaminooxidases, que sao responsaveis pela degradagao de
neurotransmissores na fenda, tem sua atividade aumentada pelo cortisol, o que
gera uma diminuigdo da concentrag&o dos niveis cerebrais de NA e 5-HT, o que
correlacionaria a teoria das monoaminas com a desregulagao do eixo HPA e a
depressao (WILLNER, KRUGER, BELZUNG, 2013).

A desregulacdo da concentragcdo do GC também atua diretamente sobre
o sistema imunoldgico podendo levar a exacerbagéo e perpetuagéo do processo
inflamatorio e gerar um quadro de inflamacgéo crénica (IC) (BRAGA, CAMPAR,
2014). Com este processo IC, ocorre a liberagdo continua de citocinas proé-
inflamatorias de macréfagos e células da microglia, que contribuem para a
dessensibilizagdo do GR e estimulam o eixo HPA (WILLNER, KRUGER,
BELZUNG, 2013). O CRH também aparenta possuir uma relagdo com o sistema
imune, onde a elevacdo de niveis de IL-6 no SNC, promove a producéo e
secregao de CRH que além de atuar no eixo HPA, ativa varias células do sistema
imunologico como macréfagos, astrocitos e a microglia para liberagdo de
citocinas pro-inflamatérias, essas por sua vez podem prejudicar a
neurotransmissdo noradrenérgica e serotoninérgica, levando a sintomas
depressivos (VISMARI, ALVES, NETO, 2008). Esta relagdo de processos
inflamatdrios e depressao também pode ser embasada pelo comportamento de
doenga, que é bastante presente em mamiferos, onde na presenga de alguma
infeccdo ou processo inflamatorio e caracteriza-se por sintomas de tipo
depressivo como letargia, isolamento, astenia, inibicdo, anorexia, ansiedade e
reducdo da fungao reprodutora (BRAGA, CAMPAR, 2014).

Por fim, a relagédo da desregulagéo do eixo HPA com estressores externos
pode se relacionar em alguns casos a partir de traumas antes ou apds o



nascimento, que podem levar a metilagdo do gene do promotor do receptor
cerebral GR, reduzindo sua expressao ao longo da vida do individuo, afetando
assim o feedback negativo e gerando uma hiperreatividade ao eixo HPA,
podendo assim tornar a pessoa mais susceptivel a depressao e outros
transtornos mentais (MARTINO, 2014). Na maioria dos episddios depressivos
(60%) sao antecedidos pela ocorréncia de fatores estressantes, que pode levar
ao aumento dos niveis plasmaticos de glicocorticoides, gerando a desregulacéo
do eixo (HPA) (PIZINI, 2013). A figura 5 a seguir correlaciona o como o estresse
ao desencadear a hipercortisolemia pode resultar em alteragdes neuroquimicas

que promovam o comportamento depressivo.

Dessensibilizacao
Sistema Imune

Metilagao GRE

Liberagdo
Citocinas Pré-inf.

Hiperreatividade
HPA

Figura 5- Relagédo Estresse e a Hipercostisolemia, seus efeitos sobre os sistemas fisioldgicos. Fonte:
Prépria.

Estruturas Cerebrais Envolvidas na Depresséao

A natureza heterogénea da depressao sugere o envolvimento de multiplas
regides cerebrais na fisiopatologia desta doenga, evidéncias crescentes tem
demonstrado que estas regides podem estar agindo como mediadores desta
diversidade de sintomas, onde por meio de estudos com neuroimagem,
observou-se o envolvimento principalmente do hipocampo e do cortex pré-
frontal, possivelmente associados as disfungbes cognitivas presentes no
transtorno, outras estruturas como hipotalamo, amigdala, talamo, giro cingulado

também teriam relacdo com o TDM, seja por problemas de plasticidade,



comunicagdo ou redugdo da carga neural que levaria ao quadro patoloégico
(PEREIRA, 2011; PIZINI, 2013).

Dentre as estruturas acima citadas, a amigdala, é uma estrutura chave no
processamento do estresse, que estabelece uma alta conectividade com o
cérebro, buscando assim a detecgdo de estimulos potencialmente perigosos,
para a contribuicdo de um tom emocional para as experiéncias, € memorias e
ativacédo da resposta ao estresse (MARTINO, 2014).

O cortex pré-frontal (CPF) tem se destacado devido suas conexdes com
a amigdala, nucleo accumbens e outras estruturas limbicas, desempenhando
atividade inibitoria em resposta ao estresse, além de atuar sobre fungcbes mais
complexas como memoria, aprendizado, tomada de decisdes e modulagao
endocrina ao estresse. O feedback negativo descendente sobre o eixo HPA
também ¢é exercido pelo CPF (PEREIRA, 2011, WILLNER, KRUGER,
BELZUNG, 2013; MARTINO, 2014).

Como principal estrutura estudada e relacionada a depresséo, o
hipocampo esta localizado em ambos os lobos temporais medianos e neste local
as lembrancgas explicitas e contextuais sdo armazenadas, e assim como o CPF,
age inibindo o estresse atuando sobre a amigdala (MARTINO, 2014). Estudos
estruturais de imagens relataram que existe uma diminui¢do confiavel no volume
do hipocampo em pacientes com TDM, alteragbes neuroquimicas e estruturais
observadas no hipocampo desses pacientes € muito semelhante ao observado
apos exposicdo prolongada a estresse ou altos niveis de glicocorticoides
circulantes (WILLNER, KRUGER, BELZUNG, 2013).
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Figura 6- Sistema Limbico. Fonte:Silverthorn, 2010.

