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RESUMO

Os transtornos de humor sdo doengas mentais graves, recorrentes e complexas, com alta
prevaléncia na populacdo mundial e caracterizados por alteracdes de humor. Entre os mais
prevalentes estdo o transtorno depressivo maior (TDM) e o transtorno bipolar (TB). Sem uma
Unica causa definida, as alteracdes genéticas e de resposta ao estresse sdo fatores etioldgicos
relacionados ao aparecimento dos sintomas de humor, contribuindo significativamente para a
suscetibilidade a outros fatores fisiopatolégicos. Estudos mais recentes tém integrado as
hipoteses inflamatdria e neurotréfica a teoria monoaminérgica, a fim de propor uma nova
abordagem para o entendimento da fisiopatologia e resposta ao tratamento nos TDM e TB.
Portanto, a utilizacdo e validacdo de modelos animais que mimetizem as manifestac@es clinicas
s80 essenciais para o progresso da pesquisa acerca dos transtornos de humor. Este trabalho teve
por objetivo utilizar diferentes modelos animais para avaliar a relacdo das alteracdes periféricas
de parametros inflamatorios, neurotrofico e de estresse oxidativo com desfechos em nivel
central. Ainda, investigar o potencial efeito neuroprotetor da exendina-4 (EX-4), um agonista
do receptor de peptideo semelhante ao glucagon 1, comumente utilizado para o controle
glicémico. No modelo animal de administracdo de lipopolissacarideo (LPS) seguida de
exposicdo a estresse crénico moderado e imprevisivel (CUMS), os animais CUMS+
apresentaram uma reducdo do ganho de peso corporal, dos niveis séricos do fator neurotrofico
derivado do encéfalo (BNDF) e do consumo e preferéncia a sacarose, bem como um aumento
no peso da glandula adrenal e da atividade exploratéria no campo aberto — incluindo o tempo
de permanéncia na periferia considerado um comportamento tipo-ansioso. Ainda, 0s animais
dos grupos LPS apresentaram uma hipertrofia do baco. Porém, apenas no grupo do protocolo
combinado (LPS/CUMSH+) foi observado um aumento dos niveis séricos de interferon (IFN) y
que se correlacionou de forma moderada a reducdo do consumo de sacarose, um
comportamento tipo-aneddnico classico. Esta é uma importante evidéncia que corrobora o
papel da inflamacdo no surgimento dos sintomas depressivos como observado em individuos
com transtornos de humor. No modelo de mania induzido por anfetamina (AMPH), buscou-se
identificar uma possivel alteracdo de permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE),
mecanismo fisiopatologico proposto recentemente nos transtornos de humor, bem como o
efeito do tratamento com litio. Conforme esperado, os animais que receberam administracdo de
AMPH apresentaram aumento da atividade exploratéria no campo aberto. Por sua vez, niveis
séricos aumentados de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) foram observados
nos animais tratados com litio. Embora néo tenha sido observada alteracdo dos niveis centrais
de fator de necrose tumoral (TNF) o e da expressdo de claudina-5, uma das proteinas
importantes para manutencdo da integridade da BHE, a investigacdo deste parametro deve ser
introduzida na pesquisa pré-clinica. Por fim, em um modelo agudo de inflamacéao induzida por
LPS, foi observado um significativo efeito anti-inflamatério do tratamento com a maior dose
de EX-4 proposta (0,5 ng/kg). Porém, ndo foram observados efeitos no comportamento e nos
niveis séricos e hipocampais de BDNF e TBARS. Assim, a utilizagdo de modelos animais
permite explorar a relacdo das alteracOes periféricas e centrais, 0 que muitas vezes nao é
possivel na clinica. Além disso, é possivel utiliza-los para avaliacdo do redirecionamento de



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

Palavras-chave: Inflamacdo, Neurotrofinas, Estresse oxidativo, Barreira hematoencefalica,

Transtornos de humor, Transtorno depressivo maior, Transtorno bipolar, Modelos animais,
Exendina-4.



ABSTRACT

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

Keywords: Inflammation, Neurotrophins, Oxidative stress, Blood-brain barrier, Mood
disorders, Major depressive disorder, Bipolar disorder, Animal models, Exendin-4.
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1 REVISAO DA LITERATURA
1.1 TRANSTORNOS DE HUMOR

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

O TDM, também conhecido como depressdo unipolar, € um dos transtornos de humor
mais prevalente, afetando cerca de 4,4% de individuos adultos na populacdo mundial — e 5,8%
no Brasil —, sendo mais frequente em mulheres do que homens em uma razéo de 2:1 (WHO,
2017a). Em 2017, o TDM foi destaque da campanha da Organizacdo Mundial de Salde, a qual
projetou que em 2030 o mesmo sera a condi¢do mais prevalente no mundo (WHO, 2011,
2017b). Segundo o Manual Estatistico Diagnostico da Associacdo Norte-Americana de
Psiquiatria - 5% edicdo (DSM-5), o TDM ¢€ caracterizada clinicamente como um transtorno
heterogéneo, que frequentemente se manifesta com sintomas psicolégicos, comportamentais e
fisiologicos (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Individuos com TDM
apresentam um declinio do humor clinicamente significativo associado a um comprometimento
da funcionalidade. A depressdo ou episddio depressivo maior é definido principalmente pela
ocorréncia de pelo menos duas semanas de humor deprimido ou perda de interesse na maior
parte das atividades, 0 que caracteriza a anedonia. Este sintoma quando acompanhado de pelo
menos quatro sintomas adicionais de depressao — como sentimento de desesperanca, desvalia,
culpa, desamparo — e associado a outras alteracbes — como perda de apetite e sono, fadiga,
retardo ou agitacdo psicomotora, diminuicdo do desempenho sexual, dificuldade de
concentracgdo e raciocinio e pensamentos recorrentes sobre a morte, permite o diagnostico deste

transtorno de humor.
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O TB afeta certa de 2,8% dos individuos adultos, ocorrendo em ambos 0s sexos na
mesma propor¢do (NIMH, 2017b). Diferentemente do TDM, este transtorno é caracterizado
por episadios recorrentes de mania ou hipomania e depresséao, sendo classificado em TB tipo |
e tipo Il, respectivamente (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Em
contraste ao episddio depressivo, a mania caracteriza-se por um periodo anormal de humor
elevado e da energia dirigida a certos objetivos com duragdo minima de uma semana. Ainda,
esta alteracdo de humor deve estar acompanhada de pelo menos trés outros sintomas como
autoestima inflada, reducé@o da necessidade de sono, pressdo na fala e distratibilidade, além de
estar associada a perda de funcionamento social e profissional. Na hipomania, estes sintomas
também devem estar presentes, mas com uma duragdo minima de quatro dias. Sendo assim, no
TB tipo I, os individuos apresentam episddios depressivos maiores — como descrito no TDM —
e pelo menos um episédio maniaco maior, enquanto que no TB tipo Il sdo observados episédios
depressivos maiores e episddios hipomaniacos. Ambos o0s tipos apresentam sintomas que
envolvem alteragdes no humor, na cogni¢do e no comportamento, sendo a intensidade dos
sintomas variavel e acarretando em prejuizos no desempenho das atividades diarias, aléem do

sofrimento pessoal.

Conforme mencionado, individuos com transtornos de humor apresentam déficits
cognitivos em distintos dominios neuropsicol6gicos como memoria e aprendizado, memoria de
trabalho, funcdo executiva, velocidade de processamento e atencdo (PANCHAL,;
KALTENBOECK; HARMER, 2019). Estas alteracdes acontecem tanto durante os episodios
agudos da doenca, seja depressivo ou de mania, quanto durante a eutimia — estado caracterizado
pela remissdo dos sintomas (MARTINEZ-ARAN et al., 2007; PETERSEN; PORTER,;
MISKOWIAK, 2018; TORRENT et al., 2013). Consequentemente, déficits cognitivos tém sido
consistentemente associados a um maior prejuizo psicossocial em areas cruciais do cotidiano,
como no trabalho e nas relagfes sociais, 0 que implica diretamente na autonomia e qualidade
de vida dos pacientes (DOUGLAS et al., 2018; ROSA et al., 2012, 2014a).

Embora, os transtornos de humor possuam etiologia e fisiopatologia complexas, fatores
pessoais e sociais influenciam consideravelmente no curso dessas doencgas. A exposicdo a
situagdes estressoras no inicio e durante a vida, por exemplo, é capaz de desencadear episddios
depressivos, tanto em individuos com transtorno de humor quanto na populagéo em geral, alem
de determinar a gravidade da doenca (CRONKITE et al., 2013; PATTEN, 2013). Entretanto,
h& uma variabilidade interindividual na resposta ao estresse determinada por fatores ambientais

— como a epigenética — que induz uma maior ou menor vulnerabilidade ao TDM e ainda pode
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predizer a resposta ao tratamento (BAGOT et al.,, 2014; MENKE; BINDER, 2014). A
manifestacdo de sintomas psicoldgicos, comportamentais e fisiologicos dificulta o tratamento
dos transtornos de humor que associada a baixa adesdo ao mesmo predispde 0s pacientes a um
maior risco de recidivas (VIETA et al., 2013). Além dos sintomas ja descritos, individuos com
transtorno de humor desenvolvem comorbidades médicas. Estudos sobre o assunto relatam que
mais da metade dos pacientes estdo acima do peso ou obesos, e um terco sofre com a sindrome
metabolica associada ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares, derrame e diabetes
mellitus do tipo Il (KEMP et al., 2010).

Portanto, a compreensdo do que ja foi descrito até 0 momento e o desenvolvimento de
novos estudos acerca da fisiopatologia dos transtornos de humor torna-se muito relevante para
a area da Psiquiatria. Além disso, por serem caracterizados como heterogéneos, a busca por
novos alvos terapéuticos que possibilitem um tratamento mais personalizado podera contribuir
com o0 aumento das taxas de remissdo bem como reduzir o sofrimento do paciente e de seus

familiares.

1.2 ETIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA DOS TRANSTORNOS DE HUMOR
1.2.1 Vulnerabilidade genética e estresse: importantes fatores de risco

Muitos estudos de familias e irmdos ja demonstraram as influéncias genéticas e,
principalmente, a suscetibilidade associada ao surgimento dos transtornos de humor.
Aparentemente, o TB possui um carater genético associado mais forte que o0 TDM. Dados mais
recentes de coortes familiares estimam que a herdabilidade do TB seja de 58% e da DM 28-
44% (FERNANDEZ-PUJALS et al., 2015; SONG et al., 2015). Entretanto, até 0 momento ndo
foi identificado um Unico locus que indicasse risco para o desenvolvimento de transtornos de
humor, mas varios ja foram associados — o que indica uma heterogeneidade na etiologia desses
transtornos (KERNER, 2015) — para uma revisdo da literatura vide Craddock and Forty (2006).
Devido a importancia da hipétese monoaminérgica (discutida na secdo 1.2.2) na fisiopatologia
dos transtornos de humor, polimorfismos em enzimas responsaveis pela degradacdo de
monoaminas (como a monoaminoxidase A, MAOA) e catecolaminas (como a catecol-O-
metiltransferase, COMT), bem como no transporte de serotonina (como o transportador de
serotonina, SERT) foram associados ao TB nas primeiras meta-analises acerca do assunto
(CRADDOCK; FORTY, 2006; LAU; ELEY, 2010). No TDM, existem alguns genes candidatos
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que também envolvem os transportadores de serotonina (genes SHTTP e HTR1A) e dopamina
(genes SLC6A3 e DRD4), bem como outros que estdo envolvidos com processos metabdlicos
(genes MTHFR, APOE e GNB3) (FLINT; KENDLER, 2014). Outro polimorfismo importante
e frequentemente associado aos transtornos de humor é o Val66Met, um polimorfismo no gene
que codifica o fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) associado a dificuldade do
processamento e transporte desta neurotrofina para locais de sinapse (LAU; ELEY, 2010).
Individuos que possuem este polimorfismo parecem apresentar uma maior vulnerabilidade em
desenvolver transtornos de humor, bem como exibem alterac6es cognitivas (HOSANG et al.,
2014; LEE et al., 2016; POST, 2007). Assim, alteracGes genéticas per se contribuem para a
suscetibilidade individual, mas sdo apenas um dos fatores etioldgicos e fisiopatoldgicos dos

transtornos de humor.

