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RESUMO

Estudo da acdo do flavonoide hiperosideo nos modelos de comportamento de
doente e do tipo depressivo induzidos pela exposicdo a natacdo forcada
combinada a administracdo de LPS em camundongos. A neuroinflamacao vem
sendo estudada através da administracdo aguda, central ou periférica, de
lipopolissacarideos bacterianos (LPS) em roedores. A administracdo de LPS causa
uma mudancga na resposta imune do animal, aumentando os niveis de citocinas e
outras quimiocinas inflamatdrias. Essas alteraces levam a um estado
comportamental do tipo doente, que tende a ser extinto 24 h depois da
administragdo de LPS, momento no qual se pode visualizar o desenvolvimento de
um comportamento do tipo deprimido no animal. O hiperosideo (HYP) € um
flavonoide glicosilado, encontrado em diversas espécies vegetais e apresenta efeito
do tipo antidepressivo, atividade citoprotetora, antioxidante e anti-inflamatoria em
roedores. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do flavonoide hiperosideo
(HYP) no modelo do comportamento de doente e do tipo deprimido induzidos pela
administracdo de LPS em camundongos e sobre os niveis hipocampais de citocinas
(IL-6, TNF, IFN-y, IL-12 e IL-10) e quimiocina MCP-1. O modelo consistiu na
exposicdo dos animais a uma sessdo de 5 min de natacdo forcada (estimulo
estressor) com posterior administracdo de LPS (600 pg/kg, i.p.) ou solugéo salina
(10 mL/kg, i.p., SAL, animais controle do modelo). O comportamento de doente
foi avaliado em campo aberto, através da medida do nimero de cruzamentos e
score de sintomas, 06 e 24 h ap6s a administracdo de LPS. O comportamento do
tipo deprimido foi avaliado pela medida da imobilidade no teste de suspenséo pela
cauda (TSC) 24 h apds a administracdo de LPS. Os tratamentos imipramina (IMl,
20 mg/kg), HYP (20 mg/kg) ou solucdo salina 10 mL/kg (grupo controle do
tratamento) foram administrados (i.p.) 30 min antes (protocolo profilatico) ou5 h e
30 min depois (protocolo terapéutico) da administracdo de LPS ou SAL. Os niveis
hipocampais de citocinas foram medidas por citometria de fluxo nos animais

eutanasiados uma hora ap6s 0 TSC. A administracdo profilatica de HYP aumentou



0s niveis de todas as citocinas tanto no grupo LPS quanto no grupo SAL. A analise
da correlagdo citocinas pro-/anti-inflamatorias demonstrou que o tratamento
profilatico HYP resultou em uma correlagéo positiva IL-6/IL10 e TNF/IL-10 tanto
nos animais SAL quanto LPS. A administragdo terapéutica de HYP aumentou
somente os niveis de IL-10 e resultou em uma correlacdo IL-6/IL-10 positiva
apenas no grupo SAL. Nos animais do grupo LPS, o tratamento terapéutico HYP
aumentou os niveis de MCP-1 e resultou numa correlagéo positiva TNF/IL-10. O
tratamento profilatico HYP preveniu parcialmente o desenvolvimento do
comportamento de doente, diminuindo o score de sintomas e o comportamento do
tipo deprimido no grupo LPS. O tratamento terapéutico HYP preveniu o
desenvolvimento do comportamento do tipo deprimido apenas no grupo SAL. A
administracdo profilatica de IMI nos animais SAL ndo alterou os niveis de IL-6,
IL-10 e TNF, mas resultou em correlagdes IL-6/1L-10 e TNF/IL-10 positivas. Nos
animais que receberam LPS, a administracdo profilatica de IMI somente diminuiu
0s niveis de IL-6 e TNF, sem apresentar nenhuma correlacdo entre os niveis de
citocinas. A administracdo terapéutica de IMI ndo alterou os niveis de nenhuma
citocina, porém resultou em uma correlacdo TNF/IL-10 positiva. O tratamento
profilatico IMI preveniu tanto o desenvolvimento do comportamento de doente
como do tipo deprimido. O tratamento terapéutico com IMI ndo reverteu 0s
prejuizos induzidos pela administracdo de LPS, nem no comportamento de doente
nem no do tipo deprimido. Em concluséo, os dados deste trabalho confirmam o
efeito do tipo antidepressivo de hiperosideo em camundongos e demonstram que 0
tratamento profilatico com HYP tem efeito protetor parcial contra a manifestacao
dos sintomas de doente e comportamento do tipo deprimido induzidos pela natagao
forcada e administracdo de LPS. A acdo do HYP pode estar relacionada ao

aumento dos niveis hipocampais da citocina antiinflamatoria IL-10.

Palavras chave: hiperosideo, inflamacdo, neuroinflamacdo, comportamento de

doente, antidepressivo, interleucina 10, IL-10, citocinas.



ABSTRACT

Effect of the flavonoid hyperoside on sickness and depressive-like behaviors
induced by forced swimming exposure associated with LPS administration in
mice. The neuroinflammation has been studied through acute, central or peripheral
administration of bacterial lipopolysaccharides (LPS) in rodents. LPS alters the
animal immune response increasing the cytokines and others inflammatory
chemokines levels. These alterations generate a group of symptoms and behavioral
changes known as sickness behavior, which tends to be extinct 24 h after LPS
administration when the animals develop a depressive-like behavior. Hyperoside
(HYP) is a glycosylated flavonoid that present antidepressant, cytoprotective,
antioxidant and anti-inflammatory properties in rodents. The aim of this study was
to evaluate the HYP effects on sickness and depressive-like behaviors induced by
LPS administration in mice as well as to investigate its effect on hippocampal
cytokines (IL-6, TNF, IFN-y, IL-12 e 1L-10) and chemokine MCP-1 levels. The
model consisted of a 5 min forced swimming session (stressor stimuli) with
posterior LPS (600 ug/kg, i.p.) or saline (10 ml/kg, i.p., SAL) administration. The
sickness behavior was assessed in the open field test by measuring the number of
crossings and by scoring symptoms, 06 and 24 h after LPS administration. The
depressive-like behavior was evaluated by measuring the immobility time in the
tail suspension test (TST) 24 h after LPS administration. The treatments
imipramine (IMI, 20 mg/kg), HYP (20 mg/kg) or saline 10 mL/kg (treatment
control group) were administered (i.p.) 30 min before (prophylactic protocol) or 5
h and 30 min after (therapeutic protocol) LPS or saline (SAL - experiment control)
administration. The cytokines levels were measured by flow cytometry in animals
euthanized by decapitation 1 h after TST. The prophylactic administration of HYP
increased all cytokines in both LPS and SAL groups, and resulted in an IL-6/1L-10
and a TNF/IL-10 positive correlation in both SAL and LPS animals. The
therapeutic administration of HYP increased IL-10 levels, with an IL-6/1L10

positive correlation in SAL group only. In LPS animal group, the therapeutic



administration of HYP increased the MCP-1 levels and resulted in a TNF/IL-10
positive correlation. The prophylactic HYP did not prevent the reduction on
spontaneous locomotion induced by LPS but decreased the symptoms score in LPS
group and the depressive-like behavior in both LPS and SAL groups. The
therapeutic HYP did not revert the sickness behavior and prevented the depressive-
like behavior only in SAL group. The prophylactic IMI decreased IL-6 and TNF
without any correlation between cytokines levels in animals that received LPS. In
SAL animals, the prophylactic administration of IMI did not alter the cytokines
levels but resulted in an IL-6/1L-10 and TNF/IL-10 positive correlations. The
therapeutic IMI did not alter any cytokine levels, but resulted in a positive TNF/IL-
10 correlation. The prophylactic IMI prevented both sickness and depressive-like
behavior in LPS and SAL groups. The therapeutic IMI did not revert any LPS
impairment. In conclusion, this study confirmed the antidepressant—like effect of
hyperoside in mice and demonstrated that prophylactic treatment with this
flavonoid partially protect the animals against sickness and depressive-like
behaviors induced by LPS combined with forced swimming stress. Ability of
HYP to increase the anti-inflammatory cytokine IL-10 hippocampal levels may

underlies its effects on this model.

Keywords: hyperoside, inflammation, neuroinflammation, sickness behavior,

antidepressive-like, interleukin 10, IL-10, cytokines.
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1 INTRODUCAO







A depressdo € o transtorno psicolégico mais comum, afetando cerca de 350
milhdes de pessoas mundialmente, na sua maioria mulheres. Vem sendo relatada
como umas das doencas mais incapacitantes e algumas estimativas indicam que,
em 2030, a depressdo pode ser a segunda causa de incapacidade funcional e social
(WHO, 2013).

O individuo diagnosticado deprimido normalmente relata sentimento de
tristeza, vazio, desesperanca e inutilidade, falta de concentragéo e interesse, culpa
excessiva, mudanca de apetite com perda ou ganho de peso, agitacao, distdrbios do
sono como vontade de dormir o dia todo ou insénia, fadiga, perda de energia e
falta de vontade de pensar ou decidir (DSM-5, 2013; Bentley et al., 2014).
Dependendo da intensidade, quantidade e frequéncia do surgimento dos sintomas e
do grau de incapacidade funcional do individuo, a depressdo pode ser classificada
de diferentes maneiras, sendo a depressdo severa a forma mais comum de

manifestacdo desse transtorno psicologico (DSM-5).

A neurobiologia da depressdo ainda ndo esta muito bem estabelecida, no
entanto a teoria monoaminérgica é a mais difundida. Essa teoria é relacionada com
a deficiéncia total ou parcial de monoaminas (dopamina, noradrenalina e
serotonina) na fenda sinaptica (Nutt, 2008; Stahl, 2008; Willner et al., 2013). No
entanto, novos dados na literatura indicam que a etiologia da depressdo tambem
esta relacionada com outras teorias, como a hipotese neurotréfica, na qual ocorre a
diminuicdo da sintese protéica do fator neurotr6fico BDNF, fator importante para a
manutencdo e a sobrevivéncia de neurdnios, integridade e plasticidade sinaptica
(Lee e Kim, 2010; Yu e Chen, 2011; Archer et al., 2013; Dwivedi, 2013; Li et al.,
2013). Também é relatada a participacdo do sistema glutamatérgico (Hashimoto,
2011; Sanacora et al., 2012) e a ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(Graeff e Guimardes, 2012; Lee e Kim, 2011; Murri et al., 2014) no

desenvolvimento dos sintomas depressivos.
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Outros estudos mostram que o aumento de citocinas pro-inflamatorias,
principalmente interleucina 1f (IL-1pB), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), no cérebro podem estar relacionadas com o
desenvolvimento da depressdo, uma vez que o tratamento com alguns tipos de
antidepressivos podem reduzir os niveis dessas interleucinas (Dantzer et al., 2008;
Howren et al.,, 2009; Maes, 2011; Baune et al., 2012; Rizzo et al., 2012;
Stepanichev et al., 2014).

Os antidepressivos sdo efetivos no tratamento da depressdo moderada a
severa, ndo sendo medicamentos de primeira escolha na depressédo leve (Marcus et
al., 2012). Existem diferentes classes de antidepressivos, desde inibidores da
monoamino oxidase, antidepressivos triciclicos até inibidores seletivos da
recaptagdo de serotonina e/ou noradrenalina (Stahl, 2008), sendo fluoxetina,
Imipramina, amitriptilina, trazodona e bupropiona exemplos de antidepressivos

que atuam por alguma dessas vias (Aguiar et al., 2011).

A depressdo também pode ser tratada com o uso de algumas plantas, como o
Hypericum perforatum, pertencente ao g@énero Hypericum (Guttiferae) -
popularmente conhecida como St. John'’s Wort - € amplamente utilizada como
antidepressivo na Europa - e seu uso vém aumentando significativamente nos
Estados Unidos (Larzelere et al., 2010) e na Alemanha, onde é utilizada no
tratamento da depressdo leve desde a década de 1980 (Nahas e Sheikh, 2011).
Além disso, outros estudos clinicos demonstram que extratos de H. perforatum
apresentam atividade antidepressiva no tratamento da depressdo leve a moderada
(Behnke et al., 2002; Szegedi et al., 2005; Kasper et al., 2010).

Algumas classes de metabolitos secundarios identificadas nos extratos de H.
perforatum, como naftodiantronas, derivados de floroglucinol, xantonas e
flavonois glicosilados — como quercetina, rutina, isoquercitrina, quercitrina e
hiperosideo vém apresentando atividade no sistema nervoso central, como

atividade do tipo antidepressiva e antinociceptiva (Giorgetti et al., 2007; Crockett
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and Robinson, 2011). Extratos e substancias isoladas de espécies de Hypericum
nativas do Rio Grande do Sul também apresentam atividades do tipo
antidepressiva e antinociceptiva (Viana et al., 2003; Viana et al., 2005; Haas et al.,
2010; Stein et al., 2012; Stolz et al., 2012; Stolz et al., 2014).

Outras plantas contendo flavonoides vém sendo utilizadas e investigadas
quanto a atividade antidepressiva. Em 2013, Zheng e colaboradores testaram um
extrato de folhas de Apocynum venetum rico em flavonoides, em diferentes
modelos de depressdo, além de caracterizarem a presenca dos neurotransmissores
monoaminérgicos no cérebro de camundongos. O grupo verificou que a
administracdo do extrato reduziu significativamente o tempo de imobilidade dos
animais nos testes de natacao forcada e de suspensédo da cauda, além de aumentar a
concentracdo dos neurotransmissores serotonina e noradrenalina no hipocampo
desses animais. Também identificaram uma possivel interacdo com receptores
dopaminérgicos, ja que o efeito do extrato foi prevenido tanto pelo pré-tratamento
com sulpirida quanto com SCH23390, antagonistas de receptores dopaminérgicos

do tipo D, e D, respectivamente.

Flavonoides isolados como quercetina, hiperosideo e canferol, também
apresentam atividade do tipo antidepressiva. Em 2000, Butterweck e colaboradores
testaram fracbes ricas em flavonoides, principalmente hiperosideo, de H.
perforatum no teste de natacdo forcada. O grupo mostrou que hiperosideo e outros
flavonoides isolados também tiveram efeito antidepressivo avaliado no teste de
natacdo forcada, no entanto o hiperosideo ndo parece ser o unico flavonoide
responsavel por essa acdo, ja que o seu efeito ndo foi superior ao verificado com as

fracOes ricas em flavonoides.