Tratamento

Apesar de ser uma patologia tdo antiga, apenas em meados de 1950 os
primeiros antidepressivos foram descobertos, porém apenas anos mais tarde
seu mecanismo de agao foi elucidado (BAPTISTA, 2015; VISMAR, ALVES,
NETO, 2008).

As principais classes conhecidas sdo os inibidores da monoaminoxidase
(IMAO), antidepressivos triciclicos, inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (ISRS) e inibidores da recaptagao de serotonina e noradrenalina
(IRSN) (GOLAN et al, 2009).

Os IMAO foram uma das primeiras classes a serem descobertas, a
monoaminoxidase é a enzima responsavel pelo catabolismo de moléculas
monoaminérgicas na fenda sinaptica, ao se inibir a agdo da enzima, estes
farmacos provocam um aumento da quantidade destes neurotransmissores na
fenda e assim promovem o efeito antidepressivo, apesar de muito utilizados
apresentam varios efeitos adversos, sendo atualmente, variantes dos farmacos
originais ainda disponiveis (BAPTISTA, 2015).



Assim como os IMAO, os antidepressivos triciclicos foram uma das
primeiras familias a serem descobertas, seu nome se da devido a sua estrutura
quimica comum, que consiste em trés anéis que incluem dois anéis aromaticos
fixados a um anel de ciclo-heptano (GOLAN et al, 2009). Atuam principalmente
bloqueando transportadores pré-sinapticos de recaptagdo de 5-HT e de NE,
promovendo um aumento da disponibilidade destes neurotransmissores na
fenda sinaptica, além de efeito antidepressivo podem ser usados em outros
transtornos como transtorno obsessivo-compulsivo, transtorno de estresse pos-
traumatico e fibromialgia dentre outros (BAPTISTA, 2015).

Apenas trinta anos apos a descoberta destas duas classes surgiram os
ISRSs, eles bloqueiam a agado das proteinas pré-sinapticas recaptadoras de
serotonina, com uma alta seletividade (20-1.500 vezes). Atualmente s&o
comumente o primeiro passo em tratamentos antidepressivos apesar de alguns
pacientes ainda nao responderem de forma satisfatéria ou reclamarem de alguns
efeitos colaterais indesejaveis como nauseas, insOnia e disfungdes sexuais
(VISMAR, ALVES, NETO, 2008; BAPTISTA, 2015; FERNANDES et al, 2012;
FLECK et al 2009).

Os IRSN surgiram como uma alternativa aos pacientes nao responsivos
aos ISRS, onde sua atuacéao varia de acordo com sua concentragdo, em baixas
doses se comportam como ISRS, por sua vez quando é elevado atuam também
em receptores NE, o que torna uma vantagem desta classe pois isto Ihe da um
maior espectro de agéo, outra vantagem é a redugéo dos efeitos colaterais e
poder ser utilizado para tratamento de cor crénica associada a depressao
(GOLAN et al, 2009; FLECK et al, 2009; MENEZES et al, 2008).

Outros potenciais alvos farmacoldgicos que vem sendo descritos nas
pesquisas sdo o0s receptores canabindides, que apresentam atividade
antidepressiva e também ansiolitica em modelos animais, além de elevarem
niveis de neurotrofinas, induzir a neurogénese hipocampal e supressao do
horménio do estresse, porém ainda sao necessarios mais estudos devido a
tolerancia desses receptores, efeitos sedativos e prejudicar o aprendizado e a
memoria (SAITO, WOTJAK, MOREIRA, 2010).

Por sua vez os antagonistas dos receptores NMDA (N-metil-D-aspartato)
tem se mostrado farmacos promissores, exercem efeito antidepressivo de forma

rapida e robusta até em pacientes com maior resisténcia, iniciando seu efeito em



duas horas apos sua administragdo e mantendo por até 72 horas (ASSIS et al,
2009; LI et al, 2014; BAPTISTA, 2015).

Um ponto que vem sendo bastante estudado é a relagcdo como estes
medicamentos podem interagir com o sistema imune, pois como vimos
anteriormente este pode sim estar relacionado diretamente com o transtorno
depressivo maior. Em seu estudo, Vismar, Alves e Neto (2008) trazem que
alguns medicamentos antidepressivos (fluoxetina e clomipramina) podem afetar
diretamente a producdo de citocinas inflamatérias, além de inibicdo da
substancia P, ou estimulacdo de citocinas antiinflamatorias e assim inibindo a
producdo de prostaglandinas, 6xido nitrico, etc., fundamentais neste processo.

Apesar de todos os avangos e pesquisas a ndo adesao ao tratamento é
ainda € comum, chegando a atingir 30% dos pacientes com TDM que n&o
responde a sua primeira terapia antidepressiva e apenas 20 a 40% dos pacientes
tratados conseguem remissao total (LEPINE et al, 2012). Dentre os fatores que
podem interferir nessa ndo adesdo Cunha e Gandini (2009) propuseram os
seguintes interferentes:

* Intrapessoais - Crenga no tratamento, aceitagdo da doencga,
motivacgao;

* Interpessoal - Comunicacédo e acompanhamento do profissional de
saude, apoio de amigos e familiares;

* Contextual - Disponibilidade do profissional de saude, localizagao
do servigo, gratuidade da medicacéo;

* Tratamento - Efeito adverso e colaterais da medicacao, periodo de

laténcia, resisténcia.