Associados a vulnerabilidade genética, eventos estressores ao longo da vida sdo
importantes gatilhos no desenvolvimento dos transtornos de humor. Em um estudo com irméos
gémeos, Kendler e cols. (2001) observaram que, independente do risco genético associado,
eventos estressores ao longo da vida e episddios depressivos prévios sdo importantes preditores
de risco para o TDM. Fisiologicamente, situacdes de estresse agudo promovem a liberacéo de
adrenalina e noradrenalina (NA) de inervac6es do sistema nervoso simpatico (SNS), bem como
a ativacao do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HPA) (LUCASSEN et al., 2014). Em relagéo
ao eixo HPA, o hipotalamo é ativado produzindo o hormdnio liberador de corticotrofina (CRH)
que exercerd sua funcdo na hipéfise liberando o horménio adrenocorticotréfico (ACTH) que,
por sua vez, age na zona cortical da glandula adrenal promovendo a secre¢do do cortisol (e
corticosterona em ratos). O cortisol age em receptores de glicocorticoides (GRs) presentes no

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

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

Em um segundo momento, ocorre a ativagao do eixo HPA e o cortisol secretado age nos GRs
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periféricos, presentes em mondcitos e macrofagos, exercendo um efeito anti-inflamatério
(MILLER; MALETIC; RAISON, 2009). Em condicOes de estresse cronico ou hiperatividade
do eixo HPA, o sistema imune se torna resistente a acdo dos glicocorticoides. Nas células
imunes, a ativacao de vias inflamatorias — principalmente a do fator nuclear kappa B (NFkB) —
gera uma alteracdo na translocacdo dos GRs do citoplasma para o nucleo, bem como diminui a
expresséo da forma ativa do receptor (PACE; HU; MILLER, 2007). Portanto, a ativag&o cronica
desta circuitaria € que promove efeitos deletérios, como alteracbes no metabolismo de
neurotransmissores (incluindo monoaminas e glutamato), na secre¢do de neurotrofinas e na
funcéo do sistema imune (BAO; SWAAB, 2019).
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Figura 1. Relacdo da ativacdo do eixo HPA e da inflamagdo na resposta ao estresse. Condi¢Ges
estressoras (i.e., estresse psicossocial) ativam o eixo HPA (1). As catecolaminas secretadas pelas
terminacOes nervosas simpéaticas acabam por ativar células do sistema imune (2), favorecendo o
deslocamento de NF«B para o nticleo e a liberagao de citocinas inflamatorias (3). No SNC, as citocinas
pré-inflamatdrias também ativam o NFkB (4), contribuindo para a reducdo da producéo de neurotrofinas
(e.g., BDNF) e a alteracdo do metabolismo monoaminérgico e glutamatérgico (5). O CRH também
estimula a secrecdo de ACTH, que por sua vez promove a liberagédo de cortisol (6). No estresse agudo,
a liberacdo de cortisol tem um efeito anti-inflamatério potente (7). Porém, em condi¢des de estresse
cronico, as citocinas inflamatérias produzidas diminuem a translocacéo e expressao de GR (7). Fonte:
modificado de Miller; Maletic; Raison (2009).
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Assim, as alteracGes genéticas e de resposta ao estresse sdo fatores importantes no
aparecimento de sintomas de humor, contribuindo significativamente para a suscetibilidade a
outros fatores fisiopatologicos (ANISMAN, 2009). Além das alteragdes dos niveis de
monoaminas, vem sendo associados aos transtornos de humor um aumento de parédmetros
inflamatorios e de estresse oxidativo com reducdo das concentragdes de neurotrofinas. Portanto,
as alteracOes periféricas e centrais associadas contribuem para o entendimento de que os
transtornos de humor sao atualmente considerados doengas multissistémicas. A importancia e
a relagdo destes processos com as alteragdes de neurotransmissores e a interrelagdo entre os

mesmos serdo discutidas nas proximas secoes.

1.2.2 Neurotransmissores: além da hipotese monoaminérgica

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

A 5-HT ¢é produzida por neurdnios localizados no nucleo da rafe no tronco encefalico,
que enviam projecdes serotoninérgicas para regides corticais envolvidas com diferentes
comportamentos, como cognic¢do, humor, apetite e sono (YOHN; GERGUES; SAMUELS,
2017). Apesar de seu papel importante como neurotransmissor, apenas 10% de 5-HT ¢
produzido no nucleo da rafe, sendo o restante de origem periférica, especificamente de células
enteroendocrinas (MARTIN et al., 2017). No SNC, além dos neurdnios, 0s astrocitos e a
microglia também expressam receptores serotoninérgicos. Existem diferentes subtipos de

receptores de 5-HT que na sua maioria sdo acoplados a proteina G (MARTINOWICH; LU,
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2008). Além da possibilidade de ligar-se a receptores pré- e pos-sinapticos, a 5-HT liberada na
fenda sindptica ainda pode ser recaptada pelos seus transportadores — SERT, que séo alvos da
terapia antidepressiva — resultando em uma modulacdo da duracdo do efeito deste
neurotransmissor (KULIKOV et al., 2018). Ao inibir a recaptacdo de 5-HT pelos SERT, os
inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRS), a primeira linha de tratamento do
TDM, aumentam a disponibilidade de 5-HT na fenda sinaptica que por sua vez é capaz de atuar
em seus receptores aumentando a sinalizacdo serotoninérgica (TACIAK; LYSENKO;
MAZUREK, 2018). Porém, os efeitos antidepressivos no comportamento ndo sao imediatos,
levando semanas até serem observados, o que levou a hip6teses de que seja necesséria uma
reestruturagdo sindptica para que sua agdo ocorra (KULIKQV et al., 2018). Logo, estudos ja
reportaram que o tratamento crénico com antidepressivos resulta em um aumento da
neurogénese hipocampal, frente a ativacdo de receptores 5-HT1A e 5-HT4 locais, 0 que parece
favorecer o efeito destes farmacos no comportamento (SEGI-NISHIDA, 2017). Este potencial
neurotréfico da 5-HT esta envolvido com a estimulagdo da producdo de BDNF
(MARTINOWICH; LU, 2008). De forma geral, ap6s o blogueio de SERT por acdo dos
antidepressivos, a 5-HT disponivel atua em seus receptores (e.g., 5-HT4, 6 e 7) acoplados a
adenilato ciclase e proteina quinase (PK) A, que por sua vez levam ao aumento da fosforilagdo
da proteina de ligacdo responsiva ao AMPc (CREB) — sabidamente responsavel pela regulacéo
da transcricdo de BDNF (KRAUS et al.,, 2017). Ainda, esta relacdo de modulacdo de
plasticidade sinaptica e transmissdo serotoninérgica parece ocorrer em ambos o0s sentidos (vide
secdo 1.2.4).

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

formados. Em mamiferos, as enzimas desta via estdo preferencialmente em células néo-
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neuronais, ocorrendo principalmente nas células gliais (MADDISON; GIORGINI, 2015;
SCHWARCZ et al., 2012). Assim, a microglia expressa a quinurenina 3-mono-oxigenase
(KMO) sendo capazes de produzir &cido quinolinico, enguanto que a quinurenina
aminotransferase (KAT) é observada nos astrécitos formando acido quinurénico (SCHWARCZ
etal., 2012).
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Figura 2. O envolvimento da via das quinureninas no metabolismo de neurotransmissores. Na periferia,
altos niveis de citocinas inflamatorias ativam macréfagos aumentando a atividade da enzima IDO (1) e
a formacéo de quinurenina (2), que resulta em uma menor quantidade de triptofano para a sintese de 5-
HT e um maior influxo de quinurenina para 0 SNC. As citocinas inflamatorias e os macréfagos ativados
amplificam a neuroinflamacéo e, consequentemente, a ativagdo da via das quinureninas no parénquima
cerebral (3). No SNC, a quinurenina pode ser metabolizada por duas vias diferentes formando &cido
quinolinico e &cido quinurénico (4), compostos que possuem efeitos opostos. Fonte: modificado de
Haroon; Raison; Miller (2012).

O é&cido quinurénico é uma molécula neuroprotetora com atividade antagonista ndo-
seletiva dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDAr) e propriedades antioxidantes
(SCHWARCZ et al., 2012). Ja o &cido quinolico favorece a excitotoxicidade por ser capaz de
ativar seletivamente os NMDAr, favorecendo a liberagdo de glutamato ao mesmo tempo que
inibe a recaptacdo astrocitaria deste neurotransmissor (SCHWARCZ et al., 2012). Portanto, 0s

compostos formados juntamente com o acido quinolinico pela microglia sdo neurotoxicos, com
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elevada capacidade auto-oxidante, capazes de gerar radicais livre e favorecer a peroxidagéo
lipidica (MADDISON; GIORGINI, 2015). Individuos com TB apresentam uma reducdo no
indice periférico de acido quinurénico/acido quinolinico indicando uma menor concentracdo do
composto neuroprotetor (SAVITZ et al., 2015). Além disso, as citocinas inflamatorias tem um
importante papel na ativagdo da via das quinureninas. Em pacientes com TB e TDM, maiores
niveis séricos de proteina C reativa (PCR), interferon (IFN) vy, interleucina (IL) 6 e fator de
necrose tumoral (TNF) o correlacionam-se com maiores concentracGes periféricas de
quinurenina e seus compostos neurotoxicos em detrimento dos niveis de triptofano (SAVITZ
et al., 2015; VAN DEN AMEELE et al., 2018). Ainda, menores concentracdes plasmaticas de
triptofano e 4&cido quinurénico observadas em pacientes com transtornos de humor
correlacionam-se a gravidade dos sintomas depressivos e poderiam funcionar como um
biomarcador com potencial de predicdo diagnostica (LIU et al., 2018).

Porém, a hip6tese monoaminérgica ndo é mais capaz de elucidar completamente a
fisiopatologia dos transtornos de humor. Presume-se que o equilibrio entre impulsos
excitatorios e inibitdrios seja essencial para o processamento de informacdes e preservacao de
funcBes cognitivas. Portanto, novas terapias vém sendo desenvolvidas com o objetivo de
modular também a neurotransmissdo de acido gama-aminobutirico (GABA) e glutamato — 0s
principais neurotransmissores inibitério e excitatorio, respectivamente (WILKINSON;
SANACORA, 2018). A desregulacao dos niveis destes principais impulsos leva a uma alteracéo
da atividade e do estado de repouso neural, que, cronicamente, pode resultar em uma ma
adaptacdo destes sistemas neuronais contribuindo para o aparecimento dos sintomas de humor
(FEE; BANASR; SIBILLE, 2017). A propria razdo entre GABA e glutamato parece estar
alterada em pacientes com TDM (SANACORA et al., 2004). Ainda ndo ha um consenso sobre
0s niveis — tanto periféricos como centrais — destes neurotransmissores em pacientes com
transtornos de humor devido a dificuldade dos estudos em controlar os efeitos de medicacéo e
do metabolismo post mortem (BRADY et al., 2013; SANACORA et al., 2008). Mesmo assim,
aparentemente, os pacientes que apresentam uma reducdo de GABA cortical parecem ter
maiores prejuizos cognitivos, especialmente em relacdo ao controle inibitério (BHAGWAGAR
etal., 2008; LUSCHER; SHEN; SAHIR, 2011; SANACORA et al., 2004). Por outro lado, altos
niveis de glutamato ja foram observados no cortex pré-frontal de individuos com TB
(HASHIMOTO; SAWA,; 1YO, 2007). Portanto, um melhor entendimento sobre o papel do

GABA e do glutamato na etiologia dos transtornos de humor é fundamental bem como a
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modulacdo destes dois neurotransmissores possibilita a utilizacdo de novas terapias
farmacologicas (HENTER et al., 2017).

1.2.3 Sistema imune e inflamacao

A relacdo das transtornos psiquiatricos com a inflamacao ndo € um assunto tdo recente,
mas — devido a falta de efetividade das terapias atuais —a mesma tem atraido atencdo de muitos
pesquisadores na ultima decada, sendo significativamente implicada na fisiopatologia dos
transtornos de humor (FAGGIONI; BENIGNI; GHEZZI, 1995; ROSENBLAT et al., 2014). O
maior nimero de evidéncias do aumento de parametros inflamatdrios é relatado no TDM, mas
esta alteracdo também é observada no TB. Portanto, os transtornos de humor estéo associados
a um estado pro-inflamatério, possivelmente cronico e de baixa intensidade (do inglés low-
grade), sendo que no TB estes niveis podem variar dependendo do tipo de episddio de humor
(ROSENBLAT; MCINTYRE, 2016). Um estudo do nosso grupo demonstrou que culturas de
macrdfagos expostos ao soro de individuos com TB, em episodios de mania e depressdo,
exibiram um aumento na secrecdo de IL-1B e TNFa, quando comparados aqueles macrofagos
tratados com soro de pacientes eutimicos (FERRARI et al., 2018). Esta evidéncia indica que
pode haver uma diferenca na composicdo plasmatica de pacientes em episodios agudos e em
remissao, além de sugerir o macr6fago como perpetuador da inflamacédo sistémica — relacéo

semelhante da microglia com a inflamacéo central, como ainda sera discutido nesta se¢éo.

Individuos com TDM apresentam um aumento significativo na producao de mediadores
inflamatorios — como PCR, IL-1p e IL-6 ¢ TNFa —, 0 que aparenta ter relacdo direta com o
desenvolvimento dos sintomas depressivos, tanto por interferirem na neurotransmissao
monoaminérgica e catecolaminérgica (HAAPAKOSKI et al, 2015; SPERNER-
UNTERWEGER; KOHL; FUCHS, 2014), bem como por estarem associados a menor
responsividade ao tratamento antidepressivo (HAROON; RAISON; MILLER, 2012,
LANQUILLON et al., 2000). O aumento de TNFa e IL-6 também ja foi relatado no TB e
associados a um maior tempo de doenca (KAUER-SANT’ANNA et al., 2009). As alteracoes
de parametros inflamato6rios como IL-6 e PCR em individuos com TB sdo mais observadas em
episddios de mania e podem ser dependente de sexo, sendo mais robustas em mulheres
(QUEISSNER et al., 2018). Ainda, o aumento da contagem de leucoOcitos — em

aproximadamente 23% — ja foi relatado no TB em individuos eutimicos quando comparados a
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individuos saudaveis, sendo ainda relacionado com o estadgio da doenca (MUNKHOLM,;
VINBERG; VEDEL KESSING, 2013; TATAY-MANTEIGA et al., 2017). Dados recentes de
uma coorte retrospectiva de pacientes com doencas inflamatorias — como doencas intestinais,
esclerose multipla e artrite reumatoide — indicam gue ha uma maior incidéncia de transtornos
de humor nestas populagdes (MARRIE et al., 2017). Evidéncias como estas contribuem para a
hipotese de que alteracGes periféricas, como o aumento de estimulos pro-inflamatorias, podem
atingir o SNC e desencadear os sintomas de humor (FELGER, 2018). Entretanto, ainda nédo
existe um consenso sobre o inicio — periférico ou central — das alteragcdes na resposta imune em
individuos com transtornos de humor, mas acredita-se que haja uma relacdo bidirecional
(ROSENBLAT et al., 2014).