Haas e colaboradores (2011) testaram um possivel efeito do tipo
antidepressivo do flavonoide hiperosideo (HYP) isolado de H. caprifoliatum em
roedores no teste de natacdo forcada. Verificaram que tanto em ratos como em

camundongos o HYP apresentou uma atividade do tipo antidepressiva, uma vez
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que diminui o tempo de imobilidade dos animais sem estimular a locomogao no
teste de campo aberto. Além disso, o grupo demonstrou que o efeito do tipo
antidepressivo apresentado por esse flavonoide foi prevenido pelo pré-tratamento
com sulpirida, antagonista dopaminérgico de receptores do tipo D,. Esse resultado
indica que a ativacdo de receptores do tipo D, estdo envolvidos no efeito anti-
imobilidade do flavonoide HYP.

Também em 2011, Sah e colaboradores testaram o efeito do tipo
antidepressivo do flavonoide quercetina frente ao comportamento de doente
(sickness behavior), que se caracteriza por reducdo da atividade locomotora, além
do desenvolvimento de sintomas do tipo depressivos no animal. Ap6s a inducdo do
comportamento de doente com a administracdo de lipopolisacarideo (LPS) de
bactéria gram-negativa em ratos, a administracdo de diferentes doses de quercetina
intraperitonialmente e reduziu levemente a inducdo do comportamento de doente

pelo LPS, sugerindo a acéo do tipo antidepressiva da quercetina.

Analisados em conjunto, esses dados de literatura apontam para um possivel
efeito antidepressivo do hiperosideo. No entanto, ndo foram encontrados estudos
em animais relacionando o efeito antidepressivo do hiperosideo e de marcadores

imunolodgicos de neuroinflamag&o.
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2 OBJETIVOS







2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do flavonoide hiperosideo no modelo do comportamento de
doente e do tipo depressivo em camundongos, bem como seus efeitos nos niveis

hipocampais de citocinas inflamatorias.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do flavonoide hiperosideo em camundongos CF1 no modelo

comportamental de doente;

Avaliar o efeito do flavonoide hiperosideo em camundongos CF1 no modelo

no teste de suspenséo pela cauda;

Avaliar o efeito do flavonoide hiperosideo nos niveis de citocinas pro-
inflamatorias TNF, INF-y, IL-6, MCP-1 e anti-inflamatorias I1L-10 e IL-12 no

hipocampo de camundongos.






3 REVISAO DE LITERATURA







3.1 Citocinas e neuroinflamacéo na depressao

As citocinas sdo um conjunto de proteinas regulatérias secretadas pelas
células do corpo, principalmente do sistema imunol6gico, em resposta a diferentes
estimulos, regulando a resposta imune, o processo inflamatério e a hematopoese
(Dunn et al., 2006; Kindt et al., 2008; Yadav et al., 2010). A secrecdo das citocinas
é rapida e autolimitada e pode influenciar a sintese e a acdo de outras citocinas
(Abbas, 2012; Rang and Dale, 2012).

Dentro do grupo das citocinas estdo as interleucinas, que sdo secretadas por
leucdcitos e tem sua agdo voltada a ativacdo e regulacdo da atividade de outros
leucécitos (Kindt, 2008; Rang and Dale, 2012). Algumas das interleucinas sdo
responsaveis pela resposta inflamatéria e sdo secretadas por células responsaveis
pela resposta imune inata, dentre elas estdo a interleucina (IL)-1p, IL-6, IL-10, IL-
12, fator de necrose tumoral (TNF)-o e interferon (IFN)-y. Na tabela 1 estéo

resumidas algumas atividades dessas interleucinas.

Tabela 1: Principais fungdes das citocinas inflamatdrias durante a resposta imune

Interleucina  Células produtoras Funcoes
Induz a febre e a sintese de proteinas de fase aguda,
Fagdcitos aumenta a permeabilidade vascular e o numero de
IL-1B mononucleares moléculas de adesdo, induz a proliferacdo de
ativados, neutréfilos  fibroblastos e plaquetas, induz a liberacdo de
quimiocinas e IL-6, ativa células T.
Fagécitos Sintese de proteinas de fase aguda, producdo de
IL-6 mononucleareg, plaquetas, induz a febre, aumenta a permeabilidade
fibroblastos, células  vascular, ativa células T e B com sintese de
endoteliais imunoglobulinas.
vasculares
. Regula a producdo de IL-12 e TNF-o pelos
Macrofagos, macrofagos, inibe a expressdo de moléculas de MHC-
IL-10 Linfocitos Th2 e ’

Células dendriticas

Il nos macrofagos, suprime a producdo de metabdlitos
microbicidas e de mediadores inflamatorios
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) ) Estimula a producdo de IFN-y pelos linfocitos Thl e
IL-12  Macrofagos e células  células NK, amplifica a atividade citolitica das células
dendriticas NK e dos linfocitos T citotoxicos

Pirogénico, sintese de proteinas de fase aguda,

TNE-q Macrdéfagos e aumenta a permeabilidade vascular, induz a producéo

Linfocitos T de moléculas de adesdo, induz a liberacdo de
quimiocinas e IL-6, ativa células T.

Regulacdo de fagdcitos mononucleares, maturacao ou

IFN-y Células NK e inibicdo do desenvolvimento de células Th, estimula a

Linfocitos Thl producéo de IgG; aumenta a atividade microbicida das

células fagocitarias, estimula a producéo de I1L-12.

Th =T helper (T auxiliares); Células NK = células natural killers; MHC-11 = moléculas de
histocompatibilidade classe II; 1gG = imunoglobulina G
Referéncias: Kindt et al., 2008; Abbas, 2012.

Também existem quimiocinas, grupo de citocinas que influenciam a
quimiotaxia e controlam o recrutamento das células do sistema imune no
organismo para dentro dos tecidos (Kindt, 2008; Yadav et al., 2010; Conductier et
al., 2010; Young et al., 2014). Durante a resposta inflamatoria aguda, uma das
quimiocinas secretadas é a proteina quimioatrativa de mondcitos (MCP)-1,
responsavel pelo recrutamento dos neutrofilos, mondcitos e linfocitos circulantes
para o tecido (Abbas, 2012; Young et al., 2014). A MCP-1 é produzida em
decorréncia da presenca de citocinas pro-inflamatorias por diferentes células como

astrdcitos, fibroblastos, microglia, macréfagos (Yadav et al., 2010; Abbas, 2012).

Uma vez que a producéo de interleucinas pré-inflamatdrias é estimulada por
alguma infeccdo ou injaria tecidual, elas possuem a capacidade de agir
sistemicamente, podendo atuar no sistema nervoso central (SNC) (Dantzer et al.,
2008; Abbas, 2012). As citocinas podem atingir o SNC por diferentes formas:
através de vias neurais aferentes pelo nervo vago, através da captacdo das citocinas
periféricas por transportadores na barreira hematoencefalica, passando por regides
circunventriculares ou ativando macrofagos na vasculatura cerebral que produzem

citocinas no cérebro (Felger e Lotrich, 2013; McCusker e Kelley, 2013). No
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cérebro, as citocinas pro-inflamatorias atuam no hipotadlamo, induzindo a febre,
mas também podem iniciar uma resposta inflamatoria, caracterizando uma
neuroinflamacdo (Lenczowski et al., 1999; Dantzer et al., 2008; McCusker e
Kelley, 2013).

A neuroinflamacdo vem sendo amplamente estudada através da
administracdo aguda, central ou periférica, de lipopolissacarideos bacterianos
(LPS) em roedores, a qual causa uma mudanca significativa na resposta imune do
animal, aumentando os niveis de citocinas e outras quimiocinas pré-inflamatérias
como IL-1pB, IL-6, TNF-a, IFN-y, MCP-1 (Dantzer et al., 2008; Viana et al., 2010;
Rizzo et al., 2012; Cazareth et al., 2014). Essa alteracdo nos niveis de citocinas é
capaz de desenvolver no animal um estado comportamental do tipo doente,
também conhecido como sickness behavior (SB), que tende a ser extinto 24 h

depois da administracdo de LPS (Danzer et al., 2008).

Durante o SB, os animais se apresentam letargicos, com ptose, piloerecéo,
ocorre uma diminuicdo na interacdo social, na ingestdo de alimentos, febre e
alguns sintomas semelhantes a depressédo (Gibb et al., 2009; Dantzer et al., 2008;
Maes et al., 2012a). Os sintomas comecam a se manifestar depois de 2 h da
administracdo de LPS e atingem a intensidade maxima apds 6 h (Dantzer et al.,
2008).

Huang e colaboradores (2008) mostraram que ap6s a administracdo
intracerebroventricular (i.c.v.) de LPS em camundongos, 0s animais apresentam
uma reducdo na atividade locomotora, na interacdo social e na ingestdo de
alimentos, indicando a manifestacdo do SB e que ocorre um aumento significativo
nos niveis de expressdo génica das citocinas pré-inflamatérias IL-1f, IL-6 e TNF-

a, tanto no hipocampo quanto no cerebelo desses animais.

Lawson e colaboradores (2013) administraram LPS em camundongos
knockout para a enzima conversora de IL-1p e em animais normais, tanto por i.c.v.
quanto pela via sistémica. Os autores encontraram que, nas duas formas de
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administracdo de LPS, os niveis de expressdo génica cerebral de TNF-a, IL-6 e IL-
1B estdo aumentados 4 h depois da administracdo, indicando o desenvolvimento do
SB. Quando esses marcadores pré-inflamatdrios foram quantificados 24 h depois,
somente a administragdo de LPS pela via sistémica mantém os niveis de IL-1p e
TNF-a elevados nas duas linhagens de animais, no entanto somente os animais
knockout voltam a ter a atividade locomotora normal, demonstrando que a enzima
conversora de IL-1B é importante para a persisténcia da manifestacdo dos sintomas
do SB.

Noh e colaboradores (2014) verificaram que a expressdo do mRNA de IL-1p
aumenta no cortex pré-frontal, cortex parietal, hipocampo e estriado apds a
administracdo sistémica aguda de LPS em camundongos, indicando a inducdo da
neuroinflamagdo em diferentes regibes cerebrais. Ja Biesmans e colaboradores
(2013) realizaram uma curva dose-resposta de LPS e demonstraram que 2 h apos a
administragdo sisttmica de LPS em camundongos apresentaram a atividade
locomotora reduzida, sendo mantida apds 6 h e que 0s niveis das citocinas pro-
inflamatorias IL-1p, IL-6, TNF-a ¢ MCP-1 estdo aumentados tanto no soro quanto

no cérebro dos animais.

Diferentes estudos tém demonstrado que as alteragcBes imunoldgicas que o
animal sofre pela administracdo de LPS acarretam em distirbios neurol6gicos
semelhantes a doenca de Alzheimer, esquizofrenia e depressao (Deng et al, 2014,
Zhu et al., 2014a; Mduller, 2013; Dantzer et al., 2008; Viana et al., 2010; Maes et
al., 2012a).

Os sintomas do tipo depressivo, como o desenvolvimento de anedonia, sdo
consequentes ao aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatdrias, principalmente
IL-1pB, IL-6 e TNF-a, que ocorrem de forma exagerada ou por muito tempo, como

uma forma de mé adaptacéo a condicdo de doente (Dantzer et al., 2008).

Esse comportamento do tipo depressivo, normalmente aparece 24 h depois da
administracdo de LPS, quando a atividade locomotora dos animais retorna ao
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normal e o SB € resolvido (Dantzer et al., 2008; Viana et al., 2010). Mesmo com a
resolucdo do comportamento de doente, 0s niveis de citocinas pro-inflamatorias
permanecem elevados, indicando que a neuroinflamacdo faz parte do

desenvolvimento da depresséo (Biesmans et al., 2013; Viana et al., 2010)

Assim como a elevagdo nos niveis sericos ou centrais das citocinas pro-
inflamatorias induzidas por LPS, a administracdo direta dessas citocinas também
causa um comportamento do tipo depressivo nos animais. Rizzo e colaboradores
(2012) verificaram que a administracdo i.c.v. de IL-6 recombinante em roedores é
capaz de induzir um comportamento do tipo depressivo, aumentando a imobilidade
dos animais nos testes de suspenséo pela cauda e de natacdo forcada, sem induzir
0s sintomas do SB, 0 que ndo acontece quando é administrado IL-1f. Ainda, o
grupo demonstrou que a administracdo de IL-6 ndo aumenta os niveis centrais de
IL-1B e a coadministracdo de anticorpo anti-IL-6 e do antidepressivo fluoxetina

Impediram o aumento da imobilidade causada pelo IL-6.

Kaster e colaboradores (2012) investigaram a influéncia do TNF-a no
comportamento do tipo depressivo em camundongos nos testes de natacdo forcada,
suspensdo pela cauda e preferéncia pela ingestdo de sacarose. Nesse estudo,
observou-se que a administracdo de diferentes doses pela via i.c.v. de TNF-a
causou uma resposta do tipo depressiva dos animais, que foi revertida com a
administracdo de antidepressivos como fluoxetina, imipramina e desipramina,
além do anticorpo anti-TNF-a. Assim, a administracdo aguda de TNF-a pode ser
uma nova forma de estudar a influéncia dos componentes inflamatérios na

fisiopatologia da depressao.

As citocinas pro-inflamatorias atuam de diferentes maneiras no sistema
nervoso central para o desenvolvimento do comportamento do tipo deprimido
(Figura 1). Elas sdo capazes de recrutar células da imunidade adaptativa, ativar o
eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, antagonizar a atividade de algumas

neurotrofinas, de interagir diretamente com 0S  neurotransmissores
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monoaminérgicos e de ativar a enzima indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), que
degrada o triptofano em metabdlitos de quinurenina, reduzindo a disponibilidade
desses precursor para a sintese de serotonina, levando a um desvio na sua rota
sintética (Dunn, 2006; O’Connor et al., 2009a; Dowlati et al., 2010; Dantzer et al.,
2011; Maes, 2011; Felger e Lotrich, 2013; Quak et al., 2014; Graeff e Guimaraes,
2012).
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Figura 1: Diferentes vias de atuacdo das citocinas pré-inflamatérias no sistema
nervoso central para o desenvolvimento do comportamento do tipo depressivo.
Adaptado de Felger e Lotrich, 2013.