Dentre os fatores que interferem no cumprimento do tratamento o periodo
de laténcia e a intolerancia as medicag¢des tem sido um dos principais, em média
se leva de duas a quatro semanas para se obterem os efeitos desejados, e apos
este periodo um terco dos pacientes podem apresentar resisténcia ao
tratamento, o que se faz necessario a pesquisa constante por novos farmacos
que possam diminuir este tempo e resisténcia (ASSIS et al, 2009; LEPINE et al,
2012; BAPTISTA, 2015).



Neste ponto é que as pesquisas pré-clinicas se tornam tao importantes
para o desenvolvimento de novos farmacos, pois € o passo inicial para se
identificar substancias que possam se tornar potenciais medicamentos, e é
nesse processo que o desenvolvimento de técnicas que tentem mimetizar a
patologia de forma econémica e efetiva e a mais similar possivel a encontrada
em humanos que se faz necessario o desenvolvimento e padronizagcao de

metodologias pré-clinicas.

Evidéncias Nao-Clinicas

Modelos animais sdo uma ferramenta importante na pesquisa, que busca
simular como determinados procedimentos ou substancias poderiam se
comportar no organismo humano baseado na resposta obtida em animais que
possuem alguma similaridade fisiologica. O primeiro estudo cientifico conhecido
com modelos animais retrata de 1638 (MIXIARA et al, 2012).

Como ferramentas para o uso de animais temos o uso de modelos e
testes, onde modelos podem ser definidos como construgées que buscam
mimetizar determinado quadro patolégico, onde o objetivo final € observar
similaridades em varios niveis com o transtorno mental estudado. Testes por sua
vez ndo busca similaridades na patologia e sim determinar ou ndo a presenga
de um efeito (ALMEIDA, 2006).

Em estudos com depressao o uso de modelos e testes animais € bastante
utilizado, isso se deve ao fato de que frente a drogas antidepressivas sao
observados diminuicado do tempo de imobilidade em testes de situacéo de luta
ou fuga que buscam identificar comportamento de autopreservagao, que com
uso de antidepressivos aparenta melhora nos animais, associado ao fato de que
em experimentos de estresse crénico ocorre a deplegdo noradrenérgica central
o que também é encontrado em pessoas com depressao (DIAS, 2009).

Os testes comportamentais buscam a eficacia de drogas antidepressivas
apos administracdo aguda ou crbnica, os mais usados sao o teste de nado
forcado, teste de suspensdo da cauda e mais recentemente o teste da
borrifagem de sacarose (splash test) (CALDARONE, ZACHARIOU, KING, 2015).



Os modelos comportamentais por sua vez podem ser crénicos ou agudos,
dentre os crénicos temos o desamparo aprendido, derrota social, e o estresse
cronico imprevisivel onde os animais sdo expostos a uma série de estressores
diferentes de forma aleatéria, como mudangas de luz, temperatura, mudancas
em companheiros de gaiola, gaiolas inclinadas por um periodo de tempo,
maravalha molhada e barulho alto, dentre outros. Esta exposi¢céo prolongada aos
estressores produz mudangas no comportamento do tipo depressivo que podem
ser revertidas pelo uso de antidepressivos (CALDARONE, ZACHARIOU, KING,
2015; FAROQ et al, 2012; LI et al, 2009).

Almeida, 2006 tras um ponto importante sobre a escolha de um modelo
animal, e fala que deve ser levar em consideragdo ao menos dois fatores, a
fidedignidade e validade. Onde modelos fidedignos s&o aqueles que apresentam
consisténcia e estabilidade, podem ser reproduzidos de forma confiavel gerando
o mesmo resultado final; A validade por sua vez busca certificar que determinada
metodologia cumpre o 0 seu objetivo e se subdivide em seis aspectos que
seguem:

* Validade Preditiva — Capacidade em prevé algum aspecto clinico
relevante para a pesquisa;

* Validade de Construgao — Avalia a similaridade com os processos
que levam ao comportamento no modelo a a patologia que
pretende ser estudada,;

* Validade de Contéudo - Precisdo do modelo e quantificar/medir a
presenga da patologia desejada;

* Validade Etiologica — Quando o modelo e o quadro clinico possuem
a mesma etiologia;

* Validade Discriminante — Descrever o nivel correlacdo entre os
modelos que buscam avaliar o quadro clinico estudado com os
utilizados para patologias diferentes;

* Validade de Face - Similaridade entre o comportamento

encontrado no animal e os sintomas especificos da doenca.

Devido possuirem varios aspectos distintos é dificil um modelo cumprir

todos estes pontos, entretanto a escolha de técnicas que tenham o maximo de



validades presentes € importante par que o estudo ndo seja questionado devido
uso de metodologias n&o confiaveis.

Dentre os estudos ndo clinicos da depresséo, o estresse imprevisivel
crénico € um dos mais utilizados, foi padronizado por Wilner e colaboradores
inicialmente em 1997 e, desde e entdo vem sendo utilizada em diversas
pesquisas internacionais com mais de 230 publicacbes até o ano de 2015
(WILLNER, 2017).