A hipdtese de como estas citocinas inflamatdrias periféricas seriam capazes de atingir o
SNC, e vice-versa, inclui trés possiveis rotas: humoral, neural e celular (Figura 3) (DANTZER
et al., 2008a; MILLER et al., 2013; MILLER; RAISON, 2016). Portanto, existem fatores
iniciadores e facilitadores da ativacdo imune que estdo diretamente associados a alteragdes de
humor. Como mencionado anteriormente, o estresse € um fator preditor importante dos
transtornos de humor capaz de desencadear uma resposta inflamatéria (ANISMAN, 2009;
KENDLER; THORNTON; GARDNER, 2001) — conforme descrito na se¢do 1.2.1. Ainda,
outro fator muito discutido atualmente e que também esta associado a ativagdo da resposta
imune periférica e central é a disbiose, podendo também ser consequéncia de um fator estressor
(KELLY et al., 2015). O desequilibrio da microbiota intestinal esta correlacionado com a
qualidade de vida do individuo e com a incidéncia de depressao (VALLES-COLOMER et al.,
2019), o que sugere a interacdo de um eixo intestino-cérebro (do inglés, gut-brain axis)
(KELLY et al., 2015; SKONIECZNA-ZYDECKA et al., 2018).

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

A amplificacdo da inflamagdo no SNC é essencialmente resultado da ativagdo da
microglia. Assim como os mondcitos e macrofagos da periferia, a microglia possui um papel
importante na protecdo do parénquima cerebral, permanecendo em constante vigilancia em um
estado de repouso (do inglés, resting state) (NAKAGAWA; CHIBA, 2014). Por possuir uma
alta plasticidade, a microglia pode exibir dois fenétipos principais de ativacdo — o classico ou
pro-inflamatorio, e o alternativo ou anti-inflamatério (FRANCO; FERNANDEZ-SUAREZ,
2015). Estes fenotipos de ativacdo sdo denominados M1 e M2, respectivamente. Estimulos
como lipopolissacarideo (LPS), IFNy e TNFa levam a polarizacdo M1 desta célula e, como
observado na periferia, ha uma amplificacdo do processo inflamatério caracterizado pelo
aumento da expressdo e producdo de citocinas inflamatérias e espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERNs) (CHERRY; OLSCHOWKA; O’BANION, 2014; FRANCO;
FERNANDEZ-SUAREZ, 2015). Ainda, a ativacdo deste fen6tipo pro-inflamatério é capaz de
suprimir a liberacdo de citocinas anti-inflamatorias, produzidas pelo fenétipo M2
(FERRANTE; LEIBOVICH, 2012). Nas mesmas condicOes patoldgicas que o perfil M1 é
ativado, a polarizacdo M2 é concomitantemente ativada sendo responsavel pelo controle e
reparo do dano (CHERRY; OLSCHOWKA; O’BANION, 2014). Assim, acredita-se que nos
transtornos de humor haja uma falta de equilibrio na ativacdo destes fen6tipos (NAKAGAWA,;
CHIBA, 2014, 2015). Portanto, a hipdtese inflamatoria ja foi corroborada também por
evidéncias em nivel central. Achados de um estudo post mortem indicam que ha um aumento
da densidade de microglia ativada, bem como do recrutamento de macréfagos, no cortex de
individuos depressivos que cometeram suicidio (TORRES-PLATAS et al., 2014). Estudos de
neuroimagem reforcam que existe uma maior ativagdo microglial nos cértex pre-frontal,
cingulado anterior e insula de pacientes em episédios depressivos quando comparados a
individuos controles (SETIAWAN et al., 2015). O mesmo indicio de neuroinflamagdo como

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

inflamatdrio no SNC de individuos com transtornos de humor.
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Figura 3. Vias envolvidas na comunicacédo entre inflamacao periférica e central. Em consequéncia ao
estresse, moléculas como DAMPs e PAMPs sédo liberadas na periferia (1), que ativam mondcitos e
macrofagos periféricos e vias inflamatérias (2). As citocinas inflamatérias produzidas atingem o
parénquima cerebral ap6s atravessar a BHE (via humoral) (3) ou por aferéncia vagal (via neural) (4). O
estresse também é capaz de ativar a microglia (1) que pode exibir um fenétipo pro-inflamatério e secretar
guimiocinas atraindo mondcitos/macréfagos periféricos ativados para o parénquima cerebral (via
celular) (5). Fonte: modificado de Miller; Raison (2016).

Interessantemente, o tratamento com antidepressivos parece modular as concentracfes
séricas de citocinas inflamatérias em individuos com transtornos de humor, podendo também
culminar em uma menor ativagdo microglial. Menores concentragdes de IL-6, TNFa, IL-10 e
quimiocinas sdo observadas em individuos com TDM que respondem ao tratamento
antidepressivo, principalmente com ISRS (KOHLER et al., 2017; LINDQVIST et al., 2017).
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No entanto, em aproximadamente um terco dos pacientes que ndo respondem ao tratamento
tem sido demonstrado um aumento na concentracéo de citocinas inflamatdrias. Neste sentido,
é sugerido que a falta de resposta a terapia antidepressiva deva-se, em parte, a uma disfuncéo
do sistema imune (HAROON et al., 2018). Portanto, é possivel que as citocinas pro-
inflamatorias, de alguma forma, sejam capazes de prejudicar os efeitos dos antidepressivos,
explicando a relacdo das mesmas com a resisténcia ao tratamento — alguns mecanismos
propostos estdo representados na Figura 4. No SNC, os niveis elevados de citocinas pro-
inflamatdrias aumentam a expressdo de SERT, afetando diretamente 0 mecanismo de acéo dos
ISRS (ROBSON; QUINLAN; BLAKELY, 2017). Além disso, estas citocinas inflamatdrias ao
ativar tanto macréfagos como microglia redirecionam a quantidade de triptofano disponivel
para a via das quinureninas (discutida na secdo 1.2.2), consequentemente diminuindo a
producdo de 5-HT (MILLER; RAISON, 2016). Com a ativacdo desta via, o acido quinolico,
com acgdo agonista NMDAr, € sintetizado e promove o aumento de glutamato na fenda sindptica
(RAMIREZ et al., 2018). Em condicdes fisiologicas, os astrocitos sio responsaveis pela
regulacao da quantidade de glutamato na fenda sinaptica, realizando a remocéo do excesso deste
neurotransmissor (MAHMOUD et al., 2019). No entanto, na presenca de citocinas
inflamatorias, a funcdo astrocitaria fica prejudicada. A acéo destas citocinas sobre o astrécito
ocorre tanto de forma direta ao promover a diminuigédo da recaptacdo e aumento da liberagéo
de glutamato; bem como, indiretamente, ao aumentar o metabolismo tecidual gerando EROs,
apos a ativacdo microglial (EFREMOVA et al., 2017; HAROON; MILLER, 2017).

Outra consequéncia importante dos niveis aumentados de citocinas inflamatoérias no
SNC e do excesso de glutamato ¢ a reducdo de BDNF, que também é modulado e necessario
para os efeitos da terapia antidepressiva (BJORKHOLM; MONTEGGIA, 2016). No

hipocampo, as citocinas inflamatorias ativam a via do NFkB, o que leva a amplificagdo da

.....

estimulado pelo BDNF (LEAL; BRAMHAM; DUARTE, 2017) (Figura 4). Assim, a
diminuicdo dos niveis e do efeito desta neurotrofina resultam em alteragdes cognitivas,
prejudicando aprendizado e memoria, constantemente observadas em individuos com
transtornos de humor (LIU et al., 2019), principalmente naqueles que ndo respondem ao
tratamento (BRUDER et al., 2014).
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Figura 4. Efeitos centrais das citocinas inflamatdrias no metabolismo de neurotransmissores e na

neuroplasticidade. (1) Citocinas pro-inflamatoérias diminuem a disponibilidade de monoaminas na fenda
sinaptica favorecendo a expressédo de seus transportadores (i.e., SERT). Ainda, a presenca de macrofagos
ativados ou a ativacdo da microglia resulta no aumento da atividade da IDO, deslocando o triptofano
para a via das quinureninas, aumentando a producéo de seus metabolitos. (2) A microglia ativada acaba
por produzir &cido quinolinico que favorece a liberacdo de glutamato. EROs também gerados pela
microglia alteram a funcdo astrocitaria que contribui para a excitotoxicidade e a reducdo de BDNF. (3)
Em regides de elevada neurogénese (i.e., giro denteado do hipocampo), as citocinas pré-inflamatérias —
bem como a ativagdo de vias inflamatérias como do NFkB — prejudicam a funcdo do BDNF na

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

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

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

vislumbrada como uma possibilidade de alvo para novas terapias.

1.2.4 Neurotrofinas: o papel do BDNF

As neurotrofinas sdo polipeptideos essenciais na promocdo da neurogénese,
neuroplasticidade e diferenciacéo e sobrevivéncia celular, sendo o BDNF uma das principais e
mais abundante neurotrofina do SNC (VON BOHLEN UND HALBACH, 2018). De forma
geral, as neurotrofinas sdo sintetizadas inicialmente como proneurotrofinas. No caso do BDNF,
seu precursor proBDNF sofre processamento proteico por a¢do de proteases, resultando na
formacdo da neurotrofina madura. Em sua conformacdo madura, o0 BDNF exerce sua agédo
neuroprotetora pela ligacdo preferencial a receptores tirosina quinase B (TrkB) e ativacdo de
proteinas quinases ativadas por mitdégenos (MAPK), fosfolipase Cy e fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K), vias que promovem diferenciagcdo e sobrevivéncia celular e plasticidade
sinaptica (LIMA GIACOBBO et al., 2018). Porém, o proBDNF também age como uma
molécula sinalizador, exercendo efeitos opostos ao BDNF. Ao ligar-se a receptores especificos
(i.e., p75NTR), o precursor do BDNF promove apoptose e inibicdo do crescimento de neuritos,
além de facilitar a depressdo de longa duragdo (LTD) — condicdo que leva ao enfraquecimento
da transmissdo sindptica (RAFIEVA; GASANOV, 2016). Em humanos, a principal fonte de
BDNF periférico encontra-se nos megacariocitos e plaquetas, mas os efeitos de BDNF de outras
fontes que ndo do SNC ainda necessita esclarecimentos (SASI et al., 2017). Ja no encéfalo, a
expressdo de RNAm e da proteina BDNF sdo maiores no hipocampo, mas ndo sao exclusivos
desta regido. Portanto, a presenca de BDNF no hipocampo permite a renovacao celular local e
o fortalecimento das conexfes sinapticas, resultando na consolidacdo do processo de
aprendizado e memoria (HUANG; REICHARDT, 2001).

A plasticidade sinaptica observada no hipocampo é resultado da potenciacdo de longa
duracgéo (LTP) que dependem e séo facilitados pela presenca de BDNF em terminais pré- e pos-
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sinapticos (BJORKHOLM; MONTEGGIA, 2016). Além de ser controlada pela atividade
neuronal, a expressdo de BDNF também sofre modulacdo decorrentes de estresse e inflamacéo.
Condicoes de estresse transientes aumentam a expressdo de BDNF, resultando em adaptacao
ao estresse — o que confere resiliéncia (PITTENGER; DUMAN, 2008; SHI et al., 2010). Porém,
elevadas concentragdes de glicocorticoides, decorrentes de estresse cronico ou hiperatividade
do eixo HPA, suprimem a expressdo de BDNF no hipocampo (NUMAKAWA; ODAKA,
ADACHI, 2017; SMITH et al., 1995). Embora o mecanismo pelo qual ocorra essa regulacédo
ndo esteja bem estabelecido, acredita-se que ocorra uma modulacdo bidirecional
(DASKALAKIS et al., 2015). Bem como mencionado anteriormente, o estresse também
promove a ativacao de vias inflamatorias como a do NFxB. Acredita-se que seja por esta via
que a atividade neurogénica do BDNF possa ser blogueada (KOO et al., 2010; LIMA
GIACOBBO et al., 2018) (Figura 5).

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

parietal em comparacao aos individuos controles.
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Figura 5. Efeito da inflamag&o na modulagdo de mecanismos de neuroplasticidade dependentes de
BDNF. Fatores estressores (1), especialmente cronicos, geram DAMPs e PAMPs gue acabam por ativar
macro6fagos e microglia aumentando a expressdo de vias pro-inflamatorias (e.g., NFkB) (2). As citocinas
pré-inflamatérias liberadas favorecem o aumento da expressdo de SERT, reduzindo a disponibilidade
de 5-TH na fenda sinéptica, e ativam vias neuronais que inibem a transcricdo de BDNF e seus efeitos
neuroprotetores (3). Entretanto, os farmacos antidepressivos, como os ISRS, inibem os SERT,
aumentando a neurotransmissdo serotoninérgica que contribui para a transcricéo e a liberagdo de BDNF
(4). O BDNF liga-se com a afinidade ao seu receptor TrkB (5) atuando no fortalecimento e plasticidade
sinaptica (6). Fonte: modificado de Lima Giacobbo et al (2018).

Portanto, o tratamento dos transtornos de humor parece na maioria das vezes contribuir
para 0 aumento dos niveis de BDNF (NUERNBERG et al., 2016; TRAMONTINA et al., 2009).
Parte desta ativacao ocorre principalmente pela reducdo da acetilacdo na regido promotora do
gene do BDNF (DWIVEDI; ZHANG, 2015). Da mesma forma, ja foi observado que a maioria
das classes de antidepressivos promovem a autofosforilacdo do receptor TrkB, desencadeando
os efeitos protetores da neurotrofina (AUTRY; MONTEGGIA, 2012; CASTREN; KOJIMA,
2017). Acredita-se que em parte 0 mecanismo de acdo dos antidepressivos na melhora dos
sintomas € resultado da acdo dos mesmos na neurogénese hipocampal, mediada pelo aumento
de 5-HT, processo importante nas alteracfes de comportamento e na formacdo e fortalecimento
das sinapses (KRAUS et al., 2017). Conforme mencionado, a liberacdo de BDNF é dependente
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de atividade neuronal, incluindo a neurotransmissdo serotoninérgica. Porém, o BDNF liberado
também acaba por modular a atividade da 5-HT ao promover o aumento da expressdo de SERT
(MARTINOWICH; LU, 2008). Consequentemente, havera uma reducdo na expressdo do
BDNF, funcionando como um mecanismo de retroalimentacdo negativa. Nos transtornos de
humor, o aumento dos niveis de citocinas inflamatérias contribui para uma exacerbada
expressdo de SERT por neurdnios, disponibilizando menos 5-HT na fenda sinéptica, bem como
BDNF (HAASE; BROWN, 2015). Em contrapartida, o tratamento crénico com
antidepressivos, como os ISRS, promove o aumento da disponibilidade de 5-HT, pelo bloqueio
da sua recaptagao, que resulta em uma maior atividade neuronal e em longo prazo promove um
aumento da expressao de BDNF por vias dependentes de CREB fosforilado — conforme descrito

na secdo 1.2.2 (Figura 5).