Diferentes trabalhos cientificos realizados in vitro e in vivo tem mostrado que
os antidepressivos diminuem os niveis de citocinas pro-inflamatorias, tendem a
aumentar as citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10, e alguns desses farmacos,

como a fluoxetina, exercem uma neuroprotecdo contra a a¢do das citocinas (Tynan
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et al., 2012; Zhang et al., 2012; Taraz et al., 2013; Leonard, 2014; Graeff e
Guimardes, 2012). Assim como a fluoxetina, a imipramina, um antidepressivo
triciclico largamente utilizado na clinica, apresenta atividade anti-inflamatoria,
sendo capaz de prevenir a indugdo do SB e o comportamento do tipo depressivo
causado pela administracdo de LPS, modulando a resposta imune, resultando em
neuroprotecdo (Liu et al., 2011a; Peng et al., 2008; Viana et al., 2010; Réus et al.,
2013). Além disso, a administracdo cronica de desipramina em ratos aumenta os

niveis de IL-10, exercendo um efeito anti-inflamatorio (Wrona et al., 2013)

Viana e colaboradores (2010) demonstraram que a combinacdo de uma
sessdo de natacdo forcada com a administracdo sistémica de LPS induz o
desenvolvimento do comportamento de doente, reduzindo a atividade locomotora
de camundongos 6 horas depois da administragdo de LPS, aumentando o tempo de
imobilidade no teste de suspensao pela cauda 24 horas depois da administracéo de
LPS, indicando o desenvolvimento de um comportamento do tipo depressivo.
Além disso, ocorre um aumento nos niveis séricos, no fluido cérebro espinhal e no
cerebro de TNF-a. Ainda, o grupo demonstrou que a imipramina e antagonistas de
receptores quinina-p; reduzem o aumento do tempo de imobilidade causada pela

sessdo de natacdo junto com a administracéo de LPS.

Alguns estudos clinicos mostram também que pacientes diagnosticados com
depressdo grave possuem o0s niveis séricos de IL-6, IFN-y ¢ TNF-a elevados e que
o tratamento com alguns tipos de antidepressivos € capaz de reduzir os niveis
dessas interleucinas (Howren et al., 2009; Baune et al., 2012; Hiles et al., 2012a;
Walker, 2013).

Dhabhar e colaboradores (2009) verificaram que, comparado com um grupo
controle de pacientes saudaveis, pacientes deprimidos ndo tratados possuem uma
reducdo nos niveis séricos da interleucina anti-inflamatoria 1L-10 e essa reducéo
também esta relacionada com o grau de sintomas apresentado por eles. Além disso,

0 grupo verificou que, correlacionando-se os niveis de IL-6 e IL-10, o grupo
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controle saudavel possui uma forte correlacdo positiva, que € perdida, chegando
quase a uma correlagdo nula nos pacientes deprimidos. A partir desses resultados o
grupo sugere que a reducdo da acdo e/ou da indugdo da producdo de IL-10, pode
contribuir para o desenvolvimento da depressao, assim como facilitar os efeitos da

elevacdo nos niveis de citocinas pro-inflamatorias.

Hiles e colaboradores (2012a) mostraram que pacientes deprimidos
apresentaram altos niveis de IL-6 em compara¢do com um grupo nao-deprimido.
Em outro trabalho, Hiles e colaboradores (2012b) relatam em um estudo de meta-
analise, que o uso de antidepressivos diminuem os niveis de IL-6, e proteina C

reativa em pacientes deprimidos.

Taraz e colaboradores (2013) viram que ao se administrar sertralina em
pacientes doentes renais sob hemodidlise, os niveis de citocinas pré-inflamatérias,

principalmente IL-6, diminuiram, independentemente do efeito antidepressivo.

Em um estudo clinico, Rudolf e colaboradores (2014) mostraram que 0S
niveis de IL-6 sdo mais elevados em pacientes diagnosticados com depressao
atipica em relacdo a outros pacientes deprimidos e em relacdo ao grupo controle
ndo deprimido. J& Dahl e colaboradores (2014) verificaram que o uso de
antidepressivos durante 12 dias em pacientes diagnosticados com depresséo grave
sem tratamento foi capaz de reduzir os niveis iniciais de IL-6, IL-10 e IFN-y no
plasma desses pacientes, indicando uma relacdo entre os niveis de citocinas e a

fisiopatologia da depressao.

Estudos mostram que o uso de alguns anti-inflamatorios ndo esteroidais
podem servir de adjuvantes no tratamento dos sintomas do tipo depressivo
decorrentes do aumento de citocinas pro-inflamatorias (Wang et al., 2011; Miller,
2013; Berk et al., 2013). Soncini e colaboradores (2012) demonstraram que a pré-
administracdo de dipirona foi capaz de atenuar o comportamento exploratério e

locomotor de camundongos causados pela administracdo de LPS, assim como
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diminuiu o tempo de imobilidade nos testes de natacédo forcada e de suspenséo pela

cauda.

Wang e colaboradores (2011) verificaram que o estresse cronico induz a
expressdo hipocampal de ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e prostaglandina E, (PGE,) e
que a administragdo de fluoxetina ndo diminuiu 0 comportamento do tipo
depressivo decorrente do estresse crénico em aproximadamente 30% dos ratos
submetidos ao teste de natacdo forcada e de preferéncia por ingestdo de sacarose.
No entanto, ao ser coadministrado acido acetilsalicilico a esse grupo de animais
ndo responsivos a fluoxetina, o comportamento do tipo depressivo foi revertido,

provavelmente pela diminuicédo dos niveis hipocampais de COX-2 e PGE..

Mendlewickz e colaboradores (2006) mostraram que a coadministracdo de
acido acetilsalicilico em pacientes que ndo respondem ao tratamento com
antidepressivos durante quatro semanas aumentou a taxa de resposta dos pacientes

em aproximadamente 50% durante a primeira semana de tratamento.

O celecoxibe apresentou um efeito do tipo antidepressivo no teste de natacdo
forcada quando administrado agudamente em ratos (Santiago et al., 2014) e no
teste de suspensédo pela cauda em camundongos (Maciel et al., 2013). Somando a
esses efeitos, a coadministracdo repetida de doses sub-efetivas de celecoxibe e
bupropiona, em camundongos submetidos a inflamacdo crénica induzida pela
administracdo de adjuvante completo de Freud, parece atuar de forma sinérgica na
prevencdo do comportamento do tipo depressivo, uma vez que a combinagdo
diminuiu significativamente o tempo de imobilidade no teste de natacdo forcada
desses animais e reduziu a resposta inflamatoria e os niveis de IL-1p ¢ COX-2
(Maciel et al., 2013).

Estudos clinicos mostram que o0 uso concomitante de celecoxibe com
antidepressivos, como fluoxetina e reboxetina, em pacientes deprimidos diminui
significativamente o score de manifestacdo dos sintomas da depressdo (Hamilton
Rate Scale) quando comparado ao grupo de pacientes que foram tratados com
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somente um dos antidepressivos (Muller et al., 2006; Akhondzadeh et al., 2009).
Abbasi e colaboradores (2012) ao coadministrarem celecoxibe com o
antidepressivo sertralina em pacientes diagnosticados com depressdo grave,
verificaram que esses pacientes tiveram uma resposta melhor ao tratamento e que
ocorreu uma maior reducdo no nivel de IL-6 em relacdo aos pacientes que foram

tratados somente com sertralina.

3.2 Hiperosideo

O hiperosideo (hiperina, quercetina-3-O-galactosideo; HYP, Figura 2) é um
metabolito secundario pertencente ao grupo dos flavonoides glicosilados,
encontrado em diferentes espécies vegetais como Hypericum perforatum
(Butterweck et al., 2000), Apocynum venetum (Zheng et al., 2012), espécies de
Hypercum nativas do Rio Grande do Sul (Dall’Agnol et al., 2003) entre outras
(Mifio et al., 2002; Khanavi et al., 2013). Apresenta-se como um p6 amarelo e teve
seu logP definido em 0,43, se comportando como uma molécula relativamente
hidrofilica (Jia et al., 2012).

Os primeiros estudos com o HYP mostram que ele reduz o contetdo
intracelular de Ca?* através do bloqueio de canais de Ca®* em células musculares
papilares e inibe o influxo de Ca®* induzido tanto por noradrenalina, serotonina ou

glutamato em cérebro de ratos neonatos (Chen et al., 1994; Chen e Ma, 1999).

Desde entdo, diferentes trabalhos ja foram publicados demonstrando que o
HYP atua no Sistema Nervoso Central (SNC) (Butterweck et al., 2000;
Grundmann et al., 2006; Guo et al., 2011a; Haas et al., 2011), tem capacidade de
citoprotecdo (Zhang et al., 2010; Zhang et al., 2011), tem atividade antioxidante
(Luo et al., 2004; Gioti et al., 2009; Rainha et al., 2013) e anti-inflamatoria
(Hammer et al., 2007; Sosa et al., 2007; Suntar et al., 2010) ), além de seu perfil
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farmacocinético estar em estudo (Guo et al., 2011b; Guo et al., 2012; Yin et al.,
2013).

Extratos brutos e fragdes contendo o HYP como composto majoritario
também apresentam atividade antiviral (Schmitt et al., 2001; dos Santos et al.,
2014), antibacteriana in vitro (Rocha et al., 1995; Dall’ Agnol et al., 2005; Zhang et
al., 2014a), anti-inflamatéria no teste de edema de pata (Moreira et al., 2000;
Mansour et al., 2014), reduz a produgdo de 6xido nitrico induzida por LPS em
cultura de macrofagos (Lee et al., 2008), antioxidante in vitro (Gioti et al., 2009;
Liang et al., 2010; Kirakosyan et al.,, 2003 ; Liaudanskas et al., 2014),
hepatoprotetora (Xiong et al., 2000; Khan et al., 2012; Kalegari et al., 2014),
contra fungos patogénicos de plantas (Zhang et al., 2014a), inibe a enzima o-
glucosidase, importante para o controle da hiperglicemia pds-prandial (Liu et al.,

2014), e cicatrizante em modelos em ratos (Sintar et al., 2010).

Figura 2: Estrutura molecular do hiperosideo.

3.2.1 Farmacocinética do HYP

Estudos farmacocinéticos tém identificado o perfil de absorcdo e
metabolizagcdo do HYP. Quando uma dose de 2,5 mg/kg de HYP é administrado
em camundongos por via intravenosa, consegue-se uma concentragdo maxima no

plasma dos animais de 4 pg/mL (Ku et al.,2013). Essa pequena quantidade de
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HYP pode ser decorrente da sua rapida eliminacdo do plasma, uma vez que o HYP
tende a ser conjugado a grupos metil, sulfato e glucuronil quando é administrado
por via intravenosa (Liu et al., 2010; Guo et al., 2011b). Além disso, um estudo
realizado in vitro mostra que o HYP se liga fortemente e de forma espontanea a

albumina sérica bovina atraves de ligacdes hidrofébicas (Qin et al., 2010).

No entanto, quando o HYP é administrado por via oral, ndo é possivel
detectar no plasma nem o HYP na sua forma livre, nem na forma de aglicona livre
ou conjugada (Chang et al., 2005), apesar de se ter um relato de o HYP ser
absorvido no trato intestinal (Jia et al., 2012). 1sso pode ocorrer em decorréncia da
metabolizacdo do HYP por bactérias intestinais, as quais metabolizam o HYP a um
composto dehidroxilado ou o conjugam a metabdlito acetilado e hidroxilado (Yang
et al., 2013). No entanto, quando o HYP é administrado em cées da raca beagle, é

possivel detecta-lo na sua forma livre (Yin et al., 2013).

Como o HYP apresenta metabolizagdo quando administrado tanto
intravenosamente quanto por via oral, Guo e colaboradores (2012) realizaram um
estudo de microdialise cerebral para verificar se 0 HYP ou seus metabdlitos estdo
presentes no cérebro, ja que o HYP apresenta diferentes atividades ligadas ao
SNC, (Butterweck et al., 2000; Butterweck et al., 2004; Grundmann et al., 2006;
Haas et al., 2011). No estudo de microdialise cerebral em ratos (Guo et al., 2012),
0 HYP foi administrado tanto pela via oral quanto pela via intraperitoneal (i.p), a
fim de se comparar a farmacocinética do HYP nessas vias. Durante a analise do
microdialisado cerebral, quando o HYP foi administrado pela via oral, ndo foi
possivel detectd-lo nem em sua forma livre nem seu metabdlito metilado, assim
como em estudos anteriores (Chang et al., 2005). Contudo, quando o HYP ¢é
administrado pela via i.p., é possivel detecta-lo no cérebro tanto na sua forma livre
quanto seu metabolito metilado. Isso demonstra que o HYP sofre uma intensa
metabolizacdo quando administrado por via oral e que uma alternativa para
aumentar a biodisponibilidade do HYP é ndo administra-lo por via oral (Guo et al.,

2012).
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3.2.2 Atividade Anti-inflamatoria

A maior parte dos relatos na literatura de atividade anti-inflamatéria do HYP
estd associada a sua presenca em extratos ou fragdes ricas em flavonoides. Melzig
e colaboradores (2001) verificaram que a inibicdo da enzima elastase neutrofilica
de humanos obtida pelo extrato etanélico de Drosera madagascariensis se deve
pela elevada quantidade de flavonoides, sendo o HYP um dos constituintes

majoritarios do extrato.

Hammer e colaboradores (2007) mostraram que extratos etanolicos de
Hypericum perforatum reduziram significativamente os niveis de prostaglandina
E, induzidos por LPS em cultura de macrofagos RAW264.7. Sosa e colaboradores
(2007) verificaram que a fragdo acetato de etila de H. perforatum com HYP
majoritario apresentou uma fraca atividade anti-inflamatdria quando administrado

topicamente

Extratos de diferentes plantas contendo HYP diminuem o edema na pata de
ratos induzido por carragenina (Tadic et al., 2008; Akkol et al., 2012; Mansour et
al., 2014). Uma mistura de HYP com isoquercitrina também apresentou atividade
anti-inflamatdria uma vez que diminui o edema de pata induzido por carragenina e

0 edema de orelha induzido por TPA (Erdemoglu et al., 2008).