A partir deste modelo, nosso trabalho buscou adaptar esta metodologia,
tornando a mais eficaz e utilizando um menor tempo (quatorze dias) através do
uso intenso de estressores especificos de forma imprevisivel. Buscando ao final
uma técnica de facil reprodugao, para ser utilizada em outros laboratérios de
pesquisa o que torna de extrema importancia a pesquisa que foi realizada.



OBJETIVOS

Geral

* Realizar a padronizagdo de um modelo de estresse sub-crbnico
imprevisivel para indugéo da depressdo em camundongos fémeas.

Especificos

* Estudar uma série de estressores diferentes de maneira imprevisivel para
padronizar um modelo de estresse sub-crénico imprevisivel para indugao
da depressao;

* Avaliar a atividade locomotora espontanea utilizando o teste do campo
aberto;

» Utilizar os testes comportamentais da suspensao da cauda e splash test
para avaliacdo da atividade depressiva e de sua reversao pela
imipramina;

* Realizar diariamente o registro do ganho e/ou perda ponderal dos
animais.



METODOLOGIA

Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) Swiss, fémeas com dois
a trés meses de vida, pesando entre 25-35g, provenientes do Biotério Prof.
Thomas George, do Instituto de Pesquisa de Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Para o melhor controle das condigdes experimentais, os animais
permaneceram em salas diferentes, tendo livre acesso a agua e ragado, mantidos
a uma temperatura de 22°C = 1, em ciclo claro/escuro de 12h. Os animais foram
alocados em gaiolas de polietileno, com no maximo 5 camundongos por caixa.

Os procedimentos experimentais foram feitos de acordo com as
recomendacgdes da Lei 11.794 de 08/10/2008 (Lei Arouca) e aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais/UFPB (Protocolo N°046/2016).

Drogas e tratamento

A droga padrdo utilizada foi a imipramina (Novartis Biociéncias, S&o
Paulo, Brasil), sendo dissolvida em solugdo salina (0.9% w/v cloreto de sédio) e
administrada por via oral (v.0.) numa dose de 15 mg / kg (Dhingra, Bansal, 2014).
O grupo estresse recebeu por via oral solugao salina (0.9% w/v cloreto de sodio)
ambos em propor¢ao de 10 ml/kg de animal. Os grupos iniciaram o tratamento

nos ultimos 6 dias de experimento.

Métodos

Procedimento Experimental

O modelo utilizado se remete ao protocolo de estresse sub-cronico
imprevisivel, adaptado do procedimento descrito por Moretti et al. (2012) e Deng

et al (2015). Consiste na aplicacdo de uma série de estressores diferentes duas



ou trés vezes ao dia de forma randomizada e inesperada por um periodo de 14

dias.

Os animais foram distribuidos em trés grupos:
) Controle (ndo estressado), n-10;
) Estresse, n-10;

) Estresse + Imipramina, n-9;

Foram alocados em caixas de polietileno de medidas 30x20x13, com

capacidade de 5 animais por caixa.

Inicialmente, os animais foram adaptados por 5 dias ao ambiente do

laboratério e aos experimentadores e tiveram seu peso aferido uma vez ao dia

(Schimidt et al, 2010). Para evitar possiveis interferéncias comportamentais, os

animais dos grupos Il e lll foram mantidos em sala separada do grupo |. Segue

o cronograma do experimento.
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Figura 7 - Cronograma do experimento. Fonte: Propria.

Apos os 5 dias de adaptacdo, iniciou-se a aplicacao dos estressores.

Ressaltamos, que a leitura do ciclo estral ocorreu no primeiro (1°) e no décimo

quarto dia (14°) e, esta leitura foi registrada como estressor.

Detalhamento dos estressores:

* Nado frio foi realizado em uma temperatura de 15°C+1, colocando um

animal por vez em recipiente cilindrico aberto (10 cm de diametro e 25 cm

de altura). Entre cada animal foi realizada a troca de agua e limpeza do

recipiente.

* Choque inescapavel: foi aplicado na caixa de Skinner que consiste em

uma caixa plastica de 50 x 25 x 25 cm com uma parede de vidro dianteira,

cujo piso tinha barras de bronze paralelas de 10 mm. Os camundongos

foram colocados sobre a grade e receberam uma corrente elétrica

(choque) de 0,7 mA a cada 10s por 3min.



* Oscilagao da caixa: consistiu na agitagdo das proprias caixas/gaiolas dos
animais, utilizando movimentos suaves.

* Superlotagdo da caixa: os animais que eram alocados em grupos de 5 por
caixa, foram colocados em grupos de 10 ou 9.

* Inversdo do Ciclo claro-escuro: os animais permaneceram com luzes
acesas durante a noite e durante o dia s&o desligadas.

* Restricdo do espago: os animais foram alocados individualmente em
pequenos espagos (potes), com restrigdo parcial de movimentagédo e
permaneceram ali durante uma hora.

* Inclinagdo da caixa em 45°: foram colocadas bases de madeira sob as
caixas a fim de promover a inclinacdo adequada.

* Maravalha molhada: foi colocado agua sobre a maravalha da caixa dos
animais, em uma propor¢ao de 100/50 (maravalha/agua).

* Som do predador consistiu de ruidos selvagens por um periodo de 6 ou
12 h.