Assim, o papel do BDNF na fisiopatologia dos transtornos de humor é ainda
corroborado pelo fato do tratamento com antidepressivos e estabilizadores de humor, por
exemplo, melhorarem a sintomatologia clinica correlacionando-se com maiores concentraces
periféricas de BDNF (BJORKHOLM; MONTEGGIA, 2016; BRUNONI; LOPES; FREGNI,
2008; KAPCZINSKI et al., 2008). Porém, apenas o0 aumento da neuroplasticidade por parte dos
antidepressivos parece nao ser suficiente para os seus efeitos antidepressivos, 0 que reforga a
importancia do entendimento das interrelacbes dos mecanismos fisiopatoldgicos dos

transtornos de humor.

1.2.5 Estresse oxidativo: ativador e amplificador da resposta imune

Todos os processos celulares mencionados até agora — como fosforilagdo de receptores,
ativacdo de fatores de transcricdo, apoptose celular, resposta imune e diferenciacdo celular —
sdo dependentes da producéo de espécies reativas (PIZZINO et al., 2017). Assim, baixos niveis
de EROs e ERNs desempenham um papel importante no funcionamento celular em condicdes
fisiologicas, podendo ser danoso quando néo ocorrer de forma controlada e compensatoria. O
aumento dos processos oxidativos, resultando em uma maior producdo de EROs, associado a
reducdo da capacidade antioxidante € capaz de promover danos oxidativos & membrana celular,
a proteinas e ao material genético podendo levar a apoptose (MORRIS et al., 2018). Logo, 0
estresse oxidativo esta relacionado ao inicio e progressao de diversas doencas, incluindo os
transtornos de humor (BLACK et al., 2015).
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De forma geral, individuos com transtornos de humor apresentam niveis periféricos
aumentados de marcadores bioldgicos de estresse oxidativo (SOWA-KUCMA et al., 2018). No
TDM, além do aumento de marcadores inflamatdrios, os pacientes apresentam maiores
concentracdes séricas de parametros de estresse oxidativo como F2-isoprostanos, 8-OH 2-
desoxiguanosina e malondialdeido (MDA), que também correlacionam-se com a falta de
resposta aos ISRS (JIMENEZ-FERNANDEZ et al., 2015; LINDQVIST et al., 2017). Além
disso, a atividade de importantes enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase, estdo
reduzidas em pacientes com TDM, quando comparados a controles saudaveis, e correlacionam-
se com a severidade dos sintomas depressivos (CAMKURT et al., 2016). A atividade reduzida
de glutationa também ja foi observada em individuos com TDM e TB, sendo a forma oxidada
mais presente (GAWRYLUK et al., 2011; ROSA et al., 2014b). Da mesma forma como ocorre
com o BDNF, o tratamento com antidepressivos e estabilizadores de humor ainda parece
melhorar a resposta a danos oxidativos, reduzindo a formag&o de compostos oxidativos danosos
e aumentando a capacidade antioxidante nos pacientes (BEHR; MOREIRA; FREY, 2012;
BENGESSER et al., 2016; LIU et al., 2015).

EROs e ERNs sdo consideradas ativadoras de vias inflamatorias. A oxidacéo e nitragdo
de componentes celulares leva a formacdo de DAMPs e PAMPs que sdo reconhecidas por
receptores especificos gerando ativacdo de vias inflamatorias — como do inflamassoma e NFkB
(conforme descrito na secdo 1.2.3) (CHATTERJEE, 2016). As alteragdes conformacionais
proteicas resultam na disfuncédo da sua atividade e sinalizagdo para sua degradacdo (LUGRIN
et al., 2014). Enquanto que a oxidacdo de acidos graxos presentes na membrana celular
desencadeia uma reacdo de peroxidacdo lipidica e aumenta a permeabilidade desta estrutura,
que associada a danos ao DNA, também causados por EROs e ERNS, ativam vias de apoptose
celular (LUGRIN et al., 2014). Evidéncias acerca do TDM, indicam que a alterag&o estrutural
destes componentes celulares, decorrentes do estresse oxidativo, pode formar neoantigenos —
estruturas com alta imunogenicidade capazes de desencadear respostas autoimunes (MAES et
al., 2011). Porém, a formacdo de radicais livres também é uma consequéncia do processo
inflamatorio (Figura 6). Conforme mencionado anteriormente, a ativacéo de células do sistema
imune, como 0s monacitos, também resulta na produgdo de EROS e ERNS e, por sua vez, estas
espécies reativas também ativam vias que levam & amplificagdo da resposta inflamatéria. Sem
o0 intermédio do sistema imune, o estresse psicossocial também é capaz de alterar o equilibrio

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

2017).
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Figura 6. EROs/ERNs como promotores e produtos da inflamagéo. O estresse psicossocial (1), alem de
promover a ativacdo de macréfagos ou microglia (2), também gera estresse oxidativo (2). Este processo
é caracterizado pelo aumento da producdo de EROs e ERNs capazes de interagir com diversos
componentes celulares. Logo, DAMPs sdo geradas e também ativam macréfagos e microglia que
produzem EROs/ERNSs (3). Ainda, o aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatoérias em nivel central
promove alteragdo do metabolismo de diversos neurotransmissores (4). A excitotoxicidade
glutamatérgica, por exemplo, € um importante fator que contribui para 0 aumento do estresse oxidativo

e seus danos associados (5).

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

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

indicando uma comunicacao entre as alteracdes periféricas e centrais.

1.3 BHE: POSSIVEL MEDIADORA DAS ALTERACOES PERIFERICO-CENTRAIS

Na metade do século XX, presumia-se que o SNC tinha privilégio imune (do inglés,
immune privilege), ou seja, era capaz de tolerar a presenca de antigenos sem desencadear uma
resposta imune. Este conceito estava fundamentado no fato do SNC estar isolado do sistema
imune por mediacdo da BHE e pela falta de um sistema de drenagem linfatica classico e de
imunocompeténcia da microglia, e que posteriormente foi refutado (CARSON et al., 2006;
LOUVEAU; HARRIS; KIPNIS, 2015). Conforme discutido na se¢do 1.2.3, a inflamacéo
periférica é capaz de desencadear uma resposta inflamatoria central, bem como os fatores
estressores (DANTZER et al., 2008a). Assim, na tentativa de identificar uma interface que
contribua e correlacione as alteracdes periféricas e centrais observadas nos transtornos
psiquiatricos, estudos da Gltima década vem atribuindo destaque a alteracdo da permeabilidade
da BHE (NEUWELT et al., 2011).

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

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

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

Dada a importancia da inflamacao na fisiopatologia dos transtornos de humor, estudos
envolvendo a ativacdo de resposta inflamatoria periférica permitem elucidar o papel da BHE
como mediadora da inflamac&o no eixo periférico-central. Por exemplo, a administracao aguda
de LPS é capaz de induzir a ativacdo imunoldgica e, portanto, uma resposta inflamatéria; bem
como promover alteragdes comportamentais como o sickness behavior e 0 comportamento tipo-
depressivo (vide secdo 1.4.1). Estes mecanismos foram revisados e compilados por Erickson e
Banks (2018) e estdo representados na Figura 7. Embora ja se saiba que doencas do SNC estdo
associadas a um aumento da permeabilidade cerebrovascular, ainda ndo ha um consenso quanto
a alteracdo de permeabilidade da BHE ser causa ou consequéncia destas doencas (NEUWELT
et al., 2011). Portanto, o entendimento das alteracdes estruturais e funcionais da BHE em
condicdes fisioldgicas e patoldgicas devem ser melhor estudadas e exploradas com o intuito de
contribuir para o entendimento da fisiopatologia de doengas como os transtornos de humor e o

desenvolvimento de novas terapias farmacologicas.
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Figura 7. Mecanismos de interacdo da inflamacé&o periférica com a BHE e efeitos centrais. A alteracdo
da permeabilidade da BHE parece estar relacionada ao dano as BEC ou com a alteragdo da expressao
das tight junctions. A ativacdo de macrdfagos e mondcitos leva a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e EROS/ERNs (1). As citocinas inflamatérias contribuem para a diminuicdo da expressao
de tight junctions (e.g., TNFa) (2), além de atravessarem a BHE ativando a microglia, promovendo
neuroinflamacdo e prejudicando o metabolismo de neurotransmissores (3). A ativagdo da IDO (1),
também por efeito das citocinas pro-inflamatorias (e.g., IFNy), ativa a via das quinureninas e aumenta
o metabolismo do triptofano (4). Consequentemente, é observada uma reducdo da sintese e
disponibilidade de 5-HT, aumento da excitoxicidade glutamatérgica e diminuicdo de mecanismos
neuroprotetores (e.g., BDNF). EROs/ERNs também podem contribuir para o aumento da
permeabilidade da BHE ao danificarem componentes celulares das BEC (5) (e.g., oxidacdo de lipidios

e proteinas da membrana celular).

1.4 MODELOS ANIMAIS DE TRANSTORNOS DE HUMOR

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

tratamento com antidepressivos, facil reprodutibilidade e, se possivel, similaridade a etiologia
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da patologia — 0 que caracterizam as validades de um modelo animal (Tabela 1) (CZEH et al.,
2016).

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

Validade Definicéo Aplicabilidade

Construto O quanto o modelo reproduz dos Suscetibilidade a estressores e
aspectos etiologicos e apresentacdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos neurobioldgicos, como a disfungéo

monoaminérgica
Face O quanto o0 modelo animal mimetiza ~ Comportamentos cléssicos tipo-
as manifestaces clinicas depressivos (como anedonia) e/ou tipo-
maniacos (hiperatividade)
Preditiva O quanto o modelo animal responde  Responsividade especifica e seletiva a
aos tratamentos que sao eficazes na farmacos ou compostos sabidamente
clinica antidepressivos ou estabilizadores de

humor

Considerando as hipdteses apresentadas quanto a fisiopatologia dos transtornos de
humor e os achados clinicos, aqueles modelos animais que associam fatores ambientais (i.e.,
estressores) representariam melhor o que ocorre nestes transtornos pela importancia do estresse
como um fator de risco (validade de construto). Os sintomas de humor sdo essenciais para o
diagnostico e, portanto, modelos animais também devem apresentar alteracGes
comportamentais semelhantes as manifestacfes clinicas e que sejam de facil mensuracéo
(validade de face). Logo, os modelos animais de transtornos de humor deveriam apresentar de
forma geral um aumento de parametros inflamatorios, associados a reducdo de fatores
neurotroficos e ao aumento de parametros de estresse oxidativo tanto na periferia como no
encéfalo. Assim, seria possivel indicar se as alteracdes comportamentais estariam relacionadas
as alteragcdes bioquimicas nos modelos animais; e que, assim como ocorre nos pacientes,
deveria ser melhorada com o uso das primeiras linhas de tratamento, como o0s antidepressivos
(validade preditiva). Modelos animais do TDM estdo muito mais difundidos na pesquisa pré-
clinica e, portanto, sdo mais estabelecidos, porém ainda ha a necessidade de se estabelecer um
modelo que melhor represente o TB. As particularidades de cada modelo animal utilizado neste

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

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

Usualmente, na pesquisa pré-clinica, a administragdo de LPS segue um protocolo agudo
de Unica ou repetidas doses que, em até 2 h, é capaz de promover o aumento das citocinas
inflamatdrias no soro e no encéfalo de roedores (ERICKSON; BANKS, 2011). Aumento que,
conforme mencionado anteriormente, é observado em individuos com transtornos de humor
(MAES et al., 1992; SLUSARCZYK et al., 2016; SWARDFAGER et al., 2016). O LPS induz
principalmente a expressao de IL-1a, IL-1B, TNFa e IL-6 (DANTZER, 2001). Os achados mais
recentes deste modelo, com protocolo semelhante ao utilizado neste trabalho, estdo resumidos
na Tabela 2. Portanto, pode ser observado que, associado ao aumento de citocinas inflamatdrias
no soro, a administracéo periférica de LPS também induz neuroinflamago, possivelmente pelas
vias neural, hormonal e celular (descritas na secdo 1.2.3) (BLUTHE et al., 1994; DANTZER,
1994; DANTZER et al., 2008a). A via neural parece ser a mais importante na resposta
inflamatdria ap6s a administracdo intraperitoneal (i.p.) de LPS, sendo mediada pela expressao
local de IL-1pB que atinge o encéfalo pelas fibras aferentes do nervo vago (DANTZER, 2001).
Ap0s a aferéncia do sinal inflamatorio, acredita-se que o glutamato seja liberado em regides do
trato do ndcleo solitario atuando em neurdnios catecolaminérgicos que projetam para o
hipotdlamo (DANTZER, 2009). Assim, a ativacao desta via pelo LPS atinge e repercute no eixo
HPA, sabidamente modulador da inflamag&o, do metabolismo de BDNF e do estresse oxidativo
— parametros que também se encontram alterados neste modelo de inflamacdo aguda e que se

assemelham a fisiopatologia dos transtornos de humor.



Tabela 2. Efeito da administragdo aguda de LPS (24 h) em parametros inflamatérios, neurotréficos e de estresse oxidativo em roedores.

Autor (Ano)
Espécie

Dose Unica de LPS

Amostra bioldgica

Inflamacéo

Neurotrofinas

Estresse oxidativo

Wang e cols. (2019)
Rato

Barua e cols., 2018
Camundongo

Taniguti e cols., (2018)
Camundongo

Khallaf e cols. (2017)
Camundongo

Jangra e cols. (2016)

Li e cols. (2015)
Camundongo

Wang e cols. (2014)
Camundongo

Mello e cols. (2013)
Camundongo

Bay-Richter e cols. (2011)
Rato

O’Connor e cols. (2009)

0,83 mg/kg i.p.