Contudo, a literatura cientifica mostra que o HYP per se também apresenta
atividade anti-inflamatéria, uma vez que inibe a atividade da enzima elastase
neutrofilica de humanos (Melzig et al., 2001), a qual compBe os granulos do
neutrofilo e contribui a resposta imune e inflamatoria (Korkmaz et al., 2010). O
HYP também inibe a producdo de prostaglandina E, em cultura de macrofagos
RAW264.7 (Hammer et al., 2007), inibe a atividade de enzimas proteina quinases
mitdgeno-ativadas, as quais estdo envolvidas na resposta inflamatdria, fazendo
com que diminua a producdo de nitritos induzida por LPS pelos macréfagos

peritoneais de ratos (Lee et al., 2008), inibe a regulacdo dos receptores N-metil-D-

49



aspartato NR2B da substancia cinzenta periaquedutal, que durante a inflamacéo

estdo super expressos (Hu et al., 2009).

Han e colaboradores (2014) mostraram que o HYP diminui a expressédo do
MRNA da citocina linfopoietina estromal timica, de IL-1B ¢ IL-6 em cultura de
mastocitos humanos tipo 1, através da diminuicdo do nivel de Ca®* intracelular
induzido por PMACI e da atividade da caspase-1 e do NF-kB e aumento da

atividade da procaspase-1.

Ku e colaboradores (2014a) testaram o HYP tanto in vivo, em um modelo de
sepse induzida por ligacdo e punc¢éo cecal, quanto in vitro, estimulando células de
cultura primaria de endotélio venoso umbilical (HUVECs): O HYP inibe a
secrecdo do mediador inflamatério HMGBL1, inibe a expressdo do receptor TLR-4
e de moléculas de adesdo importantes para a resposta inflamatéria e reduz a
producdo de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-1B, IL-6 € MCP-1 em
cultura de células. O HYP também protege a integridade celular do endotélio

vascular que é danificado pelo LPS e pela secrecdo de HMGBL1.

Em outro trabalho, Ku e colaboradores (2014b) induziram o dano tecidual e
estado inflamatdrio através da adicdo de altas concentracdes de glicose nas células
HUVECs. Assim como no trabalho anterior do grupo, o HYP protegeu a
membrana tecidual da inflamagdo inibindo a atividade do NF-xB, diminuiu a
expressdo de mRNA de citocinas como MCP-1 e IL-8 e diminui a expressdo de

moléculas de adesao.

3.2.3 Atividade do tipo antidepressiva

A atividade do tipo antidepressiva do HYP vem sendo estudada a partir de
sua identificacdo em fracOes de Hypericum perforatum ricas em flavonoides
(Butterweck et al., 2000). Butterweck e colaboradores (2000) verificaram que as

fracOes ricas em HYP apresentaram atividade do tipo antidepressiva no teste de
50



natacdo forcada em ratos e que parte dessa atividade se deve ao HYP, uma vez que
ele, isoladamente, também diminuiu o tempo de imobilidade no FST tanto

administrado agudamente quanto durante 12 dias.

Butterweck e colaboradores (2001) também estudaram extratos de Apocynum
venetum que continham HYP como um dos compostos majoritarios. Eles
observaram que, como as fracdes ricas em HYP de H. perforatum, o extrato de A.
venetum também apresentou atividade do tipo antidepressiva no teste de natacdo
forcada em ratos tanto administrado agudamente quanto depois de 14 dias, e que
essa reducdo na imobilidade pode ser atribuida ao HYP, por ele ser um composto

majoritario do extrato e ja ter apresentado esse tipo de atividade.

Guo e colaboradores (2011a) identificaram o HYP como um dos principais
compostos de extratos etanolicos de Abelmoschus manihot e que pode ser um dos
responsaveis pela reducdo do tempo de imobilidade no FST quando administrado

agudamente em camundongos.

A partir dos resultados da atividade do tipo antidepressiva do HYP, foram
iniciados estudos do seu mecanismo de acdo no SNC. Butterweck e colaboradores
(2004) mostraram que o HYP modula o eixo hipotalamico-pituitario-adrenal
(HPA) em ratos, reduzindo os niveis plasmaticos de hormdnio
adrenocorticotropico (ACTH) e corticosterona apds administracdo diaria por duas
semanas. Esses resultados sdo interessantes, uma vez que a ativagdo constante do
eixo HPA estd envolvida no surgimento dos sintomas depressivos (Graeff e
Guimaraes, 2012; Jacobson, 2014; Murri et al., 2014).

A acdo do HYP frente a receptores [-adrenérgicos (B-A) também foi
investigada. Apesar do HYP ndo alterar a densidade dos receptores B-A nem a
capacidade de ligacdo a esses receptores de uma forma geral, apds a administracao
prolongada (Simbray et al., 2004), estudos mais recentes mostram que o HYP
diminui a afinidade dos receptores P,-A de células C6 glioblastoma de ratos e o
contetdo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc), sem induzir a internalizacéo
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desses receptores (Prenner et al., 2007). No entanto, 0 mesmo ndo ocorre com
receptores P1-A dessas células, pois o tratamento com HYP, diminui a densidade
dos receptores B1-A, assim como a reduz a afinidade de ligacdo e a producéo de
AMPc. Isso indica que o HYP interage de forma seletiva com receptores [;-A
(Jakobs et al., 2013).

Em 2011, Haas e colaboradores demonstraram que a atividade do tipo
antidepressiva do HYP pode ser dependente da ativacdo de receptores
dopaminérgicos do tipo D,, uma vez que a redugdo da imobilidade foi prevenida

quando se pré-administrou sulpirida nos animais.

Mais recentemente, Zheng e colaboradores (2012) testaram outro possivel
mecanismo de acdo antidepressiva de HYP isolado das folhas de Apocynum
venetum. O grupo verificou que HYP aumentou a viabilidade celular de linhagem
de células PC12 tratadas com corticosterona, a qual diminui significativamente a
viabilidade celular. Eles observaram também que nas células PC12 ocorre um
aumento dose-dependente na expressdo dos genes que codificam tanto para BDNF
quando para CREB. A partir destes resultados, o grupo sugere que o efeito
antidepressivo do HYP esteja relacionado também a neuroprotecdo mediada tanto
pela reducdo de calcio intracelular quanto pela regulacdo para cima da expressao
do gene BDNF através da sinalizacdo CREB-AMPc.

3.2.4 Atividade antioxidante, citoprotetora e antiapoptética

A partir dos resultados obtidos por Chen e Ma (1999) sobre a capacidade do
HYP de inibir canais de Ca**, Wang e colaboradores (1996) investigaram a aco
do HYP frente a injuria causada pela isquemia e reperfusdo em células
miocardicas, uma vez que o excesso de Ca’* é prejudicial a essas células. Eles
encontraram que, além de prevenir as mudancas hemodinamicas que ocorrem

durante a isquemia, inibe as enzimas lactatodesidrogenase (LDH) e creatina
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quinase (CK), o HYP atenua o aumento de Ca** no miocardio apés a reperfusio,

protegendo-o de danos e facilitando a recuperacao das func¢des do coracao.

Continuando nessa linha de investigacdo, em 1998, Chen e colaboradores
(1998a) testaram a capacidade citoprotetora do HYP em um modelo de infarto
cerebral. O grupo verificou que o HYP exerceu um efeito protetor diminuindo a
gravidade do infarto através do aumento do fluxo sanguineo cerebral e da inibicéo
da producéo de éxido nitrico e de malondialdeido, marcadores de dano oxidativo.
Em posse dos dados de inibigdo dos danos oxidativos, o grupo de Chen realizou
outros testes para verificar a atividade do HYP em enzimas antioxidantes no
cerebro dos animais. Nesse trabalho, o HYP se mostrou uma molécula
antioxidante, pois reduziu a diminuicdo da atividade das enzimas glutationa
peroxidase e superoxido dismutase que a isquemia causa, protegendo as células
cerebrais do dano oxidativo e reestabelecendo as atividades eletroencefalograficas
(Chen et al., 1998b). Em 2006, Chen e colaboradores verificaram que o pré-
tratamento com HYP por cinco dias foi capaz de diminuir o tamanho da area
cerebral infartada e o edema cerebral causado pela injdria por isquemia e

reperfuséo.

Mais recentemente, Li e colaboradores (2013) ao aprofundar a investigacéo
cardioprotetora do HYP frente ao teste de injdria por isquemia e reperfuséo,
encontraram que o HYP reduz o tamanho da &rea infartada em até 70%
provavelmente pelo aumento da capacidade de prevenir a hipoxia do miocardio,
uma vez que o HYP diminui a atividade da LDH e da CK, por inibir mecanismos
de apoptose, uma vez que inibe a atividade da caspase 3, aumenta a expressao do
fator antiapoptético Bcl-2 e inibe a expressdo do fator pro-apoptoético Bax,
aumenta a expressdo mitocondrial da proteina quinase p-ERK 1/2, a qual
determina a sobrevivéncia celular ou apoptose, além de aumenta a capacidade
antioxidante das células por aumentar a atividade da enzima superéxido dismutase

e diminuir o contetdo de malondialdeido.
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O mecanismo de neuroprotecdo do HYP frente a isquemia cerebral também
foi investigado. Diferentes trabalhos utilizando culturas neuronais primarias ou
células PC12, mostraram que o pre-tratamento com HYP protege essas células
através da inibicdo das enzimas Oxido nitrico sintase e caspase-3, inibicdo da
expressdo do fator pro-apoptotico Bax e da ativacdo de mecanismos
antiapoptéticos como o aumento da expressdo da ERK e do fator Bcl-2 (Zhang et
al., 2010; Zhang et al., 2011; Zeng et al., 2011; Liu et al., 2012).

Zeng e colaboradores (2011) mostraram que o HYP também protege a
cultura cortical priméria da citotoxicidade induzida pela adicdo de proteina B-
amiloide através da reversdo da disfuncdo mitocondrial, inibindo a liberacdo de
citocromo C para o citosol, e da inibicdo da apoptose celular mediada pela ativacao

da caspase-3 e pelo aumento da expressao do fator pré-apoptotico Bad.

O HYP se mostrou hepatoprotetor, uma vez que protege culturas primarias de
hepatdcitos de ratos (Ito et al., 1990). Também diminui a atividade das enzimas
hepaticas alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase, previne
significativamente danos teciduais, aumenta a expressdo do fator de citoprotecao
Nrf e heme oxigenase-1, inibe a peroxidacdo lipidica no modelo de injuria com
tetracloreto de carbono em roedores (Choi et al., 2011) e em hepatdcitos humanos

normais (L02) apds a inducdo de citotoxicidade por H,O, (Xing et al., 2011).

O HYP também tem demonstrado uma capacidade antioxidante e
citoprotetora, protegendo queratindcitos humanos (HaCaT) frente a
fotosensibilidade (Schmitt et al., 2006), células PC 12 da apoptose induzida por
perdxido de hidrogénio (H,O,) e hidroxido de ter-butila (Liu et al., 2005), células
endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) do dano induzido por H,O, (Li et
al., 2012), fibroblastos pulmonares do dano oxidativo e lipoperoxidativo (Piao et
al., 2008), inibe a apoptose induzida por excitotoxicidade em cultura neuronal
primaria (Zhang et al., 2010), protege células humanas da linhagem ECV304 do

dano oxidativo induzido por hidroxido de ter-butila (Li et al., 2008) e pela adi¢ao
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de produtos finais de glicacdo (Zhang et al., 2014) e poddcitos de murinos da acéo

apoptotica dos produtos finais de glicacdo (Zhou et al., 2012).

3.2.5 Outras atividades

O HYP apresenta muitos outros tipos de atividades como antifungica frente a
fungos patogénicos de plantas (Li et al.,, 2005), ndo permite 0 aumento da
temperatura corporal de roedores submetidos a estresse por exposi¢cdo a ambiente
novo (Grundmann et al., 2006), hiperpolariza e relaxa o endotélio vascular da
artéria basilar (Fan et al., 2011), ativa o receptor Nur77, que esta envolvido na
prevencdo de doencas metabdlicas e cardiovasculares, e inibe a proliferacéo
celular vascular (Huo et al., 2014). Além disso, inibe a atividade da enzima
citocromo P2D6, responsavel pelo metabolismo de alguns medicamentos como
antidepressivos (Song et al., 2013) e também apresenta atividade antitrombotica,
uma vez que inibiu as vias intrinseca e extrinseca da coagulacdo e a sintese de
trombina e de fator Xa (Ku et al., 2013).

Mesmo o HYP apresentando atividades citoprotetoras e antimutagénicas in
vitro (Snijman et al., 2007), quando foi administrado em altas doses em ratas
prenhas, causou mudangas no desenvolvimento dos fetos, como baixo peso e

diminuicdo no comprimento da cauda (Ai et al.; 2012).

O HYP também apresenta atividade antiviral contra o virus da hepatite B
tanto em testes in vitro quanto in vivo, pois diminuiu a expressdo de HBsAg e
HBeAg, marcadores de infeccdo viral, e diminui a replicacdo do virus em até 70%
(Wu et al., 2007). No entanto, o HYP ndo foi efetivo contra o virus do HIV

(Shahat et al., 1998) nem contra o virus herpes simplex tipo 1 (Fritz et al., 2007).

Estudos in vitro mostram que o HYP apresenta uma potencial atividade
antitumoral. O HYP é capaz de inibir a proliferacdo de células de leucemia K562

(Cong et al., 2009). Utilizando células B16 de melanoma de camundongos
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mostrou-se que o HYP diminui os niveis de melanina a partir da reducdo da
expressdo da enzima tirosinase, enzima responsavel pela biossintese de melanina e
marcador de células de melanoma. Mesmo sem alterar a atividade da enzima, o
HYP parece ser um potente inibidor da melanogénese, uma vez que a redugéo da
biossintese de melanina foi maior que o controle positivo &cido cojico (Ohguchi et
al., 2010). Ja a adicdo do HYP na cultura de células de osteosarcoma humano
(linhagens U20S e MG63) inibiu a proliferacdo celular sem causar morte celular
significativa e induziu a diferenciacdo celular dessas células de osteosarcoma
(Zhang et al., 2014c).