No décimo quinto (15°) dia apos a aplicagdo dos estressores, todos os
grupos foram submetidos aos testes comportamentais: suspensao da cauda,
splash test e campo aberto, na mesma sequéncia. Apds os testes, os animais
foram eutanasiados e o hipocampo removido para posterior analise das

catecolaminas.

Avaliacdo da evoluc¢ao ponderal

Comida e agua foram ofertadas ad libitum, e os animais foram pesados
diariamente em horario fixo durante a semana de adaptagcdo e durante a

aplicacao dos estressores (antes da aplicagdo de salina e imipramina).

Teste de Suspensao da Cauda

Neste teste os camundongos s&o suspensos pela cauda a 50 cm do chéo
e presos por uma fita adesiva aproximadamente a 1cm da ponta final da cauda
(Porsolt et al.,1987). O teste tem duragédo de 6 min, e para analise os 2 minutos
iniciais foram desprezados (Deng et al, 2015). Os parametros analisados foram:
a) tempo de laténcia para a imobilidade e, b) tempo total de imobilidade.



Borrifagem de Sacarose (Splash Test)

Este teste consiste em borrifar uma solugdo aquosa contendo 10% de
sacarose no dorso do animal, e em seguida coloca-o em caixas isoladas por 5
min, a fim de verificar: a) laténcia e, b) o tempo total do grooming (Rosa, 2014).
A sacarose por ser uma solugdo viscosa causa uma sensagdo de sujeira ao
animal que em comportamento normal ira realizar o processo de limpeza
corporal, o autocuidado do animal é considerado um comportamento

motivacional, que se opde aos sintomas depressivos.

Campo aberto

Busca-se observar o comportamento exploratorio e a locomogédo dos
animais, por um periodo de 05 minutos, através: a) do registro do numero de
cruzamentos entre os quadrantes; b) percentual de tempo gasto no centro
(tempo no centro/tempo nas extremidades)*100; c) Quantidade de rearings
realizada e a laténcia para a primeira ocorréncia (Almeida, 2006).

O campo é feito de polietilieno com medidas de 40 x 60 x 50 cm de altura
e 0 piso possui 12 quadrados iguais. O aparelho foi limpo com uma solugéao de

10% de etanol entre os animais para ocultar possiveis pistas de animais.

Gravagao e analise dos videos

Todos os testes comportamentais, foram gravados utilizando uma camera
digital Canon t3i™.

I) Em seguida os videos foram editados pelo programa Adobe Premiere
Pro C6+ para o tempo de analise indicado para cada teste;

II) Um voluntario, ndo membro da pesquisa, foi selecionado para fazer a
renomeacéo dos videos por meio de codigos;

[lI) Apds, os mesmos videos foram distribuidos para dois analistas
diferentes (previamente treinados) afim de analisarem e registrarem os

comportamentos observados;



V) Apds, os dados foram enviados para um terceiro analista, e em casos
discrepantes, este terceiro analista realizava uma ultima apreciacéo dos videos;

V) Ap0s, concluida toda a analise dos videos, o voluntario informou a
codificag&o original dos grupos.

Analise estatistica

Os dados apresentados neste trabalho foram expressos como média +
erro padrao da média. Os dados foram inicialmente submetidos ao teste de
Shapiro para avaliar a normalidade. As comparagdes entre os grupos foram por
meio do teste ANOVA de uma via ou duas vias, seguida pelo post-hoc de Dunnet,
Bonferroni ou Tukey. O teste estatistico utilizado para cada série experimental
esta descrito na legenda das figuras. Foram considerados significativos os
valores de p<0,05. Para estas analises foi utilizado o software Graphpad Prism®
6.



RESULTADOS

Avaliacao Da Evolugao Ponderal

Através desta avaliagao continuada do peso dos amimais, ao final dos 14
dias da aplicagao dos estressores, foi possivel perceber que os grupos estresse
e estresse + imipramina tiveram seu peso reduzido de forma significativa em

relagéo ao grupo controle, conforme evidenciado na Figura 4.
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Figura 8 - Evolugédo Ponderal dos Animais durante os quatorze dias de experimentagéo (n: 9-
10). ANOVA “medidas repetidas” teste Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,001.
(n=9-10).

Outro dado que pode ser extraido desta avaliagdo € o comportamento
do ganho de peso, que ao se dividir em periodos de tempo € possivel perceber
que do dia 1 ao dia 4 os animais tiveram alteragdes de ganho e perda de peso,
indicando uma adaptagao ao procedimento, em seguida do periodo dos dias 5
a 8 ocorreu um ganho em todos os grupos, e nos dias 9 a 14 os grupos que
passaram pelo estresse iniciaram o processo de perca de peso em relagcdo ao
grupo controle.

No dia 0 a diferenga no peso dos animais foi eliminada ao se realizar
uma homogeneizagéo dos dados obtidos.



Teste De Suspensao Da Cauda

No teste de avaliagdo da atividade depressiva, os animais do grupo
estresse apresentaram um aumento no tempo de imobilidade (Figura 5-A) em
relagdo ao grupo controle (F(2,18)=7.371, P=0.0046) de forma significativa. Foi
observado que a imipramina neste teste ndo consegiu reduzir o tempo de

imobilidade causado pelo estresse.
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Figura 9 - A) Tempo de Imobilidade. **p<0,01 em relagdo ao controle. B) Laténcia para Imobilidade.
. ANOVA “one way” seguido pelo teste post hoc Dunnett; ***p<0,001 em relagdo ao controle..
###p<0,001 em relagéo ao estresse. (n=9-10).