0,83 mg/kg i.p.

0,5 mg/kg i.p.

0,8 mg/kg i.p.

0,83 mg/kg i.p.

0,5 mg/kg i.p.

0,83 mg/kg i.p.

0,5 mg/kg i.p.

1 mg/kg i.p.

0,83 mg/kg i.p.

Cortex e hipocampo

Hipocampo

Hipocampo

Encéfalo

Cortex pré-frontal e hipocampo

Cortex pré-frontal

Cortex pré-frontal e hipocampo

Cértex frontal, hipocampo e
estriado

Soro, CSF, cértex frontal,
hipocampos e estriado

Encéfalo e plasma

1 IL-1B, TNFa e iNOS

1 IL-1B, IL-6 € TNFa
 IL-10

1 TNFa

1 TNFa, iNOS, nNOS

T IL-1B
1 TNFa no hipocampo

1 IL-1B, TNFa, pNF«B,e iNOS
e COX-2

1 IL-1B, TNFa, pNF«kB,e iNOS
— COX-2

1IL-1B

1 IL-1p
IL-6 e TNFa

1 IL-1B, TNFa, IFNy e IDO no
encéfalo

| BDNF

| BDNF

| BDNF

| BDNF

| BDNF no hipocampo

N/A

N/A

< BDNF no
hipocampo

N/A

N/A

N/A

1 MDA

1 MDA
| GSH

1 MDA
| GSH e SOD

1 MDA
| GSH

N/A

N/A

1 MDA
| GSH

N/A

N/A

Abreviaces: LPS, lipopolissacarideo; i.p., intraperitoneal; IL, interleucina; TNF, fator de necrose tumoral; iINOS, 6xido nitrico sintase induzida; BDNF, fator neurotrofico

derivado do cérebro; N/A, ndo avaliado; MDA, malondealdeido; nNOS, 6xido nitrico sintase neuronal; SOD, superdxido dismutase; GSH, glutationa reduzida; COX, ciclo-

oxigenase; pNF«B, fator nuclear kappa B fosforilado; CSF, liquido cefalorraquidiano (liquor); IFN, interferon; IDO, indoleamina 2,3-dioxigenase.

TG
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Do ponto de vista comportamental, a injecdo de LPS em roedores caracteriza um modelo
de inflamag&o que mimetiza um quadro de infeccdo aguda, gerando respostas adaptativas para
resolucdo do possivel dano e promocdo de sobrevivéncia (DUNN; SWIERGIEL; DE
BEAUREPAIRE, 2005; HART, 1988). Apds 6 h da sua administracédo, o LPS exerce seu maior
efeito e o sickness behavior é o principal desfecho observado. O sickness behavior é
caracterizado por hipofagia com diminuicdo do peso corporal, hiperemia, letargia ou
hipomotilidade e reducdo do interesse exploratério e interacdo social, alteracGes
comportamentais que foram associadas ao perfil depressivo observado na clinica (DUNN;
SWIERGIEL; DE BEAUREPAIRE, 2005; MILLER; RAISON, 2016). O tratamento com
antidepressivos também é eficiente na prevencédo e reversdo deste comportamento induzidos
pelo LPS.

O aumento das citocinas inflamatdrias estd significativamente associado ao
comportamento anedbnico — principal sintoma da depressdo (DANTZER et al.,, 1998;
SWARDFAGER et al., 2016). Entretanto, no modelo agudo de LPS, apds 24 h, pode ocorrer a
resolucdo da inflamacdo sistémica e, portanto, do sickness behavior. Porém, alteracfes
comportamentais que indiquem anedonia e desamparo (do inglés, helplessness) apds este
periodo sdo congruentes com a apresentacdo de comportamento tipo-depressivo. Como este
desfecho é dependente da intensidade do estimulo, como a dose e o nimero de injecdes de LPS,
os achados na literatura divergem. Fischer e cols. (2015), por exemplo, demonstraram que a
administracao crénica de LPS (75 ou 300 pg/kg/dia, de 1 a 4 semanas) promove o aparecimento
de sintomas tipo-depressivos apenas na primeira semana, que é seguida da reversao completa
dos parametros comportamentais como aumento do peso corporal, aumento da distancia
percorrida no campo aberto e reducédo do escore de imobilidade. Portanto, a falta de cronicidade
neste parametro também € um fator limitante para este modelo animal, considerando que 0s

transtornos de humor e mais especificamente 0 TDM tem um curso cronico.

1.4.2 Modelo de estresse cronico moderado e imprevisivel (CUMS)

Devido as comprovadas validades de construto, face e preditiva, os modelos animais de
estresse cronico tem sido um dos modelos mais amplamente utilizados para mimetizar a
depressdo. Na literatura, existem diversos protocolos de estresse cronico, podendo ser
considerados como moderado e/ou imprevisivel (LEVINSTEIN; SAMUELS, 2014,
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STEPANICHEV et al., 2014; WILLNER, 2017a). Quanto ao tempo de exposi¢ao ao protocolo
de estresse ndo ha consenso, sendo possivel encontrar estudos que submetem os animais de 4
até 9 semanas aos estressores (CZEH et al., 2016; WILLNER et al., 1987). A gravidade dos
estressores € outro componente importante, mas esta classificacao ainda é variavel. De forma
geral, em mais da metade dos protocolos, 0s estressores mais utilizados sdo: cama Umida,
inclinacdo de caixa, inversdo do ciclo claro-escuro, privacdo de 4gua e comida, e imobilizacdo
(WILLNER, 2017b). O isolamento social, por exemplo, é um dos fatores mais importantes no
desenvolvimento de comportamento tipo-depressivo. O fator de imprevisibilidade, ou seja, a
variacdo e aleatoriedade do horéario de exposicao e dos estressores, é utilizado a fim de evitar a
habituacéo dos animais ao protocolo.

Assim, roedores submetidos a protocolos de estresse cronico normalmente sdo
suscetiveis ao estresse e irdo desenvolver comportamento tipo-aneddnico — sintoma observado
na clinica e relacionado a falta de interesse por atividade normalmente consideradas prazerosas
— que caracteriza 0 comportamento tipo-depressivo esperado. Em roedores, o principal desfecho
para avaliacao desta alteracdo comportamental € 0 aumento do tempo de imobilidade em testes
comportamentais de nado forcado e suspensdo pela cauda. Porém, existe uma dificuldade de
reproduzir o protocolo de estresse cronico entre laboratorios. Aparentemente, cerca de 75% dos
pesquisadores, que utilizam e ja publicaram resultados utilizando o modelo, afirmam que o
mesmo seja reprodutivel. Acredita-se que o éxito em replicar o modelo de estresse cronico
dependa da diferenca na suscetibilidade individual dos animais, da gravidade e
imprevisibilidade dos estressores aplicados e da presenca de um grupo controle confiavel
(EBNER; SINGEWALD, 2017; WILLNER, 2017b).

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

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

parametros no soro.

Considerando o que foi exposto, a associacdo da administracdo de LPS e do protocolo de
estresse crénico vem sendo considerada (COUCH et al., 2016; ELGARF et al., 2014; XIA et
al., 2018; YAN et al., 2017). O protocolo combinado permite mimetizar duas condic¢oes
importantes para a etiologia e fisiopatologia do TDM, como o perfil inflamatério basal e a
exposicado a situacoes estressoras. Devido a ocorréncia de variabilidade da resposta ao estresse
croénico observada em roedores, a utilizacdo de um protocolo combinado — que também foi uti
lizado neste trabalho — pode auxiliar no aumento da suscetibilidade do animal as condigdes
impostas. Protocolos que utilizam este principio indicam alteraces comportamentais mais
robustas, aumento de corticosterona e marcadores inflamatorios no soro e no encéfalo —
citocinas e reatividade glial —, bem como a reversao destas alteraces apds o tratamento com
antidepressivos (ELGAREF et al., 2014; X1A et al., 2018; YAN et al., 2017). Um dos primeiros
estudos que propds este modelo, observou que a aplicacdo de doses repetidas de LPS (0,50
mg/kg i.p.) seguidas da exposicdo ao estresse cronico foi capaz de gerar reducdo do peso
corporal e aumento dos niveis de corticosterona, bem como aumento do tempo de imobilidade
no nado forcado e reducdo de comportamento social. No hipocampo destes animais foi
observado um aumento da expressao de TNFa e GFAP, bem como diminuicéo da concentracdo
de triptofano com aumento da razdo quinurenina/triptofano. O tratamento com imipramina
promoveu a reversdo destas alteracdes (ELGARF et al., 2014). Este protocolo mimetiza dois
mecanismos relacionados com a fisiopatologia dos transtornos de humor, que ainda estéo
relacionados a reducdo de plasticidade neuronal. Trata-se, portanto, de uma adaptacdo para
tornar o modelo de estresse cronico mais robusto e melhorar a sua validade e reprodutibilidade

entre estudos.

1.4.3 Modelo de hiperatividade induzida por anfetamina (AMPH)

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

permite que modelos animais que mimetizem sintomas associados a este episodio sejam utiliza-



Tabela 3. Efeito do estresse crénico em parametros inflamatérios, neurotréficos e de estresse oxidativo em roedores.

Autor (Ano)
Espécie

Tempo de
estresse cronico

Amostra bioldgica

Inflamacéo

Neurotrofinas

Estresse oxidativo

Song e cols. (2018)
Rato

Wang et cols. (2018)
Camundongo

Fan e cols. (2018)
Rato

Wang e cols. (2017)
Rato

Li e cols. (2017)
Camundongo

Luo e cols. (2017)
Rato

Jangra e cols. (2017)
Camundongo

Gawali e cols. (2017)
Camundongo

Bian e cols. (2012)
Camundongo

You e cols. (2011)
Rato

5 semanas

3 semanas

5 semanas

2 semanas

6 semanas

6 semanas

4 semanas

4 semanas

40 dias

4 semanas

Hipocampo

Hipocampo

Cortex pré-frontal

Encéfalo

Hipocampo

Hipocampo

Hipocampo e cértex
pré-frontal

Hipocampo

Hipocampo e cértex
pré-frontal

Hipocampo, cortex
e baco

1 IL-1B, IFNy, TNFa, COX-2, PGE2,
Iba-1, GFAP

1 IL-1B, IL-6, TNFa e COX-2

1 IL-1, TNFa, IL-6 e NFxB

« IL-1B, IL-6, Iba-1

1 IL-1B, TNFa, pNFkB, NLRP3

1 IL-6, TNFa, PGE2 e COX-2

1IL-1B e TNFa

N/A

L IL-1B
1 Iba-1 e GFAP no hipocampo

1 TNFa
1 IL-14 no hipocampo e cortex
1 IL-1B no coértex

N/A

| BDNF

| densidade de espinhos e

sinapses

<~ BDNF

| BDNF ¢ NT-3

| BDNF

| BDNF

| BDNF

1 GDNF

| BDNF e TGF-B

N/A

1 MDA
| CAT

N/A

N/A

N/A

N/A

1 MDA
| GSH

1 MDA
| GSH

N/A

N/A

Abreviagoes: IL, interleucina; TNF, fator de necrose tumoral; BDNF, fator neurotréfico derivado do cérebro; N/A, ndo avaliado; MDA, malondealdeido; CAT ,catalase;

GSH, glutationa reduzida; COX, ciclo-oxigenase; NF«B, fator nuclear kappa B; IFN, interferon; Iba, proteina adaptadora de ligacdo de célcio ionizado; GFAP, proteina

glial fibrilar acida; TGF, fator de crescimento transformador; PGE, prostaglandina E; NLR, receptor do tipo Nod.

GS
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dos para o estudo deste transtorno de humor (BEYER; FREUND, 2017; SHARMA et al.,
2016).Assim, a administracdo de psicoestimulantes, como a anfetamina (AMPH), em animais
de laboratorio € um dos modelos animais de TB melhor aceito até 0 momento, por mimetizar o

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

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

animais submetidos a administracdo de psicoestimulantes.

Ainda, o tratamento com estabilizadores de humor é capaz de reverter a maioria das
alteracfes comportamentais e bioquimicas observadas em ratos administrados com AMPH (2
mg/kg) (FREY et al., 2006c, 2006d; VALVASSORI et al., 2015). Aparentemente, este modelo
animal satisfaz todos os critérios das validades para um modelo animal de transtorno de humor,
mais especificamente de TB. Porém, os desfechos observados ainda sdo considerados muito
simples para complexidade que é observada na clinica (SHARMA et al., 2016). Além disso, a
auséncia de ciclagem espontanea de episodios de mania e depressdo € considerada uma
relevante limitacdo dos modelos animais de TB (importante para a validade de face) e um
fenémeno de dificil, ou quase impossivel, representacdo na pesquisa pré-clinica (vide Beyer e
Freund 2017 para revisdo dos modelos animais de TB).



Tabela 4. Efeito de diferentes psicoestimulantes em marcadores inflamatérios, neurotréficos e de estresse oxidativo em roedores.