O HYP inibe a atividade da acetilcolinesterase, responsavel por degradar a
acetilcolina, neurotransmissor envolvido na preservacdo da memodria e do
aprendizado (Hernadez et al., 2010; Nam and Lee, 2014) e melhora a memoria de
camundongos no teste de esquiva (Nam and Lee, 2014). O HYP também inibe a
atividade de outras enzimas como as proteases tripsina e uroquinase (Jedinék et al.,
2006)

O HYP reduziu a hiperglicemia induzida em ratos por estreptozotocina e
preveniu a reducdo do numero de glandulas secretoras nas células f-pancreéticas.
(Verma et al., 2013). O HYP inibe a atividade da a-glicosidase, enzima
responsavel pela clivagem de dissacarideos e oligossacarideos facilitando a
absorcdo pelo intestino (Islam et al., 2013), ativa as enzimas glicose-6-fosfato,
frutose-1,6-bifosfatase, glicogénio fosforilase (Verma et al.2013), diminui a
expressdo de receptores de produtos de degradacdo de glicagéo, o que inibe a
apoptose mediada por esses produtos da enzima c-Jun N-terminal quinase (Zhang
et al., 2013). O HYP diminui alguns parametros ligados a diabete como 0s niveis
de hemoglobina glicada sérica, colesterol total, triglicerideos, LDL, VLDL, com

aumento de HDL, e a excrecdo de uréia e creatinina (Verma et al., 2013).

Apesar de se ter um relato de que o HYP apresenta atividade analgésica

mediada pela inibigdo do influxo de Ca** nos terminais das vias aferentes (Rylski

56



etal.; 1979; Chen et al.; 1989), publicacbes mais recentes mostram que o HYP ndo
apresenta atividade antinociceptiva nem frente ao teste de contor¢des nem no teste
da placa aquecida, independentemente se administrado por via oral (Galeotti et al.,
2010) ou por via intraperitoneal (Haas et al., 2011). Todavia, Hu e colaboradores
(2009) mostraram que ao modular a transmissdo sinaptica na substancia cinzenta
periaquedutal, que estd envolvida no controle da dor, inibindo a regulacdo dos
receptores N-metil-D-aspartato NR2B, o HYP apresenta uma atividade analgesica

contra o estimulo de dor causada por uma inflamacéo persistente.

Outros estudos mostram que em associacdo com quercetina, o HYP tende a
proteger as células renais de animais submetidos ao modelo de fibrose renal
induzida por obstrucdo uretral unilateral e a cultura de células mesangiais (SV40
MES 13) estimuladas com IL-1B, reduzindo a expressdo renal de proteinas
relacionadas a fibrose, como a-actina da musculatura lisa e fibronectina (Yan et
al., 2014), além de evitar a formacéo e o depdsito de cristais de oxalato de calcio

no rim de animais (Zhu et al., 2014b).
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4 MATERIAIS E METODOS







4.1 Animais

Foram utilizados camundongos CF1 machos (23-31 g) provenientes da
colbénia da Universidade Federal de Santa Maria. Antes dos experimentos, 0S
animais foram adaptados por, no minimo, uma semana no biotério de passagem da
Faculdade de Farmacia — UFRGS. Os camundongos foram mantidos em caixas
plasticas de 17x28x13 cm, com no maximo 5 camundongos por caixa, sob ciclo
claro/escuro de 12 horas (luzes acesas das 07 as 19 horas), com temperatura
constante (23 + 2 °C), sob sistema de exaustdo controlada (estantes ventiladas
Alesco®) e umidade monitorada, com acesso livre a agua e alimento. Os
experimentos foram realizados no periodo das 10 as 16 horas, com um periodo de
adaptacdo dos animais de 1 hora a sala de experimentagdo, antes do inicio dos

procedimentos.

O numero de animais por grupo variou de sete (7) a quatorze (14). O
tamanho amostral inicial foi calculado utilizando o programa estatistico Sigma Stat
versdo 2.03 (Jandel Scientific Corporation®), considerando um valor de alfa de
0,01, poder do teste de 0,9 e o teste estatistico a ser utilizado em cada experimento.
Como parametros para as diferencas e desvios padrdo esperados foram utilizados

as referéncias bibliograficas citadas em cada experimento proposto.

4.2 Indugéo dos comportamentos de doente e do tipo depressivo

Inicialmente, todos os camundongos foram submetidos a um estressor
(natacéo forcada de 5 minutos) de acordo com Viana e colaboradores (2010), com
pequenas modificacdes validadas em nosso laboratério por Miller (2014): os
animais foram colocados a nadar em um cilindro de vidro com 14 cm de diametro
interno, com 19 cm de altura de 4gua a temperatura de 22 + 1 °C. Ao término da
sessdo de natacdo, os camundongos foram gentilmente retirados da agua, secados
com toalha de algodédo e retornaram para a caixa moradia com maravalha seca e

limpa. Transcorridos 30 minutos, para inducdo do evento inflamatorio, os animais
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foram separados em dois grupos distintos e submetidos a duas diferentes
condigbes: a um grupo foi administrado LPS de Escherichia coli (sorotipo
0111:B4, Sigma-Aldrich, 600 ug/kg, i.p.) e a outro, solucdo salina estéril (NaCl
0,9 %; 10 mg/kg, i.p.). A condi¢do natacdo + LPS foi denominada de “grupo
LPS” enquanto a condigdo nata¢do + SAL foi denominada “grupo SAL” (Esquema
1).

A combinagdo de um evento estressor com a administragdo de LPS
intensifica a manifestacdo do comportamento do tipo deprimido nos animais
(Elgarf et al., 2014).

4.3 Tratamentos

Todos os tratamentos foram administrados no volume de 10 mL/kg de peso
corporal, pela via intraperitoneal (i.p.), a diferentes grupos de animais, em dois
tempos diferentes: 30 min antes (T1: regime profilatico) ou 5 h 30 min depois (T2:
regime terapéutico) da inducdo do evento inflamatério (Esquema 1). O
hiperosideo (HYP, Sigma-Aldrich) foi solubilizado em solucdo salina (2 mg/mL;
pH 6-7) e administrado aos animais na dose de 20 mg/kg A dose foi escolhida com
base em estudo anterior do grupo (Haas, 2010). Como controle positivo utilizou-se
cloridrato de imipramina (IMI, Sigma-Aldrich), dissolvido em salina (2 mg/mL;

pH 6-7) na dose de 20 mg/kg, e como controle negativo, salina (Esquema 1).

4.4 Avaliacdo Comportamental

4.4.1 Avaliagéo do efeito sobre o comportamento de doente
Transcorridas 06 e 24 horas apds a administracdo de LPS, os animais foram

colocados no aparato de campo aberto e observados, durante 06 minutos, com

relacdo aos seguintes parametros: letargia (dificuldade ou diminuicdo na

62



locomocgédo e exploracdo), ptose (palpebras caidas), piloerecdo (geralmente na
regido da nuca), locomogdo espontanea. Letargia, ptose e piloerecdo foram
classificados de acordo com uma escala de 4 pontos (indice de sintomas),
conforme Gibb e colaboradores (2011), sendo 0 (sem sintomas), 1 (1 dos sintoma),

2 (2 dos sintomas) e 3 (todos o0s sintomas).

O campo aberto foi constituido de uma caixa de acrilico transparente,
medindo 40x30x30 cm, com o fundo dividido em 24 quadrantes iguais. Os
camundongos foram colocados no centro do aparato e registrou-se 0 numero de
crossings (cruzamentos entre os quadrantes delimitados no fundo do aparato). O
aparato foi limpo com etanol 96° GL entre um animal e outro. Todo o protocolo foi
realizado em ambiente de penumbra e os registros realizados por um

experimentador cego aos tratamentos.

4.4.2 Avaliacao do efeito do tipo antidepressivo no teste da suspenséo pela
cauda

Logo apos a segunda exposicdo dos camundongos ao campo aberto (24h depois da
administracdo de LPS), foi realizado o teste de suspensdo pela cauda (TSC) de
acordo com Steru e colaboradores (1985), com pequenas modificagdes validadas
em nosso laboratorio (Miller et al., 2012; Duarte et al., 2014) para verificar uma
possivel efeito do tipo antidepressivo dos tratamentos. Nesse teste, realizado em
ambiente de penumbra, os camundongos foram suspensos pela extremidade da
cauda com auxilio de fita adesiva a 60 cm do solo, de forma que ndo ocorresse
contato visual, por um periodo de 6 minutos, no qual a imobilidade foi registrada,
em segundos, nos quatro ultimos minutos. Os animais foram considerados imdveis
quando permaneciam pendurados passiva e completamente parados (Miiller et al.,
2012).
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Protocolo Profilatico

Tratamentos:
HYP (20 mg/kg, i.p.) ou
IMI (20 mg/kg, i.p.) ou

LPS (600 pg/kg, i.p.
SAL (0.9% NaCl, 10 mi/kg, i.p.) (600 pg/kg, i.p) ou

Salina (0.9% Nacl, 10 ml/kg, i.p.) 1h
- 6h 24 h
, Smin A
30 min ! Natacdo J 30 min I
Forcada
Campo Aberto Campo Aberto Isolamento
Teste de Suspensdopela Cauda Hipocampo
Protocolo Terapéutico
Tratamentos:
HYP (20 mg/kg, i.p.) ou
- IMI (20 mg/kg, i.p.) ou
LPS (600 pg/kg, i.p.) ou SAL (0.9% NaCl, 10 ml/kg,i.p.)
Salina (0.9% Nacl, 10 ml/kg, i.p.) H 1h
, 6 24h
| dmin A
! Natac&o ! 30 min I 5h 30min
Forcada
Campo Aberto Campo Aberto
. Isolamento
Teste de Suspensdopela Cauda .
Hipocampo

Esquema 1: Esquema dos protocolos de administracdo dos tratamentos
imipramina e hiperosideo, inducdo do evento inflamatério e de avaliacdo

comportamental utilizado nesse trabalho.

4.5 Experimentos ex-vivo

4.5.1 Coleta dos tecidos cerebrais

Uma hora ap6s o TSC (item 4.4.2), os camundongos foram eutanasiados por
deslocamento cervical, decapitados com tesoura, e 0s cérebros rapidamente
removidos e lavados com solucdo salina gelada (4 °C). Imediatamente apds, o0s
cérebros foram dissecados sob gelo e os hipocampos isolados, congelados em
nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80 °C até o momento da

quantificacdo dos mediadores inflamatorios.
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4.5.2 Quantificacdo de citocinas pro e anti-inflamatérias

Os hipocampos foram homogeneizados (1:1; p:v) com solucdo PBS com
inibidores de proteases (Protease inhibitor cocktail animal component free, Sigma)
(1:1000) e centrifugados a 5000 g por 7 min sob refrigeracio (4 °C). O
sobrenadante foi utilizado para quantificagdo das citocinas inflamatérias atraves de
citometria de fluxo utilizando o kit CBA Mouse Inflammation® (BD Bioscience,
San Jose, CA).

Foram aliquotados 25 pL de cada amostra de sobrenadante em tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL. Em seguida, adicionou-se 25 pL do reagente de
deteccdo Mouse Inflamation PE em todos os tubos, homogeneizou-os e 0s deixou
incubando por 2 horas em temperatura ambiente, protegidos da luz. Apds a
incubacéo, adicionou-se 500 pL do tampéo de lavagem fornecido pelo kit em cada
tubo, os quais foram centrifugados a 200 g por 5 minutos. Ao final da
centrifugacdo, cada sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o pellet de
beads ressuspenso em 150 pL do tampdo de lavagem para serem analisados
posteriormente. Como a deteccdo e quantificacdo das beads dependem da
intensidade de emissdo de fluorescéncia, todo o experimento foi realizado em
ambiente de penumbra e as amostras e reagentes, quando ndo estavam sendo

utilizadas, ficavam armazenadas protegidas da luz.

Uma curva padrdo com a mistura das beads de captura para IL-6, IL-10, TNF,
IFN-y, MCP-1 e IL1-2p70, fornecida no kit, foi realizada através da diluicdo
seriada no mesmo dia e preparada para analise nas mesmas condicdes das amostras.
O contetdo do frasco Mouse Inflammation Standards foi diluido com 2 mL do
Assay Diluent (top standard), homogeneizado delicadamente com a pipeta e
deixado estabilizando por 15 min em temperatura ambiente. A diluicdo seriada foi
realizada adicionando-se 300 pL do tubo top standard a 300 puL de Assay Diluent
(1:2) e seguiu-se a diluicdo de acordo com o Esquema 2. Preparou-se também um

tubo controle negativo utilizando somente 300 pL de Assay Diluent.
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300l 300pL 300l 300uL 300 uL 300 pL 300 uL 300 uL

2mL

VAVAVAVEVAVEVAVAY,

Diluicdo  Top 12 1:4 1:8 1:16 1:32 164 1:128 1:256
Standard

Esquema 2: Esquema de diluicéo seriada da curva padrdo de beads de captura

fornecidos no kit CBA Mouse Inflammation® (BD Bioscience).

Para a utilizacdo do kit no equipamento existente na Faculdade de Farmacia,
é necessario fazer a compensacdo dos lasers de excitacdo antes da aquisicdo dos
dados. Para isso, adiciona-se 50 uL de Setup Beads, fornecidas no kit, em trés
diferentes tubos. Em um deles, adiciona-se 50 pL de FITC Positive Control
Detector (tubo B) e em outro, adiciona-se 50 puL de PE Positive Control Detector
(tubo C). Deixar os trés tubos incubando por 30 minutos a temperatura ambiente,
protegidos da luz. Apos a incubacéo, adiciona-se 400 puL de tampdo de lavagem
nos tubos B e C e 450 pL no tubo restante (tubo A).

A aquisicdo dos dados, tanto da curva padrdo quanto das amostras, foram
realizadas no equipamento FACSVerse™ (BD Bioscience, San Jose, CA) ¢ a
anélise dos dados realizada no software FCAP Array™ v3.0.1 (Soft Flow, Pecs,

Hungary).

4.6 Analise Estatistica

Os resultados dos ensaios comportamentais, doseamento das citocinas e
relacdo (ratio) entre os niveis de interleucinas foram analisados por ANOVA de
duas vias seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls, quando aplicavel. Para a
andlise de correlagcdo dos niveis de interleucinas entre si e das interleucinas com o

tempo de imobilidade no TSC foi utilizado o teste de correlacdo de Pearson. As
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analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Sigma Stat versdo 2.03
(Jardel Scientific Corporation®). As diferencas nos niveis MCP-1 e IL-10, na
condicdo LPS, entre os dois protocolos de tratamento foram também analisadas
pelo teste “t” de Student. Para todas as analises, foi aceito o nivel de significancia
p<0,05.