A figura 5-B, apresenta os dados relativos a laténcia para a imobilidade,
um dado que a literatura ainda nao tras mas que apresentou um resultado
importante, pois mostrou que o grupo estresse também apresentou uma menor
laténcia para imobilidade em relagdo ao grupos controle e estresse + imipramina

(F(2,18)=13,96, P=0.0002). E que a imipramina neste caso conseguiu reduzir



esta laténcia que seria o comportamento de desisténcia do animal frente ao

perigo.

Teste de Borrifagem de Sacarose — Splash Test

Neste teste, o grupo estresse apresentou: |) o tempo de grooming
(autocuidado) inferior aos grupos controle e estresse + imipramina
(F(2,17)=9.439, P=0.0017) e, Il) laténcia aumentada em relagdo aos demais
grupos (F(2,18)=7,438, P=0.0044) (Figura 6 — A e B).
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Figura 10 - A) Tempo de Autocuidado. **p<0,01; em relagdo ao controle. p<0,05; em relagdo ao
estresse. B) Laténcia para Imobilidade. ANOVA “one way” seguido pelo teste post hoc Dunnett,
**p<0.01; em relagdo ao controle. #p<0,05; em relagdo ao estresse. (n=9-10).




Campo Aberto

Neste teste foram analisados o total de cruzamentos realizados, o
percentual de tempo gasto no centro no campo aberto, o0 numero de rearing e
laténcia para o rearing. Conforme pode ser observado na figura 7-A o ndo houve
diferenga nos cruzamentos entre os grupos (F(2,18)=2.2275, P=0,1316).
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Figura 11 - A) Numero Total de Cruzamentos. B) Percentual de Tempo no Centro. ANOVA “one

way” seguido pelo teste post hoc Dunnett. * p: 0.05, **p: 0.01, em relagdo ao controle, ###p:0.001
em relacdo ao ESI. (n=9-10).

O percentual de tempo no centro por sua vez apresentou valores
significativamente reduzidos do grupo estresse quando comparados com o0s
grupos controle e estresse + imipramina, sendo o grupo estresse + imipramina
com valores maiores que o controle (F(2,18)=24,47, P<0.0001), Figura 7-B.

A laténcia para o rearing apresentou valores significativamente elevados
para o grupo estresse em relagdo aos outros dois grupos (F(2,18)4,525,
P=0,0256). A quantidade de rearing por sua vez foi reduzida em relagéo aos dois
grupos de forma significativa (F(2,18)=4.942,P=0,0195), figura 8 A-B.
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Figura 12 - A) Rearings realizados. * p: 0.05, em relagao ao controle. #p:0.05, em relagédo ao ESI.
B) Laténcia para rearing. ANOVA “one way” seguido pelo teste post hoc Dunnett.” p: 0.05, em
relacéo ao controle (N: 9-10).



DISCUSSAO

A partir dos estressores aplicados e dos resultados obtidos nos testes
comportamentais é possivel sugerir a presenga de um comportamento do tipo
depressivo do grupo estresse no presente estudo, levando em consideragéo: a
perda de massa corporal; o aumento do tempo de imobilidade e diminuigdo na
laténcia para imobilidade no teste da suspensdo da cauda; menor tempo de
grooming (autocuidado) e aumento da laténcia para o grooming; além de uma
menor permanéncia no centro do campo aberto e redugao no comportamento de
rearing.

A relacao peso e depresséo € bastante complexa pois em alguns casos
pode levar a uma perda ou ganho de massa corporal. Em casos de modelos
animais com o uso de estresse para induzir o comportamento tipo depressivo,
no estudo de Moretti (2012) que utilizou o estresse para induzir a depresséo, que
foram aplicados pelo mesmo periodo de tempo que o nosso estudo porém nao
se obteve diferenga significativa entre os grupos estresse e controle. Em outros
estudos por sua vez essa mudancga so foi percebida apos periodos maiores de
exposi¢cao dos animais ao estresse como de 3 a 7 semanas (HU et al, 2010;
Deng et al, 2015; PAN et al,2015). Corroborando com nossos achados Deng et
al, 2015 e Giongo, 2016 encontraram perda de peso corporal significativa de
seus animais entre 11-14 dias. Ao ser observado os dias com maior diferenca
de peso entre o grupo estresse e controle, foi possivel perceber que alguns
estressores poderiam ter uma capacidade elevada de induzir o comportamento
tipo depressivo. Isso foi percebido nos dias que ocorreram a troca da
temperatura (fria ou quente), contengéo, choque inescapavel, nado frio, caixa
em 45° super lotagdo e som do predador houve uma perda de peso mais
significativa desses animais.

Alteragdes da massa corporal sem a utilizagdo de dieta fazem parte do
escopo de sintomas presentes no diagnostico da depressédo pelo DSM-V. A
elevacdo do peso corporal pode ocorrer devido os individuos buscarem na
alimentagdo uma forma de alivio ao estresse e sentimentos negativos do TD
(TOBARUELA, 2015). A perda por sua vez, se relaciona com a perda de apetite,
fadiga que ocorre em muitos pacientes com TDM reduzindo assim seu peso
corporal (ELY, NUNES, CARVALHO, 2014).