Auég; é(fi‘go) Psicoestimulante e dose Amostra biolégica Inflamacéo Neurotrofinas Estresse oxidativo
Valvassori e cols. (2019) AMPH, 2 mg/kg/dia i.p., Cortex pré-frontal, N/A | BDNF, GDNF e NGF N/A
Rato 14 dias hipocampo e estriado 1T NT-3e NT-4
Hodes e cols. (2018) AMPH, 5 mg/kg, i.p., Hipocampo e cortex N/A N/A 1 SOD, PC e TBARS
Camundongo dose Unica pré-frontal | CAT e GPx no hipocampo
Gomes e cols. (2017) Femproporex, 12,5 Cortex pré-frontal, T MDA no r_upocampo €
Rato mg/kg/dia i.p, 14 dias hipocampo e estriado N/A N/A estriado
" ' 1PCe | SOD
Motaghinejad e cols. (2017) Metilfenidato 1-10 mg/kg . i 1T MDA e CAT,
Rato i.p., 2x ao dia, 14 dias AEEENiES DO TN b ERN 1 SOD
Beirami e cols. (2017) Metanfetamina 10 . 1 TNFa, IL-6, COX-2,
Rato mg/kg/dia i.p., 10 dias Hipocampo NF«kB, GFAP e Iba-1 N/A NIA
Gubert e cols. (2016) AMPH 2 rpg/kg, ip., dose _Cortex pre-front_al, 1 IL-1B no estriado N/A + MDA o estriado
Camundongo Unica hipocampo e estriado « TNFa e IL-6
Gubert e cols. (2016) AMPH 2 mg/kg/dia ip., 7 Cortex pré-frontal, 1 1L-1B no estriado | BDNF no cdrtex pré- 1 MDA no hipocampo
Camundongo dias hipocampo e estriado «— TNFo e IL-6 frontal
Fries e cols. (2015) AMPH, 2 mg/kg/dla i.p., Hipocampo, co,rtex pré- N/A < BDNF N/A
Rato 7 dias frontal e amigdala
Fries e cols. (2015) AMPH, 2 mg/kg/diai.p., Hipocampo, cortex pré- | BDNF no cortex pré-
. p N/A N/A
Rato 35 dias frontal e amigdala frontal
Valvassori e cols. (2015) AMPH, 2 mg/kg/diai.p., Soro, CSF, hipocampo, 1 1L-4, -6, -10 e TNFa no N/A N/A

Rato

14 dias

cortex frontal e estriado

cortex frontal, estriado e soro

Abreviacdes: AMPH, anfetamina; IL, interleucina; TNF, fator de necrose tumoral; BDNF, fator neurotréfico derivado do cérebro; GDNF, fator neurotréfico derivado da glia;
NT, neurotrofina; N/A, ndo avaliado; NGF, fator de crescimento neural; MDA, malondealdeido; SOD, superéxido dismutase; CAT catalase; GPx, glutationa peroxidase; COX,

ciclo-oxigenase; NF«B, fator nuclear kappa B; PC, proteina carbonil; Iba, proteina adaptadora de ligagdo de célcio ionizado; GFAP, proteina glial fibrilar &cida.

LS
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1.5 PERSPECTIVA DE NOVOS ALVOS TERAPEUTICOS

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

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

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

Neste trabalho, propomos o redirecionamento de um farmaco agonista dos receptores
de GLP-1 (GLP-1r), a exendina-4 ou exenatida (EX-4), ja& aprovado para o tratamento da
diabetes, como adjuvante no tratamento dos transtornos de humor. O peptideo natural,
exendina-4, é composto por 39 aminoéacidos e foi isolado da saliva de um lagarto Heloderma
suspectum (ENG et al., 1992). Atualmente, a sua forma sintética, a exenatida, é comercializada
para auxiliar no controle glicémico de pacientes com diabetes mellitus tipo Il (RUSSELL-
JONES, 2010). Como o peptideo enddgeno, GLP-1, possui uma meia-vida curta, devido a agdo
da enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-4), a troca de aminoacidos alanina por glicina na
molécula permitem um aumento da meia-vida dos seus analogos sintéticos (MUSKIET et al.,
2017).

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

receptor também é expresso por células ndo pancredticas, tais como neurdnios, astrocitos,
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microglia e células endoteliais, 0 que sugere que seus agonistas poderiam exercer efeitos
neuroprotetores (ALVAREZ et al., 2005; CORK et al., 2015). Apo6s a sua administracdo
periférica, acredita-se que a disponibilidade de EX-4 no parénquima cerebral possa atingir 90%,
indicando uma alta afinidade e capacidade de atravessar a BHE exercendo um efeito central
(KASTIN; AKERSTROM, 2003).

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

ao tratamento nos transtornos de humor.
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JUSTIFICATIVA

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

indiretos para a sociedade.

Portanto, a utilizacdo e validacdo de modelos animais que representem melhor as
manifestacdes clinicas sdo consideradas de grande valia para o progresso da pesquisa acerca
dos transtornos de humor. A utilizagdo destes modelos animais permite explorar a relacéo das
alteragOes periféricas e centrais, 0 que muitas vezes ndo é possivel na clinica. Além disso, é
possivel utilizar estes modelos animais para avaliacdo de novos farmacos, com potencial a¢éo
neuroprotetora, que possam ser capazes de auxiliar no tratamento da depressdo, bem como

melhorar a taxa de resposta terapéutica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar alteraces periféricas e centrais de parametros inflamatorios, neurotréficos e de
estresse oxidativo em modelos animais distintos que mimetizassem mecanismos etioldgicos e
fisiopatoldgicos dos transtornos de humor. Bem como investigar os efeitos neuroprotetores da
EX-4, um agonista de GLP-1r, como uma estratégia terapéutica promissora para o tratamento

dos transtornos mentais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

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

e Analisar as possiveis alteracGes provocadas pelo protocolo combinado em
parametros de anedonia e comportamento tipo-depressivo como peso corporal, coat
state, consumo de sacarose, comportamento exploratério e nado forcado;

e Auvaliar os efeitos em dérgdos periféricos como a hipertrofia da glandula adrenal e do
baco;

e Analisar as concentracdes séricas de diferentes citocinas inflamatérias — como IL-
10, IL-1B, IFNy, CCL11, IL-6 e TNFo —, BDNF e TBARS;

e Quantificar os niveis de BDNF e TBARS no hipocampo; e

e Auvaliar as validades de construto e de face do modelo proposto para replicacdo em

futuros trabalhos.

No Artigo cientifico 1l, um modelo animal de mania induzido por AMPH foi utilizado
a fim de:
e Auvaliar a utilizagdo do mesmo como um modelo animal de ruptura da BHE;
e Corroborar o comportamento de hiperatividade observado neste modelo no campo
aberto;
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e Quantificar a expressao proteica de claudina-5, como marcador de alteraces na
permeabilidade da BHE no cértex pré-frontal, estriado e hipocampo;

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

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

O experimento do Artigo cientifico 111 utiliza um modelo de inflamagéo aguda induzida
por LPS com o intuito de:
e Avaliar os efeitos do tratamento agudo de diferentes doses de EX-4, um agonista
GLP-1r, no sickness behavior (representado pelo comportamento exploratério, peso
corporal e imobilidade); e
e Identificar se a EX-4 é capaz de exercer efeitos terapéuticos modulando as
concentracdes séricas e hipocampais de IL-6, BDNF e TBARS nestes mesmos

animais.
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3 ARTIGO CIENTIFICO |

Artigo original intitulado “Anhedonic-like behavior correlates with IFNy serum levels

in a two-hit model of depression” em revisdo na Behavioural Brain Research.
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Abstract

Stress is implicated in the etiology of major depressive disorder (MDD) and leads to the activation of
pro-inflammatory pathways, which are recognized to induce depressive symptoms. For instance,
depression is commonly observed in patients with hepatitis C and cancer under IFN therapy. Also, high
levels of inflammatory cytokines are described in the serum of individuals with MDD, which indicate a
multi-system aspect of psychiatric disorders. Thus, we evaluated the effects of a two-hit model of
depression in peripheral and CNS alterations on inflammatory, neurotrophic, and oxidative stress
parameters and the behavior. Male Wistar rats were submitted to lipopolysaccharide (LPS) injections,
followed by a chronic unpredictable mild stress (CUMS) protocol. Rats exposed to CUMS (CUMS+
groups) exhibited reduced body weight and sucrose consumption and preference and increased score of
coat state and locomotor behavior. Interestingly, higher IFNy serum levels were observed in the
LPS/CUMS+ group, which were further correlated with reduced sucrose consumption. Hypertrophy of
adrenal gland was also observed in CUMS+, and splenic hypertrophy was exclusive of LPS-injected
animals. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) levels were decreased in the serum of CUMS+
animals, while no differences were found in the hippocampus and on lipid peroxidation levels. Besides
corroborating the effectiveness of the CUMS model on inducing depressive-like behavior, our findings
suggest that the combination of ethological and pathophysiological components of MDD may provide
a more translational approach. Also, the correlation of increased IFNy peripheral levels with an
anhedonic-like phenotype reinforce the contemporary concept of psychiatric disorders being considered

multi-system inflammatory diseases.

Keywords

Lipopolysaccharide; Chronic unpredictable mild stress; Inflammation; Interferon gamma; Anhedonic-

like behavior; Major Depressive Disorder.
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1 Introduction

Stress is known to be an important trigger and predictor of depressive episodes, independent of
a genetic vulnerability [1] being relevant to major depressive disorder (MDD) etiology. MDD is a highly
disabling mood disorder, which affects approximately 4.4% of adults and is associated with high rates
of treatment resistance [2,3]. Individuals present with depressed mood, loss of interest or pleasure
(anhedonia), sleep disturbances and poor cognitive function [4]. The mood symptoms are mainly
attributed to reduced levels of monoamines in the central nervous system (CNS) [5]. Currently, it has
been discussed that the monoaminergic hypothesis is no longer able to explain itself the

pathophysiological mechanisms underlying the MDD.

For instance, immune system disturbances and inflammation have been constantly implicated
in the MDD pathophysiology and non-responsiveness to antidepressant therapy [2,6,7]. Individuals with
MDD exhibit high levels of inflammatory parameters in the serum including interleukin(IL)-6, IL-18,
interferon (IFN) y and tumor necrosis factor (TNF) a [8,9]. Most compelling evidence of inflammation
implicating on depressive symptoms are described during IFN therapy in patients with hepatitis C and
cancer [10,11]. IFN-induced MDD has been observed in almost half of the patients under a 12-week
IFNa therapy, while concomitant use of antidepressant reduced this incidence [12]. Among the common
symptoms reported after IFN therapy includes fatigue, anorexia, depressed mood, anxiety, and cognitive
dysfunction — which is exhibited by 25-80% of the patients and resembles the sickness-behavior also
induced in animal models [10,13]. IFN therapy has also been shown to increase serum levels of IL-6
and TNFa, as well as disrupt the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis — which is responsible for

the stress response [14,15].

These increased levels of peripheral proinflammatory cytokines are usually accompanied by
reduced levels of neurotrophins, such as brain-derived neurotrophic factor (BDNF), and increased levels
of oxidative stress in the serum of patients [6,16]. Oxidative stress is known to be a mediator and a
product of the inflammatory response, and neuroplasticity and neurogenesis are also disrupted by the

increase of inflammation in the CNS [17]. The low-grade chronic inflammation commonly attributed to
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mood disorders [18,19] may be challenging to mimic in animal models without causing significant
injuries. This inflammatory state is systemic which corroborates the hypothesis of psychiatric disorders,
such as MDD, being considered multi-system inflammatory diseases. Thus, it is possible to assume that
inflammation plays a central role in the complex interrelation of biological processes involved in the
pathophysiology of MDD. In this study, we aimed to evaluate the effect of a two-hit animal model of
depression in peripheral and CNS biochemical parameters as well as its impact on the behavior. By
using a combination of lipopolysaccharide (LPS) injections and chronic stress exposure, we sought to
integrate a pathophysiological component (inflammation) with an etiological environmental component
(chronic stress exposure) considering that this two-hit model would better mimic MDD

pathophysiology.

2 Material and methods

2.1 Animals

Forty-six Wistar rats (from Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de
Laborat6rio — CREAL, Porto Alegre, Brazil), weighing +£300 g and two months old, with free access to
water and food and a 12-h light/dark cycle. The animals were randomly allocated to obtain a similar
average weight among cages and groups, and the protocol was replicated three times. All animals were
housed in individually ventilated cages. From the beginning, non-stressed animals were housed 2-3 per
cage, while stressed rats were isolated [20]. This study was approved by the institutional animal ethics
committee from the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA, #16-0488) and all experimental
procedures were performed in accordance with national (DBCA n° 30/2016 — CONCEA, 2016) and

international (Guide for the care and use of laboratory animals — NIH, 2011) ethical guidelines.
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2.2 Treatments and CUMS protocol

The protocol included the first hit with LPS followed by the chronic unpredictable mild stress
(CUMS) protocol (adapted from Elgarf et al., 2014). First, animals were submitted to four injections of
LPS from Escherichia coli O111:B4 (L2630, Sigma-Aldrich®) at 0.25 mg/kg (diluted in saline at 1

mg/mL) or saline intraperitoneally (i.p.) each other day during one week.

After that, animals from stressed groups (CUMS+) were submitted to the CUMS protocol
adapted from Cai et al. (2015) and Elgarf et al. (2014) during 6 weeks. Seven different stressors were
randomly organized each week to avoid habituation: water deprivation (24 h), food deprivation (24 h),
forced warm swim at 30°C (30 min), forced cool swim at 8°C (5 min), tail pinch (1 min, 1 cm from the
tip of the tail), soiled bedding (24 h, 200 mL water), and restraint (2 h). Stressors were performed during
the morning at different time points each day, but consistently between 9:00 am and 12:00 pm. So,
animals were distributed into four groups: SAL/CUMS- (n=8), SAL/CUMS+ (n=15), LPS/CUMS-

(n=9) and LPS/CUMS+ (n=14) (Figure 1).

SAL/CUMS-
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Figure 1. Experimental design of the two-hit model of depression. From the beginning and after
acclimation, animals from CUMS+ groups were isolated (n=1 per cage). On the first week, animals from

the LPS groups (represented by the dashed line) received four LPS i.p. injections (on days 1, 3, 5, and



72

7). On day 8, CUMS+ animals were submitted to the chronic stress protocol for 6 weeks. After the last
stressor, blood samples were collected from all animals. From day 50 to 52, behavioral was assessed,
followed by euthanasia on day 53. Sucrose consumption was also evaluated weekly. SAL, saline; LPS,
lipopolysaccharide; CUMS, chronic unpredictable mild stress; SPT, sucrose preference test; FST, forced

swim test; OF, open field.