4.7 Etica e Biosseguranca

A manipulacéo animal foi realizada segundo os principios definidos pela Lei
n° 11794 (BRASIL) de outubro de 2008 e pela Diretriz Brasileira para o Cuidado e
a Utilizacdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (2013). O projeto foi submetido a Comisséo
de Etica no Uso de Animais da UFRGS (CEUA) antes da realizacio dos

experimentos, sendo aprovado sob numero 25800.

Imediatamente apos a finalizacdo dos experimentos, os camundongos foram
submetidos isoladamente a eutanasia pelo método de deslocamento cervical. As
carcacas foram acondicionadas em sacos plasticos brancos e armazenadas em
freezer a -20 °C até o recolhimento (semanal) por empresa licitada pela UFRGS

para este fim.

Os materiais perfurocortantes foram acondicionados em caixas Descarpack
rigidas (que ndo permitam rupturas) até que atinjam 2/3 da sua capacidade. As
caixas sdo semanalmente recolhidas pela Comissdo de Salde e Ambiente de
Trabalho da Faculdade de Farméacia (COSAT-FAR).

Os residuos quimicos foram rotulados e recolhidos pela COSAT-FAR, a qual
encaminha ao Instituto de Quimica desta universidade para os procedimentos de

reciclagem e/ou descarte de material quimico.
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5 RESULTADOS







5.1 Avaliagdo comportamental

5.1.1 Protocolo Profilatico

A analise de variancia de duas vias (LPS e tratamentos) demonstrou
diferencas significativas no numero de cruzamentos e score de sintomas dos
diferentes grupos, quando avaliados seis horas depois da inducdo do evento
inflamatorio. N&do foram detectadas diferencas no comportamento de doente
quando os grupos foram avaliados vinte e quatro horas depois da inducdo do
evento inflamatorio. No teste da suspensdo pela cauda, a analise estatistica revelou
qgue imipramina reduz o comportamento de imobilidade nos grupos de animais
LPS e SAL, enquanto o hiperosideo reduziu o tempo de imobilidade apenas nos

animais LPS. Todos os dados estdo representados na figura 3.

Todos os animais submetidos a natacdo forcada e que receberam LPS
apresentaram reducdo significativa no numero de cruzamentos no teste de campo
aberto (F LPS(; 53 = 9,170; p<0,01) (Figura 3A) e aumento significativo no escore
de sintomas (F LPS;s3 = 9,830; p<0,01) (Figura 3B) em 6 horas, quando
comparado ao grupo de animais SAL. Estes resultados demonstram a indugdo do

comportamento de doente pelo evento inflamatério, como esperado.

IMI e HYP ndo alteraram o nimero de cruzamentos dos animais SAL e
apenas a IMI preveniu a reducdo do nimero de cruzamentos induzida pelo LPS no
campo aberto (F(s3 = 4,027; p<0,05) (Figura 3A). N&o houve interagdo entre os
fatores LPS x tratamento (Fs3 = 1.133, p=0,331).

A manifestacdo dos sintomas de doente (score) foi reduzida por IMI e por
HYP apenas nos animais que receberam LPS (F tratamento (; 53 = 9,830; p<0,01; F
interacéo: F,s3) = 6,024; p<0,01) (Figura 3B).

Vinte quatro horas ap6s a inducdo do evento inflamatério, ndo foram

detectadas diferencas significativas nem no nimero de cruzamentos nem no escore
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de sintomas nem entre 0s grupos que receberam LPS e 0s grupos que receberam
SAL, e nem entre os tratamentos, em nenhuma das condigdes (LPS ou SAL),
demonstrando que os animais se recuperam do comportamento de doente (Figuras
3Ce 3D).

No teste de suspensdo pela cauda (Figura 3E), realizado 24 horas ap0s a
inducdo do evento inflamatorio, a andlise estatistica revelou que a administracao
prévia de LPS ndo induziu aumento no tempo de imobilidade em nenhum dos
grupos (F LPSgusy = 0,330, p=0,568). IMI reduziu significativamente a
imobilidade tanto dos animais que receberam LPS quanto do grupo SAL e o HYP
reduziu significativamente apenas a imobilidade do grupo natagdo + LPS (F
tratamento s,y = 8,291; p<0,001).

A soma destes dados demonstra que, quando administrados profilaticamente,
a imipramina e o hiperosideo previnem o desenvolvimento do comportamento de
doente e do tipo depressivo induzido pela administracdo de LPS combinada com a
exposicdo a natacdo forcada. A protecdo apresentada pelo hiperosideo parece ser

parcial.
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Figura 3: Efeito de hiperosideo e de imipramina (HYP 20 mg/kg, i.p. e IMI 20
mg/kg), administrados 30 minutos antes da inducéo do evento inflamatdrio, sobre
0 comportamento de doente e do tipo deprimido em camundongos CF1 machos,
causados pela exposicdo a natacdo forcada (5 min) seguida da administragcdo de
LPS (600 pg/kg, i.p.) ou SAL (NaCl 0,9%; 10 mg/kg, i.p.). Os animais (n=7-
10/grupo) foram avaliados nos testes de campo aberto, na manifestacdo dos
sintomas de doente, 6 horas (A e B) e 24 horas (C e D), e no teste de suspensao
pela cauda, 24 horas (E), apds o evento inflamatdrio. Os resultados estdo expressos
em média = erro padrdo. ANOVA de duas vias, post hoc Student-Newman-Keuls.
Diferencas significativas: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,01.
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5.1.2 Protocolo Terapéutico

Neste protocolo, no qual os tratamentos foram administrados 05 horas e 30
minutos apos a inducdo do evento inflamatorio, a ANOVA de duas vias (LPS e
tratamentos) revelou diferencas significativas no numero de cruzamentos e score
de sintomas dos diferentes grupos, quando avaliados 06 e 24 horas depois da

inducdo do evento inflamatorio.

Todos os grupos submetidos a natagdo + LPS apresentaram reducdo no
nimero de cruzamentos e aumento no escore de sintomas em relacdo aos grupos
SAL quando observados no campo aberto, seis (Cruzamentos: F LPS( ) =
58,274; p<0,001; Score: F evento.s) = 110,498; p<0,001) (Figuras 4A e 4B) e
vinte e quatro horas (Cruzamentos: F LPS;g) = 22,435; p<0,001; Score: F
LPSu.e2 = 25,344; p<0,001) (Figuras 4C e 4D) apos a inducdo do evento
inflamatério. Estes dados demonstram o desenvolvimento e a persisténcia do

comportamento de doente.

No teste de suspensédo pela cauda, realizado 24 horas depois da inducdo do
evento inflamatdrio (Figura 4E), a ANOVA revelou diferencas significativas entre
os tempos de imobilidade para os fatores evento (Fus9 = 5,572; p<0,05),
tratamento (F(s9) = 3,682; p<0,05) e interacao entre eles (F(s9) = 3,465; p<0,05).
A IMI e o HYP apenas reduziram significativamente o tempo de imobilidade no

TSC dos animais controle do evento.

A soma destes dados mostra que, quando administrados ap6s a inducdo do
evento inflamatério, a imipramina e o0 hiperosideo ndo impedem o
desenvolvimento do comportamento de doente e do tipo depressivo induzido pela

administracdo de LPS combinada com a exposi¢do a natacdo forcada.
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Figura 4: Efeito de hiperosideo e de imipramina (HYP 20 mg/kg, i.p. e IMI 20
mg/kg), administrados 5 horas e 30 minutos depois da indugdo do evento
inflamatério, sobre o comportamento de doente e do tipo deprimido em
camundongos CF1 machos, causados pela exposicdo a natacdo forcada (5 min)
seguida da administracdo de LPS (600 ug/kg, i.p.) ou SAL (NaCl 0,9%; 10 mg/kg,
I.p.). Os animais (n=8-14/grupo) foram avaliados nos testes de campo aberto, na
manifestacdo dos sintomas de doente, 6 horas (A e B) e 24 horas (C e D), e no
teste de suspensdo pela cauda, 24 horas (E), ap6s o evento inflamatério. Os
resultados estdo expressos em media * erro padrdo. ANOVA de duas vias, post
hoc Student-Newman-Keuls. Diferencas significativas: *p<0,05; **p<0,01;

**0<0,01.
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5.2 Quantificagdo de citocinas pro e anti-inflamatdrias

5.2.1 Protocolo Profilatico

A ANOVA de duas vias (LPS e tratamentos) revelou diferencas
significativas nos niveis de citocinas tanto pré quanto anti-inflamatérias induzidas
pelos diferentes tratamentos. O aumento de citocinas pela administracdo de LPS
foi diferentemente afetado pelos diferentes tratamentos. Porém as diferencas entre
os tratamentos dependem da exposi¢do ou ndo ao LPS. Todos os resultados estdo

apresentados na figura 5.

Globalmente, o LPS néo alterou significativamente os niveis de interleucinas
(F LPS: IL-6: F(1.48 = 0,00154; p=0,969; IL-10: F(;.45) = 3,155; p=0,083; MCP-1:
Fa.a7 = 0,0328; p=0,857; IFN-y: F1.49) = 0,151; p=0,699; TNF: F(1.49) = 0,173;
p=0,680; IL12p70: F(1.47y = 0,0663; p=0,936). Porem, a analise da interacéo dos
fatores demonstrou que os animais tratados com salina que receberam LPS
apresentaram um aumento significativo nos niveis de IL-6, MCP-1 e TNF, em
relacdo aos animais tratados com salina que apenas nadaram (natacdo + SAL) (F
interacdo: 1L-6: F.g = 4,214; p<0,05; MCP-1: F(.47) = 4,198; p<0,05; TNF: F (5.4,
= 4,883; p<0,05) (Figura 5A,5C,5E).

A administracdo de IMI diminuiu significativamente os niveis das
interleucinas pro-inflamatorias I1L-6 (F tratamento(,..g) = 12,890; p<0,001) e TNF
(F tratamento(,..sy = 12,890; p<0,001) (Figuras 5A e 5E) apenas no grupo que
recebeu LPS (F interagdo: IL-6: Fpug = 4,214; p<0,05; TNF: F.4s = 1,883;
p<0,05). Com relacdo aos niveis da quimiocina MCP-1, a IMI aumenta
significativamente somente nos animais SAL (F tratamento,.4s) = 7,441; p<0,01; F
interacéo.4g) = 4,198; p<0,05) (Figura 5C). As citocinas anti-inflamatorias néo

foram alteradas por IMI em nenhuma condicéo (Figura 5B e 5F).

O HYP aumentou significativamente os niveis de todas as citocinas (Figura

5), tanto nos animais tratados posteriormente com SAL, quanto nos animais
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tratados com LPS. (F tratamento: 1L-6: F(.45 = 12,890; p<0,001; IL-10: Fp.4g) =
14,065; p<0,001; MCP-1: F(.45) = 7,441, p<0,01; IFN-y: F(2.49) = 13,295; p<0,001,
TNF: F(2.48) = 12,890; p<0,001; IL-12p70: F5.47) = 18,217; p<0,001).
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Figura 5: Efeito de hiperosideo e de imipramina (HYP 20 mg/kg, i.p. e IMI 20
mg/kg), administrados 30 minutos antes da inducédo do evento inflamatorio, sobre
os niveis de citocinas inflamatérias em hipocampo de camundongos CF1, (A) IL-6,
(B) IL-10; (C) MCP-1; (D) IFN-y; (E) TNF; (F) IL12-p70; causados pela
exposicdo a natacdo forcada (5 min) seguida da administracdo de LPS (600 pg/kg,
I.p.) ou SAL (NaCl 0,9%; 10 mg/kg, i.p.). Os animais (n=7-10/grupo) foram
eutanasiados 1 hora depois da exposicdo ao teste de suspensdo pela cauda Os
resultados estdo expressos em média * erro padrdo. ANOVA de duas vias, post
hoc Student-Newman-Keuls. Diferencas significativas: *p<0,05; **p<0,01 quando
comparado ao grupo SAL-SAL; 8p<0,05; 88p<0,01 quando comparado com o
grupo IMI-SAL; #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 quando comparado ao grupo
SAL-LPS; &p<0,05; && p<0,01; &&&p<0,001 em comparacdo ao grupo IMI-
LPS.
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Os resultados das anélises de correlacéo entre IL-6/IL-10 e TNF/IL-10 estéo
apresentados na Tabela 2. Foi possivel observar uma correlagdo moderada positiva
IL-6/IL-10 nos grupos tratados com hiperosideo e submetidos (rug = 0,711; p =
0,0213) ou néo (re = 0,782; p = 0,0378) ao evento inflamatorio. A analise da
correlacdo entre os niveis de TNF/IL-10 revelou que o tratamento com HYP
resultou em uma correlagéo forte positiva tanto nos grupos controle (r = 0,917; p
= 0,00362) quanto submetidos ao evento inflamatorio (ro = 0,883; p = 0,000716).
O tratamento com IMI resultou em uma correlacdo moderada positiva IL-6/IL-10
(re = 0,764; p = 0,0274) e TNF/IL-10 (rg = 0,787, p = 0,0204) apenas nos
animais ndo submetidos ao evento inflamatorio. Nos demais grupos, ndo houve
nem correlacdo IL-6/IL-10 nem TNF/IL-10.

Tabela 2: Resultados da analise de correlacdo (Correlacdo de Pearson) entre IL-6/IL-10 e
TNF/IL-10 quando os tratamentos sdo administrados seguindo o protocolo profilatico.