O tempo de imobilidade é outro padrdo importante em estudos néao
clinicos da depressao, sendo utilizados os testes de nado forcado e suspensao
da cauda. O teste de suspensio da cauda é validado e embasado para verificar
a atividade depressiva em camundongos (LOCKRIDGE, SU, YUAN, 2010;
KURHE et al, 2014; ZHANG et al, 2016; CARLSON et al, 2016). O tempo de
imobilidade do grupo estresse encontrado em nosso estudo, diferiu
significativamente do grupo controle, dado semelhante ao encontrado em outros
trabalhos (MORETTI, 2012; DHINGRA, BANSAL, 2014; DENG et al, 2015;
COLLA, 2015; GIONGO, 2016). Importante frisar que este resultado também foi
encontrado em trabalhos que utilizaram modelos de indugdo quimica para a
depressdo como a aplicacdo de dexametasona ou corticosterona e tivemos
resultados que também comprovaram o comportamento tipo depressivo ( PIZINI,
2013; SIBA, 2013; KURHE et al, 2014). Outro resultado importante, € a laténcia
para a imobilidade, os animais do grupo estresse levaram menos tempo para a
imobilidade que o controle, indicando uma desisténcia mais em situagéo de luta
ou fuga. Outro ponto que fortalece esse aspecto da analise como um dado
relevante € que a imipramina (droga padrdo) aumentou esse tempo de laténcia
de forma significativa, indicando uma melhora do comportamento depressivo.

O teste da borrifagem de sacarose (splash test) buscou verificar o
comportamento de autocuidado através do tempo de gromming do animal, este
teste assim como o TSC ja é validado e amplamante utilizado, buscando
identificar a presenga deste comportamento aneddnico nos animais (PIZINI,
2013). Nosso estudo, investigou a laténcia para o primeiro gromming e o tempo
total de gromming. Na laténcia para o gromming, encontramos que animais que
passaram pelo ESI levaram mais tempo para iniciar sua auto-limpeza, o que
também foi encontrado por Colla (2015) ao utilizar do modelo de estresse
crénico. Modelos de indugao quimica de depressao também tiveram resultados
semelhantes (ROSA, 2014; BRACHMANI et al, 2015; ZHANG et al, 2016).

Associado a estado de maior laténcia, o tempo de autocuidado foi
reduzido de forma significativa nos animais ESI, indicando um comportamento
do tipo depressivo devido a redugdo do comportamento aneddnico, o que
também foi encontrado em diversos trabalhos (MORETT]I et al, 2012; TAKSAND
et al, 2013; PESARICO et al, 2016; HU et al, 2017) e em outras pesquisas que



se utilizaram de modelos quimicos de depressdo como Pizini (2013), Rosa
(2014), Zhang et al (2016).

Sobre o teste do campo aberto, ele foi utilizado para verificar se a
sequéncia de estressores, quando aplicada de forma mais intensa poderia
alterar o sistema locomotor e se aumentaria ou ndo o comportamento tipo
ansiogénico nos animais, visto que que estes comportamentos ansiosos
costumam estar associados com a depressao (DSM-V, 2014).

Assim, no teste do campo aberto, foi avaliado o numero de cruzamentos
entre os quadrantes realizado por animal, percentual de tempo gasto no centro,
laténcia para o rearing e total de rearing realizado por animal.

O numero total de cruzamentos ndo teve diferenga significativa entre os
grupos, o que indica que o ESI ndo altera a atividade locomotora dos animais.
Este dado ¢ interessante, pois outros trabalhos que utilizaram o estresse crénico
em fémeas também ndo tiveram alteragdes significativas neste comportamento
do campo aberto (MORETTI et al, 2012; FILHO et al, 2016). Isso destaca o
quanto o estudo com fémeas se torna importante, pois isso poderia levar
compreender melhor se outros resultados aqui obtidos n&do poderiam estar
relacionados como o género do animal poderia predispor o comportamento do
tipo depressivo. Entretanto devido a maior parte dos trabalhos com este modelo
envolverem uso de machos, ndo seria possivel ainda descrever um padrao
comportamental de acordo com sexo.

Com relagdo ao tempo gasto no centro do campo aberto, os animais
estressados tiveram um tempo menor em relagdo ao controle e o grupo tratado
com imipramina que passou pelo estresse. Este ultimo por sua vez teve um
tempo muito superior ao estresse e ao proprio controle. Os animais que
passaram por estresse em outras pesquisas também apresentaram tempo no
centro reduzido (GIONGO, 2016; HU et al, 2010; LUO et al, 2017), corroborando
nossos achados. Este comportamento de acordo com HU et al, 2010, pode ser
justificado como uma tentativa de protegdo do animal, aumentando sua cautela
para evitar riscos, essa diminuigdo da atividade exploratério em ambiente novo
pode indicar perca da motivagcdo, comportamento este até certo ponto é presente
em humanos que apresentam um quadro de depressao ou ansiedade.

Por fim o comportamento de levantamento (rearing) foi analisado, desde

a laténcia para sua ocorréncia, até o total de rearings realizados pelos animais.