2.3 Body weight and coat state

From day 0, the body weight and coat state of each animal was registered once per week. Body
weight (g) were analyzed as the difference between last and first assessments (indicated by A). The coat
state of six different parts of the body was evaluated: head, neck, dorsal coat, ventral coat, forepaws,
hind paws and genital. Two researchers graded the coat state as 0.0, 0.5 or 1.0 for each area and the total
score of each week was defined by the sum of the scores for each body area, as described previously by

Nollet et al. (2013). Higher scores relate to worst coat conditions and poor self-care behavior.

2.4 Blood sample

On week 7, blood was collected (9:00 am) without anesthesia to avoid interference with
inflammatory parameters. Rats were gently restraint, and 0.5 mL of blood was collected from the lateral
tail vein. Samples were immediately centrifuged (20579, for 10 min, at room temperature) and the serum

was stored at -80°C until further analysis.

2.5 Behavioral assessment

Behavior was assessed during week 7 between 9:00 am and 1:00 pm. All procedures were
recorded with a webcam (C270 HD, Logitech) and the software ANY-maze 5.2 was used for later

analysis.
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2.5.1 Sucrose consumption

Anhedonia is a classic symptom of depression, characterized by lack or diminished interest for
pleasant activities [4]. Before the test, animals were deprived of water for 15 h. At the day of the test,
rats were individualized in clean cages and allowed to habituate to the room for 1 h. After that, two
bottles were provided — one filled with sucrose 1.2% (diluted in the drinking water) and another one
with drinking water [20]. Animals were allowed to drink from both bottles for 1 h. By weighing the
bottles before and after the test, sucrose consumption (g) and preference (%) were determined.
Preference was calculated by [sucrose consumption / (sucrose+water consumption)] x 100. Additionally,

sucrose consumption was evaluated every week.

2.5.2 Forced swim test (FST)

All animals were submitted to the training and test sessions of the forced swim test (FST),
respectively. The FST apparatus consisted of a 50-cm high cylinder with 25-cm-diameter filled with
water (up to 30 cm, at 23-25°C) [24]. During the training session, all rats were positioned in the water
and able to habituate to the water temperature and apparatus for 15 min. After that, each animal was
completely dried and returned to their cages. After 24h, the same occurred during the test, but it lasted
5 min. The depressive-like behavior analysis consisted of using scores for three different behavior such
as swimming, immobility, and climbing during the test. At every 5-s period, a score was registered to

the predominant behavior until the end of the test when each animal totalized 60 scores.

2.5.3 Open field (OF)

Spontaneous locomotor activity and anxiety-like behavior were assessed using the OF. The
apparatus consisted of a round arena of 78-cm diameter with a 36-cm high wall and black floor divided

into 25 spaces, as previously described. All animals were placed in the center of the arena and allowed
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to explore the apparatus for 5 min. The frequency of crossings, average speed and time in the periphery

were evaluated.

2.6 Euthanasia and tissue samples

Animals were decapitated, and the brain was removed as quickly as possible, and the
hippocampus was dissected, weighed and stored at -80°C until biochemical analysis. Also, the spleen
and adrenal gland were removed and weighed. The weight of the hippocampus, adrenal gland and spleen

(9) of each animal were normalized by the respective body weight (g).

2.7 Biochemical analysis

Each hippocampus was manually homogenized with cold protease inhibitor mix (80650123, GE
Healthcare Life Sciences) diluted in phosphate buffered saline (PBS) at an approximately 1:8 (w/v)
ratio. Then, samples were centrifuged (2057g, for 10 min, at 4°C) and the supernatants were collected
and used for the biochemical assays. Both hippocampus homogenates and serum samples were allowed

to thaw at room temperature previous to each assay.

2.7.1 Total protein

For the hippocampus homogenates, samples were diluted in PBS at 1:15 (v/v) and the total
protein was measured by Bradford’s method (Protein Assay Dye Reagent Concentrate, 5000006, Bio-
Rad Laboratories, Inc.). The standard procedure for microplates was performed using bovine serum
albumin (BSA, A7906, Sigma-Aldrich®) as the protein standard according to the manufacturer’s

protocol.
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2.7.2 Inflammatory cytokines

Inflammatory cytokines in the serum samples were assessed using the Milliplex® Map Rat
Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel kit (RECYTMAG-65K, EMD Millipore). Seven different
cytokines — TNFa, IL-1B, C-C motif chemokine (CCL) 11, IL-6, IL-10, IFNy, and monocyte
chemoattractant protein (MCP)-1 — were quantified using Luminex® xMAP® technology according to

the manufacturer’s instructions of the Kit.

2.7.3 BDNF

BDNF levels were measured using a sandwich ELISA kit (ChemiKine™ CYT306, Chemicon®)
according to the manufacturer’s instructions. Serum and homogenates samples were diluted 1:200 (v/v)
and 1:3 (v/v), respectively, in sample diluent. Standards and samples were tilted and incubated in the
plate and diluted biotinylated mouse anti-BDNF monoclonal detection antibody was added. After
washing, streptavidin-horseradish peroxidase conjugate, substrate and stop solutions were added, and

the BDNF concentration (pg/mL) was determined by absorbance at 450 nm.

2.7.4 Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)

For oxidative stress, we measured the levels of TBARS which is directly related to the lipid
peroxidation and expressed by malondialdehyde (MDA) formation. The samples were mixed with SDS
solution and the color reagent containing thiobarbituric acid (TBA, 10009055, Cayman Chemical). After
heated for 1 h, all samples were immediately placed in ice to stop the reaction and centrifuged (1600g,
for 10 min, at 4°C). The supernatants were collected, and the TBARS levels (uM) were determined by

the absorbance at 535 nm. The assay was performed according to the manufacturer’s protocol.
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2.8 Statistical analysis

The normality of the distribution and the homogeneity of variance were assessed by the Shapiro-
Wilk and Levene's tests, respectively. Comparison of means was performed using two-way analysis of
variance (ANOVA) — using the two components of the model as independent factors (LPS - factor 1,
CUMS - factor 2 and LPS*CUMS - interaction. Whenever two-way ANOVA indicated a significant
interaction of factors Tukey post hoc test was performed. Sucrose consumption was also analyzed using
repeated measures ANOVA followed by multiple comparisons adjusted by Bonferroni correction.
Correlations were performed using Pearson’s correlation test. Outliers for sucrose consumption, an
important behavioral outcome for reproducibility of the chronic stress protocol, were determined by the
Grubbs’ test considering alpha equals 0.05 and excluded from all analyses (n=2). Overall, data are

expressed as mean+SEM and two-tailed p<0.05 were considered as statistically significant.

3 Results

3.1 CUMS impaired body weight gain and induced poor self-care

At the end of the experiment, CUMS+ animals presented with reduced body weight when
compared to the first assessment, given by A. Two-way ANOVA indicated a main effect of CUMS
(F1,42=61.73, p<0.001) (Figure 2A). No main effects were observed for LPS (F14,=0.62, p=0.804) and

its interaction with CUMS (F14,=0.52, p=0.821).

As expected, CUMS+ animals exhibited higher scores of coat state after the last week of stress.
Two-way ANOVA indicated a main effect of CUMS (F14,=285.39, p<0.001) and interaction of factors
(F142=6.66, p=0.013), but no main effect for the LPS (F14,=0.90, p=0.348) (Figure 2B). Both
SAL/CUMS+ and LPS/CUMS+ were different from CUMS- groups according to post hoc analysis (all

p<0.001).
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3.2 CUMS induced hypertrophy of the adrenal gland, while LPS injection was sufficient to promote

splenic hypertrophy

CUMS+ groups exhibited increased adrenal gland weight (Figure 2C). Two-way ANOVA
showed a main effect of CUMS (F1,4,=18.45, p<0.001), and no main effects for LPS and interaction of
factors (F1.42=3.13, p=0.084, and F14=1.31, p=0.259, respectively). Interestingly, increased splenic
weight was observed in the LPS-injected animals (Figure 2D). Thus, two-way ANOVA results indicated
a main effect of LPS (F1,41=13.98, p=0.001), with no main effects for CUMS and interaction (F1,4:=0.01,
p=0.910, and F1,41=0.36, p=0.553, respectively). One spleen was not removed intact being excluded for

this variable (SAL/CUMS+, n=14).
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Figure 2. Effects of LPS-CUMS protocol on body weight, coat state, and adrenal and spleen weight. A.

CUMS+ animals exhibited a reduced gain of body weight given by a reduced value of A (main effect
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of CUMS, *p<0.001). B. On day 53, coat state scores were higher in the CUMS+ animals (*p<0.001
compared to SAL/CUMS- and LPS/CUMS-). C. Adrenal gland weight was increased in CUMS+ groups
(main effect of CUMS, *p<0.001). D. LPS led to an increase of splenic weight, which was not affected
by CUMS (main effect of LPS, *p=0.001). Two-way ANOVA followed by Tukey post hoc (where

applicable), and data expressed by mean+SEM.
3.3 Anhedonic-like behavior was dependent on CUMS exposure

In the last week (week 8), CUMS+ groups presented with reduced sucrose consumption and
preference. For both variables, two-way ANOVA indicated a main effect of CUMS (consumption,
F1.4,=24.50, p<0.001; and preference, F14,=7.48, p=0.009), but not for LPS (consumption, F14,=1.65,
p=0.205; and preference, F14,=0.19, p=0.666) and interaction of factors (consumption, Fi4,=1.38,

p=0.247; and preference, F14,=0.08, p=0.777) (Figures 3A and B).

Also, a follow-up on sucrose consumption from week 1 to 7 is provided (Supplementary figure).
Repeated measures ANOVA indicated differences in sucrose consumption among weeks following
LPS-CUMS protocol (Fs252=6.62, p<0.001). Pairwise comparisons indicated that on week 6 sucrose
preference reduced significantly in LPS/ICUMS- (p=0.012 compared to week 2) and LPS/CUMS+

groups (p=0.035 compared to week 4).
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Figure 3. Evaluation of anhedonic-like behavior after LPS-CUMS exposure. A. CUMS+ groups

exhibited a reduced consumption of sucrose compared to non-stressed animals (main effect of CUMS,
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*p<0.001). B. Sucrose preference was also reduced in the CUMS+ animals (main effect of CUMS,
*p<0.001). The dashed line indicates 100% of preference. Two-way ANOVA, and data expressed by

mean+SEM.

3.4 CUMS increased overall locomotor activity and induced an anxiety-like behavior

Regarding overall spontaneous locomotor activity, CUMS+ animals exhibited hyperactivity
indicated by the increased frequency of crossings and average speed (Figure 4A and B). Two-way
ANOVA indicated a main effect of CUMS (crossing, F14,=11.95, p=0.001; and speed, F14=11.28,
p=0.002), but not for LPS (crossing, F14,=0.05, p=0.830; and speed, F14,=0.76, p=0.388) and interaction
of factors (crossing, F14,=0.31, p=0.582; and speed, F14=0.32, p=0.572). CUMS+ animals also
exhibited an anxiety-like behavior by spending more time in the periphery of the OF apparatus (Figure
4C). Two-way ANOVA indicated by a main effect of CUMS (F1,4.=4.32, p=0.044), while no main

effects were observed for LPS (F1,4,=0.69, p=0.412) and interaction of factors (F1.44=0.31, p=0.582).

In the FST, immobility scores were not different among groups (Figure 4D). Two-way ANOVA
did not exhibit main effects for the factors analyzed and interaction for immobility (LPS, F14,=0.93,
p=0.340; CUMS, F14=1.86, p=0.180; and LPS*CUMS, F14,=1.32, p=0.258) and swimming (LPS,
F14=0.39, p=0.538; CUMS, F14,=0.10, p=0.756; and LPS*CUMS, F14,=0.68, p=0.414). CUMS+
groups had lower climbing scores indicated by a main effect for CUMS (F1,4=27.17, p<0.001), but it
was not accompanied by main effects of LPS and interaction of factors (F14,=3.30, p=0.077; and
F14,=3.07, p=0.087, respectively). Swimming and climbing data are presented in the Supplementary

table.
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Figure 4. Effect of LPS-CUMS on locomotor activity in the OF and immobility in the FST. A-C.
CUMS+ animals exhibited an increased frequency of crossings, average speed and time spent in the
periphery regardless of LPS injection (main effect of CUMS, *p<0.05). D. All groups seemed to present
with increased immobility score compared to SAL/CUMS- group, but it was not significant. Two-way

ANOVA, and data expressed by meantSEM.

3.5 LPS/CUMS+ induced peripheral inflammation which was further correlated with anhedonic-like

behavior

IFNy and CCL11 were detected in the serum of all animals, while the levels of the other
cytokines were below the limit of detection. IFNy serum levels were increased by CUMS exposure, but

the LPS/CUMS+ group presented with a higher level (Figure 5A). Two-way ANOVA indicated a main
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effect of CUMS (F14.=5.79, p=0.021) and interaction of factors (F14.=4.77, p=0.035), without main
effect for LPS (F14=0.12, p=0.730). IFNy serum levels of the LPS/CUMS+ group were found to be
significantly different from LPS/CUMS- group (p=0.011) after post hoc analysis. Interestingly, a
significant moderate and negative correlation was identified between IFNy serum levels and both
sucrose consumption (r= -0.64, p=0.013, Figure 6A) and preference (r= -0.66, p=0.010, Figure 6B) in
the LPS/CUMS+ group. No significant correlation was found in the other groups for sucrose
consumption (SAL/CUMS-, r= 0.58 and p=0.128; SAL/CUMS+, r= -0.05 and p=0.876; LPS/CUMS-,
r=0.41 and p=0.273) and preference (SAL/CUMS-, r=-0.32 and p=0.442; SAL/CUMS+, r= 0.02 and
p=0.953; LPS/CUMS-, r=-0.66 and p=0.052). CCL11 levels did not differ among groups (Figure 5B).
There was no indication of main effects following two-way ANOVA for LPS (F1,42=1.51, p=0.226),

CUMS (F1,42=2.69, p=0.109) and interaction of factors (F1,42=0.01, p=0.907).
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Figure 5. Effect of LPS-CUMS on peripheral inflammation, BDNF, and TBARS levels. A-B. IFNy

serum levels were higher in the LPS/CUMS+ (*p=0.011 compared to LPS/CUMS-), while CCL11
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serum levels were similar among groups. C. CUMS exposure reduced BDNF levels in the serum (main
effect of CUMS, *p=0.006). D. No differences were observed regarding TBARS serum levels. Two-
way ANOVA followed by Tukey post hoc (where applicable), and data expressed by mean+SEM. IFN,
interferon; CCL11, C-C motif chemokine 11; BDNF, brain-derived neurotrophic factor; TBARS,

thiobarbituric acid reactive substances.