Correlacéo Evento Coeficiente (r(,) p
IL-6/1L-10 Controle + salina re =-0,378 0,402
Controle + IMI re =0,764 0,0274
Controle + HYP I =0,782 0,0378
LPS + salina re =0,711 0,0213
LPS + IMI re =-0,0726 0,853
LPS + HYP rao) = 0,711 0,0213
TNF/IL-10 Controle + salina re = 0,310 0,499
Controle + IMI re = 0,787 0,0204
Controle + HYP re = 0,917 0,00362
LPS + salina re = -0,351 0,394
LPS + IMI re = 0,337 0,375
LPS + HYP I10) = 0,883 0,000716

Coeficientes de correlagédo: r = 1 (perfeita positiva); 1 > r > 0,8 (forte positiva); 0,8 > r >
0,5 (moderada positiva); 0,5 > r > 0,1 (fraca positiva); 0,1 > r > 0 (infima positiva); r =0
(nula); 0 < r <-0,1 (infima negativa); -0,1 < r < -0,5 (fraca positiva); -05 <r < -0,8
(moderada negativa); -0,8 < r < -1 (forte negativa); r = -1 (perfeita negativa). Aceitou-se
os valores com p < 0,05.
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Figura 6: Gréaficos de correlagdo positiva entre as citocinas IL-6/IL-10 e TNF/-

IL10 quando os tratamentos sdo administrados seguindo o protocolo profilatico.
(A) IL-6/1L10 grupo controle + IMI, (B) IL-6/IL-10 grupo controle + HYP; (C)
TNF/IL-10 grupo controle + IMI; (D) TNF/IL-10 grupo controle + HYP; (E) IL-
6/1L-10 grupo LPS + HYP; (F) TNF/IL-10 grupo LPS + HYP; Correlagéo de

Pearson. Aceitou-se os valores com p < 0,05.
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A andlise da relacdo (ratio) IL-10/IL-6 e IL-10/TNF (Tabela 3) demonstrou
que os tratamentos e a administracdo de LPS combinada com a natacdo néo
alteraram as relacGes entre as citocinas (ANOVA de duas vias; F tratamento: IL-
10/IL-6: F2, 35 = 0,544; p = 0,585; IL-10/TNF: F; 44 = 0,593; p = 0,558; F LPS:
IL-10/1L-6: F(1, 3y = 0,209; p = 0,651; IL-10/TNF: F1, 44 = 0,00378; p = 0,951; F
interacdo: IL-10/1L-6: F(; 35 = 0,661; p = 0,523; IL-10/TNF: F(; 44y = 0,745; p =
0,482).

Tabela 3: Resultados da analise de relacdo (ratio) entre IL-10/IL6 e IL-10/TNF quando os
tratamentos sdo administrados seguindo o protocolo profilatico.

Correlacéo Evento Média + desvio padrdo
IL-10/1L-6 Controle + salina 11,069 + 5,687
Controle + IMI 11,760 + 6,109
Controle + HYP 11,163 + 2,780
LPS + salina 11,088 + 5,733
LPS + IMI 9,980 + 5,893
LPS + HYP 17,081 + 15,986
IL-10/TNF Controle + salina 2,774 + 0,285
Controle + IMI 2,204 + 0,899
Controle + HYP 2,780 + 0,455
LPS + salina 2,075+ 0,792
LPS + IMI 2,659 + 2,050
LPS + HYP 2,952 + 1,545
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5.2.2 Protocolo Terapéutico

A ANOVA de duas vias (LPS e tratamentos) revelou diferentes efeitos dos
tratamentos nos niveis de citocinas pr6 e anti-inflamatorias, dependendo da
condicdo do animal (SAL ou LPS) e do tratamento. Todos os resultados estéo

apresentados na Figura 7.

Nesse protocolo, o grupo LPS tratado com salina apresentou aumento
significativo os niveis das citocinas inflamatdrias IL-6, MCP-1 e TNF (Figuras 7A,
7C e 7E), em relacdo ao grupo SAL tratado com salina (F tratamento: IL-6: F.y
= 1,856; p=0,166; MCP-1: F(,.55 = 3,464; p<0,05; TNF: Fy.45 = 2,942; p=0,061);
os niveis de IL-10, IFN-y e IL-12 ndo foram alterados (Figuras 7B, 7D, 7E).

A IMI ndo alterou significativamente os niveis de nenhumas das citocinas

nem no grupo LPS nem no grupo SAL.

A administracdo de HYP aumentou significativamente os niveis de IL-10
apenas no Grupo SAL (F LPS(.¢; = 4,787; p<0,05; F tratamento(,.¢;) = 4,195;
p<0,05) (Figura 7B). Por outro lado, o HYP aumentou significativamente os niveis
de MCP-1 apenas no grupo LPS (F LPS;.s9) = 15,224; p<0,001; F tratamento ;.59 =
3,454; p<0,05; F interacao,sq) = 3,629; p<0,05) (Figura 7C).
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Figura 7: Efeito de hiperosideo e de imipramina (HYP 20 mg/kg, i.p. e IMI 20
mg/kg), administrados 5 horas e 30 minutos depois da inducdo do evento
inflamatorio, sobre os niveis de citocinas inflamatérias em hipocampo de
camundongos CF1, (A) IL-6, (B) IL-10; (C) MCP-1; (D) IFN-y; (E) TNF; (F)
IL12-p70; causados pela exposicdo a natacdo forcada (5 min) seguida da
administragdo de LPS (600 pg/kg, i.p.) ou SAL (NaCl 0,9%; 10 mg/kg, i.p.). Os
animais (n=8-14/grupo) foram eutanasiados 1 hora depois da exposicao ao teste de
suspensdo pela cauda. Os resultados estdo expressos em media + erro padrao.
ANOVA de duas vias, post hoc Student-Newman-Keuls. Diferencas significativas:
*p<0,05 quando comparado ao grupo SAL-SAL,; 8§p<0,05 quando comparado com
0 grupo IMI-SAL; ##p<0,01 quando comparado ao grupo SAL-LPS; &&

p<0,01em comparacéo ao grupo IMI-LPS.
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Os resultados da analise de correlacdo entre IL-6/1L-10 e TNF/IL-10 estdo
apresentados na Tabela 4. Foi possivel observar uma correlagdo moderada positiva
IL-6/IL-10 apenas no grupo tratado com hiperosideo ndo submetido ao evento
inflamatorio (rae = 0,726; p = 0,0175) e uma correlagdo moderada positiva
TNF/IL-10 no grupo de animais submetidos ao evento inflamatorio (rq) = 0,768; p
= 0,0156). O tratamento com IMI resultou apenas em uma correlacdo moderada
positiva TNF/IL-10 nos animais submetidos (rg = 0,710; p = 0,0174) ou néo (rg,
= 0,710; p = 0,0484) ao evento inflamatorio. O grupo controle do evento (natacéo
+ salina) apresentou uma correlacdo moderada TNF/IL-10 (rus = 0,784; p =
0,000897). Os animais controle do evento que foram tratados com solugdo salina
apresentaram uma correlagdo TNF/IL-10 moderada positiva. Nos demais grupos,

ndo houve correlacao IL-6/1L-10.

Tabela 4: Resultados da analise de correlacdo (Correlacdo de Pearson) entre IL-
6/IL-10 e TNF/IL-10 quando os tratamentos sdo administrados seguindo o
protocolo profilatico.

Correlagio | Evento | Coeficiente (rp) | p
IL-6/1L10 Controle + salina rase = 0,395 0,163
Controle + IMI rey = 0,0753 0,847
Controle + HYP lao) = 0,726 0,0175
LPS + salina raz = 0,571 0,0524
LPS + IMI re = 0,697 0,0546
LPS + HYP re = 0,155 0,691
TNF/IL10 Controle + salina raq = 0,784 0,000897
Controle + IMI rey = 0,760 0,0174
Controle + HYP rao) = 0,534 0,112
LPS + salina Iz = 0,00660 0,984
LPS + IMI re = 0,710 0,0484
LPS + HYP ro = 0,768 0,0156

Coeficientes de correlacdo: r = 1 (perfeita positiva); 1 > r > 0,8 (forte positiva);
0,8 > r > 0,5 (moderada positiva); 0,5 > r > 0,1 (fraca positiva); 0,1 >r >0
(infima positiva); r = 0 (nula); 0 < r <-0,1 (infima negativa); -0,1 < r <-0,5 (fraca
positiva); -0,5 < r <-0,8 (moderada negativa); -0,8 < r <-1 (forte negativa); r = -1
(perfeita negativa). Aceitou-se os valores com p < 0,05.
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Figura 8: Gréficos de correlacdo positiva entre as citocinas IL-6/IL-10 e TNF/-
IL10 quando os tratamentos sdo administrados seguindo o protocolo terapéutico.
(A) IL-6/IL10 grupo controle + HYP, (B) TNF/IL-10 grupo LPS + HYP; (C)
TNF/IL-10 grupo controle + IMI; (D) TNF/IL-10 grupo LPS + IMI. Correlagéo de

Pearson. Aceitou-se os valores com p < 0,05.

A andlise da relagdo (ratio) IL-10/IL-6 e IL-10/TNF (Tabela 5) demonstrou
que os tratamentos e a administracdo de LPS combinada com a natacdo néo
alteraram as relacdes entre as citocinas (ANOVA de duas vias; F tratamento: IL-
10/1L-6: F, 47 = 2,052; p = 0,141; IL-10/TNF: F, 55 = 1,254; p = 0,294; F LPS:
IL-10/1L-6: F(y 47y = 1,589; p = 0,214; IL-10/TNF: Fy 55 = 0,754; p = 0,389; F
interacédo: I1L-10/IL-6: F(, 47y = 2,495; p = 0,095; IL-10/TNF: F(5, 57y = 1,492; p =
0,235).
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Tabela 5: Resultados da analise da relacéo (ratio) entre IL-10/IL-6 e IL-10/TNF quando os
tratamentos sdo administrados seguindo o protocolo terapéutico.

Correlacéo Evento Média * desvio padréo
IL-10/1L-6 Controle + salina 35,693 + 41,179
Controle + IMI 11,684 + 5,639
Controle + HYP 14,891 + 2,883
LPS + salina 13,571 + 6,610
LPS + IMI 13,913 + 4,308
LPS + HYP 15,605 + 4,105
IL-10/TNF Controle + salina 2,606 + 1,382
Controle + IMI 2,194 + 0,567
Controle + HYP 2,980 + 0,786
LPS + salina 2,050 + 0,595
LPS + IMI 2,590 + 0,486
LPS + HYP 2,517 +1,108

5.3 Comparacdo entre os niveis de MCP-1 nos dois protocolos

Tendo em vista alguns dados da relacdo de MCP-1 com a duracdo do
comportamento de doente (Wohleb et al., 2011 e 2012) e a observacédo visual de
diferencas entre os niveis desta citocina nos dois protocolos, no grupo LPS, foi
realizado um teste “¢+” de Student para verificacdo de diferenca entre as médias. Os
niveis de MCP-1 hipocampais sdo significativamente maiores no protocolo

terapéutico (p < 0,05).
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Figura 9: Comparacdo entre os niveis de MCP-1 entre os grupos LPS do
protocolo profilatico e terapéutico. O resultado esta expresso em média * erro
padrao. Teste “t” Student. Diferenca significativa *p<0,05.

5.4 Relacéo entre o tempo de imobilidade e os niveis de IL-10

Considerando relatos na literatura que indicam o aumento nos niveis de IL-10
podem prevenir o comportamento do tipo deprimido (Bluthé et al., 1999; Mesquita
et al., 2009), foi realizada a analise pela Correlacdo de Pearson, a qual revelou que
ndo ocorreu correlacdo entre o tempo de imobilidade dos animais no teste de

suspensao pela cauda com os niveis de I1L-10 (dados ndo apresentados).
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6 DISCUSSAO







Neste trabalho, o evento inflamatorio foi induzido pela prévia exposicdo dos
animais a um evento estressor (sesséo de natacdo forcada) com posterior
administracdo de LPS para que ocorresse a manifestacdo do comportamento de
doente e do tipo deprimido nos animais. Independentemente do protocolo de
administragdo dos tratamentos, a administracdo de LPS causou alteragOes
comportamentais caracteristicas do comportamento de doente ou sickness behavior
(SB) observadas 06 horas depois da indugdo do evento inflamatério, como a
reducdo da atividade locomotora, a manifestacdo de sintomas de doente e o
aumento no nivel das citocinas pro-inflamatorias 1L-6, TNF, MCP-1 e IFN-y,
assim como em outros trabalhos na literatura (Dantzer et al., 2008; Gibb et al.,
2008; Viana et al., 2010; Maes et al., 2012b; Miiller, 2014; Stepanichev et al.,
2014).

Sabe-se que o comportamento de doente tende a ser extinto 24 horas depois
da administracdo de LPS (Danzer et al., 2008), no entanto, no presente trabalho,
iIsso ndo ocorreu no grupo de animais submetidos ao esquema terapéutico de
administragdo dos tratamentos, somente nos grupos submetidos ao esquema
profilatico. A atividade locomotora dos animais LPS submetidos ao esquema
terapéutico continuou reduzida e eles ainda manifestaram os sintomas do SB,

mesmo depois de 24 horas da indu¢do do evento inflamatorio.

A administracdo de LPS elevou os niveis da quimiocina MCP-1 nos grupos
LPS dos dois protocolos, e esse aumento foi mais significativo nos animais LPS
submetidos ao protocolo terapéutico do que naqueles submetidos ao esquema
profilatico de administracdo. Wohleb e colaboradores (2012) encontraram que a
combinacdo de um estimulo estressor com a administracdo de LPS em
camundongos aumentou o0s niveis de macrofagos com receptor para MCP-1
ativados principalmente no hipocampo, 0 que causa uma resposta
neuroinflamatoria prolongada e a atividade exploratoria espontanea desses animais

permaneceu reduzida por 72 horas depois da administracdo de LPS. Além disso,
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em um estudo anterior do grupo (Wohleb et al., 2011) o estimulo com LPS em

cultura de microglia, aumentou significativamente os niveis da quimiocina MCP-1.

Assim, esses dados podem explicar o prolongamento do comportamento de
doente dos animais LPS submetidos ao protocolo terapéutico de tratamento no

presente trabalho.

Quando IMI foi administrada seguindo o protocolo profilatico de tratamento,
preveniu o desenvolvimento do comportamento de doente, aumentando o nimero
de cruzamentos no campo aberto e reduzindo o score da manifestacdo dos
sintomas 06 horas depois da administragdo de LPS. Entretanto, quando a IMI foi
administrada cinco horas e trinta minutos depois da inducdo do evento
inflamatério, ndo reverteu a diminuicdo da atividade locomotora nem a
manifesta¢do dos sintomas do SB nos animais induzida pela administracdo de LPS,
em nenhum momento (06 ou 24 horas depois da administracdo de LPS). Esses
resultados vao ao encontro de outros dados da literatura, os quais mostram o efeito
preventivo e ndo terapéutico da IMI frente ao comportamento de doente (Mello et
al., 2013; Elgarf et al., 2014; Muller, 2014).