No presente estudo os animais que passaram pelo ESI, levaram mais tempo
para realiza-los e o fizeram em quantidade menor significativamente em
comparagao com o controle e o grupo estresse que foi tratado com imipramina.
Este resultado é semelhante a outros encontrados, o numero de rearings é
reduzido em animais que passam pelo modelo do estresse (HU et al, 2010; JIN
et al, 2015; LIU et al, 2013; HU et al, 2017). E assim como nosso trabalho, outros
pesquisadores encontraram que ao se utilizar tratamento com antidepressivos
este valor era revertido no grupo estresse (PAN et al, 2015; JIN et al, 2015).
Assim como no parametro anterior, o fato dos animais apresentarem uma
atividade reduzida do rearing apos passar pelo procedimento, significa uma
reducao da atividade exploratoria e interesse, atividades instintivas em animais
normais, o que indicaria uma diminuicdo da motivacdo comum em pacientes
depressivos (HU et al, 2010; HU et al, 2017).

Com base no que foi apresentado neste e em outros estudos citados, é
possivel associar comportamentos animais a sintomas depressivos, e para
induzir estes comportamentos o uso de modelos de inducdo a depressao em
animais sdo essenciais. Dentre estes modelos o uso de estresse ja € bem
fundamentado e reconhecido, dentre as carateristicas que o tornam uma 6tima
escolha é o fato de mimetizar em animais sintomas paralelos de depressao que
incluem anedonia, perda de peso relativa (taxa mais lenta de ganho de peso),
diminuicdo da atividade locomotora, etc. Os mecanismos que levam a este
processo depressivo pelo modelo do estresse, se devem por varias alteracdes
no sistema nervoso central (SNC), dentre elas como ja dito anteriormente seria
por alteracées como no hipocampo devido suas conexdes intrinsecas com o
cortex pré-frontal, que esta mais diretamente relacionado a emogao e cognigéo
e contribui para outros principais sintomas de transtornos do humor. Dentre
essas conexdes temos o efeito direto da desregulagdo do eixo Hipofise-
Hipotalamo-Adrenal, que promove a produgdes descontrolada de
glicocorticoides que s&o neurotoxicos principalmente em células do hipocampo
(JIN et al, 2015; WILLNER, 2017).

Outro ponto que torna este modelo eficaz é o fato de poder se reverter os
sintomas depressivos ao utilizar medicagdes padronizadas para a patologia,
entretanto neste modelo € necessario o uso crénico destes medicamentos como
estabelecidos em alguns trabalhos (WILLNER, 2017; DENG, 2015; PESARICO



et al, 2016; TAKSANDE, 2013; MORETTI, 2012; DHINGRA, 2014; PAN et al,
2015).

Com base no que foi exposto, o modelo aqui apresentado além de induzir
o comportamento do tipo depressivo, pode ser revertido pelo uso de um
antidepressivo classico (imipramina), e utilizou um tempo menor em comparagéo

com outros modelos de 3-7 semanas.



CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o modelo de indugcéo a depressao animal
subcrénico pode induzir em animais (camundongos Swiss) e fémeas um estado
do tipo depressivo.

Que a imipramina consegue reverter esse comportamento encontrado
indicando sua efetividade farmacoldgica neste modelo.

Que este modelo, procura aprimorar 0 modelo ja desenvolvido por
Willner, 1997 buscando assim em menos tempo, e através da aplicacdo de
estressores simples e aplicados de forma randomizada induzir o estado
depressivo e com base nos resultados obtidos foi possivel induzir o
comportamento do tipo depressivos de forma significativa, além de obter sinal
de indugao de comportamento ansioso, comumente associados a depresséo.

Esperamos que este modelo possa ser util em laboratorio de pesquisa
que tenham recursos e espacgos limitados ndo podendo utilizar protocolos por
longos periodos; assim, este modelo aqui apresentado pode ser reproduzido
com baixo custo e de facil execugao.

Como perspectivas apds a padronizagdo neuroquimica com a
quantificacdo de alguns marcadores bioquimicos, esperamos entdo validar
presente meétodo e utiliza-lo para teste de substancias com potencial agéo sobre
antidepressiva.
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ANEXO-A

Certid3o de aprovagdo do projeto junto a Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA)

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA ‘
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Estudo pré-clinicos de substincias isoladas de éleos
essandiais No Sistema nervoso central”, peotocolo n? 04672016 sob 3 resporsabilidade ds
pesquisadora Dra. Mirlam Gradele da Siiva Stliebbe Salvadorl - que erwolve a predugio,
manutengdo efou 3 wiilizagio de animals pertencentes 3o filo Chordata, subfilo Vertebeata
(exceto o homem), para fire de pesguiza clentifica (ou ensino) - encontra-se de accrdo com
05 preceitos da Lel n® 11,794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n® 6899, de 15 de
julbo de 2008, e com as normas editadas pelo Conselho Nacicnal de controle da
Exparimentagio Aremal [CONCEA), « foi aprovado pels Comsslo de Elica no Uso de Animais
da Universidade Federal da Paraits [CEUA-UFPB)

Vigéncia do Projeto 2016 - 2017
Espioinlinhagem Mus muscufus - Swiss
Ndmero de animais 352
idade/Peso 25-35 g/ 2-3 meses
Sexo Machos
Ongem Biotéro Prof. Thomas George

Tk

Frof. Dr. Ricardo Rom3o Guerra
CEUA-UFPB