Ainda, no presente trabalho, a IMI diminuiu os niveis hipocampais das
citocinas pro-inflamatérias IL-6 e TNF nos animais LPS, quando administrada
antes da inducdo do evento inflamatério. No entanto, a IMI ndo alterou os niveis
de nenhuma das citocinas, nem nos animais SAL nem nos animais LPS, no regime
terapéutico de administracdo, indicando que a IMI pode exercer uma atividade

anti-inflamatdria quando administrada profilaticamente.

Esses resultados estédo de acordo com a maioria dos trabalhos da literatura, 0s
quais mostram que diferentes antidepressivos, previnem o aumento dos niveis de
citocinas inflamatérias (Hwang et al., 2008; Horikawa et al., 2010; Liu et al.,
2011). Ainda, estudos mostram que a IMI diminui os niveis das citocinas
inflamatorias IL-1p, IL-6 e TNF (Hwang et al., 2008; Bielecka et al., 2009; Lee et

al., 2012; Obuchowicz et al., 2014; Ramirez et al., 2015). Contudo, Elgarf e
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colaboradores (2014) encontraram que a administracdo crénica de IMI depois da
administragdo de LPS reverteu o comportamento de doente induzido por LPS
seguido de estresse cronico. Essa diferenca em relacdo aos nossos resultados pode
ser pela diferenca na frequéncia de administracdo dos tratamentos, pois a

administracdo de IMI neste trabalho foi em dose Unica.

A administracdo de HYP, 30 min antes da inducdo da inflamacé&o, reduziu a
manifestacdo dos sintomas do SB, apesar de ndo prevenir a reducdo da atividade
locomotora dos animais LPS, o que pode indicar uma atividade protetora parcial
em relagdo ao comportamento de doente. Uma alternativa para se observar uma
possivel prevencdo completa do comportamento de doente seria avaliar a variacéo
de temperatura e peso corporal dos animais (Dantzer et al., 2008; Harden et al.,
2011).

Assim como a IMI, quando o HYP foi administrado seguindo o protocolo
terapéutico, ndo reverteu a reducdo da atividade locomotora nem reduziu a
manifestacdo dos sintomas do SB nos animais LPS. Existem diversos trabalhos na
literatura apresentando principalmente os efeitos preventivos (e ndo terapéuticos)
de antidepressivos convencionais e de moléculas ou extratos com potencial
antidepressivo (Choi et al., 2012; Park et al., 2012; Lee et al., 2013; Hwang et al.,
2008; Mello et al., 2013; Neamati et al., 2014).

No modelo de indugcdo do comportamento de doente e do tipo depressivo
utilizado neste trabalho, a administracdo profilatica de HYP, aumentou os niveis
de todas as citocinas (IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, MCP-1, IL12p70), mas, ao ser
administrada terapeuticamente, aumentou somente os niveis de IL-10, no grupo
SAL, e de MCP-1, nos animais LPS. Esses dados indicam que o HYP pode estar
atuando de uma forma pro-inflamatoria e ndo anti-inflamatéria como relatado na

literatura.

Todavia, a maior parte dos relatos de atividade anti-inflamatéria do HYP se

baseia em modelos in vitro utilizando-se diferentes linhagens celulares e alvos
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bioldgicos (Melzig et al., 2001; Hammer et al., 2007; Lee et al., 2008; Han et al.,
2014; Ku et al., 2014a; Ku et al., 2014b). Nesses trabalhos o HYP diminui o
aumento dos niveis das citocinas inflamatdrias induzida por LPS quando
adicionado as culturas de células. No entanto, Ku e colaboradores (2014a) testaram
0 HYP em um modelo in vivo de sepse causada por puncgéo e ligacdo cecal, e 0
HYP reduziu a producdo de TNF-a e IL-1p.

Outros flavonoides também ja foram testados no modelo de comportamento
de doente induzido pela administracdo de LPS. O flavonoide mangiferina reverteu
a reducdo da atividade locomotora e reduziu os niveis hipocampais de IL-6
somente 24 horas depois da administracdo de LPS em camundongos (Fu et al.,
2014). O flavonoide quercetina também atenuou a manifestacdo dos sintomas do
SB induzidos pela administragédo de LPS em ratos (Sah et al., 2011). Estudos in
vitro tém mostrado que a administracdo de flavonoides em diferentes tipos de
cultura de células, microgliais ou de macrofagos, reduz a expressao e producgéo de
citocinas pro-inflamatérias IL-1B, IL-6 e TNF-a (Zheng et al., 2008; Ha et al.;
2012; Zhang et al., 2014b).

A administracdo de LPS também induz um comportamento do tipo
deprimido que pode ser observado 24 horas depois da administracdo do mesmo aos
animais (Dantzer et al., 2008). A combinacdo de um evento estressor com a
administracdo de LPS intensifica o comportamento do tipo deprimido em roedores,
aumentando o tempo de imobilidade no teste de natagdo forcada ou no teste de
suspensdo pela cauda, alem de aumentar os niveis de TNF-a comparado aos
animais que recebem somente LPS ou foram somente estressados ou receberam
solucdo salina (Viana et al., 2010; Elgarf et al., 2014).

No presente trabalho, 0 comportamento do tipo deprimido foi observado pela
submissdo dos animais ao teste de suspensdo pela cauda. Os animais que
receberam LPS e foram tratados com salina desenvolveram um comportamento do

tipo deprimido, apesar de ndo apresentarem um aumento significativo no tempo de
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imobilidade quando comparado ao grupo SAL, como era esperado (Viana et al.,
2010; Elgarf et al., 2014).

A administracédo de IMI e HYP reduziu o tempo de imobilidade no TSC tanto
dos animais LPS submetidos ao protocolo profilatico quanto dos animais SAL do
regime terapéutico, confirmando a atividade antidepressiva dessas moleculas
(Haas et al, 2011; Miller et al., 2012). Contudo, somente a IMI diminuiu o tempo

de imobilidade dos animais SAL do regime profilatico.

O comportamento do tipo deprimido também estd relacionado com a
elevagdo nos niveis das citocinas pro-inflamatorias e diminuicdo das anti-
inflamatorias (Dantzer et al., 2008; Hiles et al., 2012). Dhabhar e colaboradores
(2009) mostraram que pacientes deprimidos ndo tratados possuem baixos niveis
séricos de IL-10, o que leva a uma quebra na relacdo entre IL-6/1L-10, quando
comparados a pacientes ndo deprimidos, que possuem uma correlacdo IL-6/IL-10

positiva.

Neste trabalho, a administracdo profilatica de IMI nos animais SAL néo
alterou os niveis das citocinas IL-6, IL-10 e TNF, no entanto, correlacionando-se
0s niveis das citocinas pro-inflamatorias com IL-10, a IMI possui uma correlacao
IL-6/1L-10 e TNF/IL-10 positiva, sugerindo que esses animais ndo se encontram
deprimidos, o que é visualizado pela diminui¢do no tempo de imobilidade no TSC.
Entretanto, nos animais que receberam LPS, a IMI diminuiu os niveis das
interleucinas IL-6 e TNF, o que também previne o desenvolvimento do
comportamento de doente e do tipo deprimido, aumentando o nimero de
cruzamentos no teste de campo aberto 06 horas apds a indugcdo do evento

inflamatdrio e diminuindo o tempo de imobilidade no TSC 24 horas depois.

Ja a administracdo terapéutica de IMI ndo alterou os niveis de nenhuma
citocina, porém a correlacdo TNF/IL-10 foi positiva no grupo ndo submetido ao
evento inflamatério, o que pode sugerir que esses animais ndo se encontram

debilitados, ndo apresentando um comportamento do tipo deprimido no TSC.
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Apesar de a IMI apresentar uma correlacéo positiva TNF/IL-10 nos animais LPS, a
IMI ndo reverteu os prejuizos induzidos pela administracdo de LPS nem no
comportamento de doente nem no tipo deprimido, como demonstrado

anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (Miller, 2014).

O HYP apresenta atividade do tipo antidepressiva em roedores no modelo de
natacdo forcada, pois reduz o tempo de imobilidade dos animais (Haas et al., 2010;
Zheng et al., 2012) e, nesse trabalho, foi observada, pela primeira vez, a atividade
do tipo antidepressiva do HYP no teste de suspensdo pela cauda, o que reforca o
potencial antidepressivo desse flavonoide. Também foi relatada pela primeira vez
a relacdo entre a atividade anti-inflamatéria do HYP com a atividade
antidepressiva. Ainda que o HYP, nesse trabalho, aumente os niveis de todas as
citocinas quando administrado de forma profilatica aos dois grupos de
camundongos (grupo LPS e grupo SAL), correlacionando-se 0s niveis entre as
citocinas pré-/anti-inflamatdrias, o HYP apresentou uma correlacdo positiva IL-
6/IL10 nos animais SAL e uma correlagdo positiva TNF/IL-10 tanto nos animais
SAL quanto LPS. Essas correlagdes indicam que o HYP tende a aumentar os
niveis de IL-10. Por outro lado, quando analisadas as relacGes (ratio) entre IL-
10/1L-6 e IL-10/TNF, foi possivel observar que estas ndo foram afetadas nem pela

inducdo do evento inflamatorio (natagdo+LPS), nem dos tratamentos.

Considerando que as medidas das citocinas foram realizadas 25 horas
(protocolo profilatico) ou 19 horas (protocolo terapéutico) apos os tratamentos e a
administracdo de LPS, este resultado sugere uma recuperacao de todos os animais
ao insulto inflamatdrio, o que esta de acordo com estudos que demonstram que o0
comportamento de doente tende a ser extinto 24 h depois da administracdo de LPS
(Dantzer et al., 2008). Além disso, a elevagédo persistente da relagdo citocinas anti-
inflamatorias/citocinas pré-inflamatérias € considerada por alguns autores como

um mau prognéstico em humanos (Gogos et al., 2000; Tsigou et al., 2014) .
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A administracdo terapéutica de HYP aumentou somente os niveis de IL-10 e
apresentou uma relagédo IL-6/I1L-10 positiva no grupo SAL, o que pode contribuir
para que esses animais nao apresentassem um comportamento do tipo deprimido
no TSC. Nos animais do grupo LPS, o HYP aumentou os niveis de MCP-1 e
apresentou uma correlagéo positiva TNF/IL-10, mas ndo foi possivel observar uma
diminuicdo do tempo de imobilidade no TSC. Possivelmente, esses animais ainda
estariam apresentando uma resposta inflamatéria influenciada pelo recrutamento
dos neutrofilos, mondcitos e linfécitos no hipocampo (Abbas, 2012; Young et al.,
2014).

Neste trabalho, a reducdo dos sintomas do SB e o efeito antidepressivo do
HYP também podem ser decorrentes do aumento nos niveis da interleucina anti-
inflamatoria 1L-10, j& que o HYP aumentou os niveis de IL-10 tanto quando
administrado profilaticamente (nos grupos SAL e LPS) quanto terapeuticamente

(somente no grupo SAL).

O comportamento de doente e do tipo deprimido também esta relacionado
com a diminuicdo nos niveis de IL-10, dado que a administragdo central ou
periférica de IL-10 atenua as mudancas comportamentais decorrentes da
administracdo de LPS (Bluthé et al., 1999; Harvey et al., 2006; Harden et al.,
2013).

Mesquita e colaboradores (2009) demostraram que camundongos que super-
expressam IL-10 reduzem o tempo de imobilidade no teste de natacdo forcada e
gque 0s animais que ndo expressam 0 gene para IL-10 tiveram o tempo de
imobilidade aumentado, o qual foi revertido ap6s a administracdo de IL-10,

indicando uma atividade do tipo antidepressiva da IL-10.

Ademais, Dhabhar e colaboradores (2009) mostraram que pacientes
depressivos ndo tratados possuem baixos niveis de IL-10 quando comparados a
pacientes saudaveis. Holtzman e colaboradores (2012) verificaram que pacientes

geneticamente pré-dispostos a produzir uma menor quantidade de IL-10 e,
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consequentemente uma resposta anti-inflamatoria menor, estdo mais suscetiveis a

apresentar sintomas depressivos.

O comportamento do tipo deprimido induzido pelo aumento das citocinas
pré-inflamatdrias ou por LPS também pode ser decorrente da ativacdo da enzima
indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) pelas citocinas pré-inflamatérias. Como uma
das funcdes bioldgicas da IL-10 é inibir a producéo das citocinas pré-inflamatérias
IL-1B, IL-6, TNF-a ¢ MCP-1 pelos macrdfagos ativados (Moore et al., 2001;
Dhabhar et al., 2009; Kindt et al., 2012), a IL-10 pode, indiretamente, diminuir a
atividade da IDO, a qual degrada o aminoéacido triptofano, diminuindo os niveis de
serotonina, o que leva ao desenvolvimento do comportamento do tipo depressivo
em roedores (Myint and Kim, 2003; Dantzer et al., 2008; O’Connor et al., 2009b;
Fuetal., 2010; Maesetal., 2012b; Dinel et al., 2014).

Como o HYP aumentou, de maneira geral, os niveis da interleucina anti-
inflamatéria IL-10, a atividade antidepressiva observada nos animais tratados
profilaticamente e que receberam LPS, também pode ser decorrente da inibicao
indireta da enzima IDO. Contudo estudos mais especificos sdo necessarios para
verificar a hipotese de inibicdo indireta da enzima IDO e confirmar a relacdo entre

as atividades anti-inflamatoria e antidepressiva do HYP.
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7 CONCLUSOES







A partir dos resultados apresentados, conclui-se que o hiperosideo, quando
administrado profilaticamente, protege parcialmente camundongos da indugdo do
comportamento de doente pela exposicdo a um estimulo estressor juntamente com
a administracdo de LPS, diminuindo a manifestacdo dos sintomas de doente. Alem
disso, esse trabalho confirma o efeito do tipo antidepressivo de HYP e, pela
primeira vez, o HYP apresentou uma atividade do tipo antidepressiva no teste de
suspensdo pela cauda. Ainda, a acdo do hiperosideo nesse modelo pode ser
mediada pelo aumento dos niveis hipocampais da interleucina anti-inflamatéria IL-
10.
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