3.6 CUMS was sufficient to reduce BDNF levels only in the serum, which was not accompanied by

changes in TBARS levels

BDNF serum levels were lower in the CUMS+ (Figure 5C). Two-way ANOVA indicated a
main effect of CUMS for BDNF serum levels (F14=8.32, p=0.006), while no main effects were
observed for LPS (F1,42,=1.27, p=0.265) and interaction of factors (F14,=0.29, p=0.591). TBARS serum
levels did not differ among groups and no main effects of factors were observed (LPS, F14,=2.13,

p=0.152; CUMS, F14,=2.26, p=0.141; and interaction, F14,=0.01, p=0.972) (Figure 5D).
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Figure 6. Correlation between IFNy serum levels and anhedonic-like behavior in the LPS/CUMS+
group. A. Correlation between IFNy serum levels and sucrose consumption. Pearson’s correlation,
coefficient p = -0.64, p=0.013. B. Correlation between IFNy serum levels and sucrose preference.
Pearson’s correlation, coefficient p =-0.66, p=0.010. No significant correlations were found in the other

groups. IFN, interferon.
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3.7 LPS-CUMS exposure did not affect hippocampal BDNF and TBARS levels

Regarding BDNF hippocampal levels, there were no significant main effects for LPS
(F1,24=0.60, p=0.448), CUMS (F124=2.38, p=0.136) and interaction of factors (F124=0.16, p=0.692)
(Table 1). Also, two-way ANOVA did not indicate main effects for any factors regarding hippocampal
TBARS levels (LPS, F12:=0.02, p=0.898; CUMS, F12:=0.03, p=0.876; and interaction, F2:=0.16,
p=0.690) and hippocampal weight (LPS, F124=0.13, p=0.719; CUMS, F12=0.27, p=0.611; and

interaction, F124=0.13, p=0.724) (Table 1).

Table 1. Hippocampal BDNF and TBARS levels and weight following LPS-CUMS exposure.

Group BDNF TBARS# Hippocampal weight
(pg/mg total protein)  (uUM/mg total protein) (/body weight) "
SAL/CUMS- 115.77+6.85 0.71+0.22 0.0610£0.0042 5
SAL/CUMS+ 130.99+14.65 0.75+0.13 0.0578+0.0035 9
LPS/CUMS- 120.71+26.24 0.75+0.19 0.0583+0.0038 6
LPS/CUMS+ 146.66+35.00 0.66+0.11 0.0578+0.0030 8

Two-way ANOVA, data expressed by mean+SEM, all p>0.05. ¥LPS/CUMS- group (n=5). BDNF, brain-

derived neurotrophic factor; TBARS, thiobarbituric acid reactive substances.

4 Discussion

The purpose of the present study was to evaluate the effect of a two-hit animal model of
depression in peripheral and CNS biochemical parameters as well as its impact on the behavior. The
rationale behind our two-hit animal model of depression, using LPS and chronic stress exposure, is
based on the fact that MDD consists of a combination of environmental component and inflammation.

As expected, rats submitted to the CUMS protocol (CUMS+) exhibited depressive-like behavior

—as a result of reduced body weight and sucrose consumption and preference, as well as increased coat
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state scores — and anxiety-like behavior — given by the increased time spent in the periphery of the OF.
In agreement with previous studies, our data highlights the face validity of the CUMS model [25-29].
Chronic stress is known to promote a disruption of the HPA axis, usually indicated by increased levels
of corticosterone in the serum of rodents [28,30]. Thus, hypertrophy of the adrenal gland was observed
in both CUMS+ groups, regardless of LPS injections. It has been reported that individuals with MDD
exhibit hyperactivation of the HPA axis, which ultimately results in increased levels of cortisol [31].
Hence, stress is known to upregulate inflammatory pathways [32]. Nuclear factor kappa B (NFxB) and
glucocorticoids receptors (GR) modulates each other expression, and an imbalance on GR-NF«xB
interaction can result in stress-induced inflammation [33].

Interestingly, we observed that animals submitted to the combined protocol (LPS/CUMS+)
exhibited higher levels of IFNy in the serum, which was further correlated with reduced sucrose
consumption. Other proinflammatory cytokines were not detected, and CCL11 levels were not different
among groups. Classically, IFNy is known to mediate host immune response against pathogens being
used as a treatment for hepatitis C virus infection and cancer [34]. However, patients under IFN therapy
commonly exhibit depressive symptoms [10,11]. The role of IFNy in MDD pathophysiology is thought
to be related to its ability in inducing indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) activity [35,36]. IDO,
expressed in peripheral macrophages and microglia, is the rate-limiting enzyme of the kynurenine
pathway of tryptophan metabolism, which is the primary precursor in the synthesis of serotonin. By
upregulating IDO, IFNy contributes to the depletion of tryptophan and reduction of serotonin levels that
ultimately results in the depressive symptoms exhibited by individuals with MDD, as well as the
anhedonic-like behavior observed exclusively in LPS/CUMS+ rats. This evidence suggests a possible
role of IFNy in mediating the communication between periphery and CNS, but further studies are
required to investigate the supposed mechanisms involved.

Curiously, animals injected with LPS displayed hypertrophy of the spleen regardless of CUMS
exposure, indicating that molecular alterations related to inflammatory priming may persist even after
six weeks of stress exposure [37]. Chronic stress per se has been already described to induce splenic
morphological alterations in rats [38]. The spleen is one of the major lymphoid organs, mainly composed

of lymphocytes and macrophages being considered an essential reservoir of monocytes [39]. Thus, it is
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responsible for blood filtration and host defense against pathogens, as previously observed in LPS
injected mice [40]. Following bacterial and virus infection, the spleen also produces IFN [41]. Under
some pathological circumstances, it has been reported that splenic monocytes reach the bloodstream and
accumulate in injured sites differentiating into macrophages [39,42]. Thus, the combination of LPS
injections and chronic stress exposure seemed to contribute to the activation and proliferation of
monocytes and macrophages, characterized by cell migration and the release of IFNy, which could
explain the splenic hypertrophy observed. So far, our findings support the conceptualization of
psychiatric disorders as a multi-system inflammatory disease [43].

Furthermore, CUMS+ groups presented with reduced BDNF serum levels. Thus, decreased
peripheral levels of BDNF is consistently reported in individuals with MDD [16], and it is known to be
restored by antidepressants [44]. In contrast with previous findings [45,46], hippocampal levels of
BDNF were not reduced following LPS and CUMS exposure. It is possible that stressed animals were
able to recover since the last stressor until hippocampal removal (1 week) [47] or that anhedonic-like
behavior induced by CUMS may not be dependent on changes in CNS BDNF levels [48]. Therefore,
the use of more intense stress protocols should be considered to induce long-lasting changes in
neuroplasticity. Regarding the oxidative stress, we found similar peripheral and hippocampal TBARS
levels across all groups, as demonstrated by Lucca et al. [49]. Considering that TBARS levels represent
a lipid peroxidation marker, unaltered levels may represent a possible adaptation and compensatory
mechanism of the antioxidant system [50]. However, increased oxidative stress has been described in
MDD [51], and preclinical models [52], and possibly other markers could be altered following our
LPS/CUMS protocol.

Some limitations should be acknowledged to our study in order to improve future investigations.
First, the coat state was assessed blindly for LPS treatment but not for CUMS exposure. Second, we did
not assess stress susceptibility and resilience in stressed animals which may contribute to the high
intragroup variability and lack of statistical significance in some of the variables analyzed, such as
immobility in the FST. Third, stressors were performed once per day, and this may contribute to the lack

of significance among groups in the behavior parameters. Thus, the CUMS protocol may be adapted in
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future studies. Forth, peripheral inflammatory cytokines measurement is still a challenge in rodents. The
detection of 2 (IFNy and CCLI11) out of a 7-cytokine panel reflected our struggle on evaluating
inflammatory alterations in this model. Moreover, the quantification of one oxidative stress marker was
not sufficient to observe the effect of the proposed protocol in this parameter.

In summary, besides corroborating the influence and effectiveness of the CUMS model on inducing
depressive-like behavior, our study suggests that the combination of ethological and pathophysiological
components of MDD may provide a more translational animal model. Thus, initial priming with LPS
followed by chronic stress exposure may be a useful tool for the development of new therapies with
either anti-inflammatory and antidepressant potential. Altogether, our findings provide with insights on
improving animal models of depression and support the contemporary concept of psychiatric disorders,

such as MDD, being considered multi-system inflammatory diseases.

Acknowledgements

LPG is a scholarship recipient from the Brazilian Federal Agency for Support and Evaluation
of Graduate Education (CAPES). GH and LFO are scholarship recipient from the National Council for
Scientific and Technological Development (CNPq). EZA is a scholarship recipient from the Foundation

for Research of the State of Rio Grande do Sul (FAPERGS).

Funding

This work was supported by the Research Incentive Fund of HCPA [project number 16-0488].
The authors declare that the funding source had no further role in the study design; analysis, and

interpretation of data; and in writing and submitting the manuscript for publication.

Author’s contributions
LPG, RC, and ARR designed and wrote the protocol. LPG, RC, EDR, BA, EZA, GH, GS, LFO,

and DS performed the LPS-CUMS protocol, behavior, and euthanasia. LPG, EDR, BA, and LFO carried



87

out biochemical analysis. LPG and ARR performed the statistical analysis. LPG and ARR wrote the

manuscript draft, and all authors contributed and approved the final article.

References

[1] K.S. Kendler, L.M. Thornton, C.O. Gardner, Genetic risk, number of previous depressive
episodes, and stressful life events in predicting onset of major depression, Am J Psychiatry. 158 (2001)

582-586. doi:10.1176/appi.ajp.158.4.582.

[2] E. Haroon, A.W. Daguanno, B.J. Woolwine, D.R. Goldsmith, W.M. Baer, E.C. Wommack, J.C.
Felger, A.H. Miller, Antidepressant treatment resistance is associated with increased inflammatory
markers in patients with major depressive disorder, Psychoneuroendocrinology. 95 (2018) 43-49.

doi:10.1016/j.psyneuen.2018.05.026.

[3] W.H.O. WHO, Depression and Other Common Mental Disorders - Global Health Estimates,

(2017).

[4] American Psychiatric Association, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders

(DSM-5®), American Psychiatric Pub, 2013.

[5] G.R. Heninger, P.L. Delgado, D.S. Charney, The revised monoamine theory of depression: a
modulatory role for monoamines, based on new findings from monoamine depletion experiments in

humans, Pharmacopsychiatry. 29 (1996) 2-11. doi:10.1055/s-2007-979535.

[6] D. Lindqvist, F.S. Dhabhar, S.J. James, C.M. Hough, F.A. Jain, F.S. Bersani, V.l. Reus, J.E.
Verhoeven, E.S. Epel, L. Mahan, R. Rosser, O.M. Wolkowitz, S.H. Mellon, Oxidative stress,
inflammation and treatment response in major depression, Psychoneuroendocrinology. 76 (2017) 197—

205. doi:10.1016/j.psyneuen.2016.11.031.



88

[7] A.H. Miller, C.L. Raison, The role of inflammation in depression: from evolutionary imperative

to modern treatment target, Nat. Rev. Immunol. 16 (2016) 22-34. d0i:10.1038/nri.2015.5.

[8] AJ. Eidan, R.A. Al-Harmoosh, H.M. Al-Amarei, Estimation of IL-6, INFy, and Lipid Profile
in Suicidal and Nonsuicidal Adults with Major Depressive Disorder, J. Interferon Cytokine Res. 39

(2019) 181-189. doi:10.1089/jir.2018.0134.

[9] R. Haapakoski, J. Mathieu, K.P. Ebmeier, H. Alenius, M. Kiviméki, Cumulative meta-analysis
of interleukins 6 and 1, tumour necrosis factor o and C-reactive protein in patients with major

depressive disorder, Brain Behav. Immun. 49 (2015) 206-215. doi:10.1016/j.bbi.2015.06.001.

[10] L. Capuron, J.F. Gumnick, D.L. Musselman, D.H. Lawson, A. Reemsnyder, C.B. Nemeroff,
A.H. Miller, Neurobehavioral effects of interferon-alpha in cancer patients: phenomenology and
paroxetine responsiveness of symptom dimensions, Neuropsychopharmacology. 26 (2002) 643-652.

doi:10.1016/S0893-133X(01)00407-9.

[11] M. Udina, R. Navinés, E. Egmond, G. Oriolo, K. Langohr, D. Gimenez, M. Valdés, E. Gomez-
Gil, I. Grande, M. Gratacés, F. Kapczinski, F. Artigas, E. Vieta, R. Sola, R. Martin-Santos,
Glucocorticoid Receptors, Brain-Derived Neurotrophic Factor, Serotonin and Dopamine
Neurotransmission are Associated with Interferon-Induced Depression, Int. J. Neuropsychopharmacol.

19 (2016). doi:10.1093/ijnp/pyv135.

[12] D.L. Musselman, D.H. Lawson, J.F. Gumnick, A.K. Manatunga, S. Penna, R.S. Goodkin, K.
Greiner, C.B. Nemeroff, A.H. Miller, Paroxetine for the prevention of depression induced by high-dose

interferon alfa, N. Engl. J. Med. 344 (2001) 961-966. doi:10.1056/NEJM200103293441303.

[13] C.L. Raison, M. Demetrashvili, L. Capuron, A.H. Miller, Neuropsychiatric adverse effects of
interferon-alpha:  recognition and management, CNS Drugs. 19 (2005) 105-123.

d0i:10.2165/00023210-200519020-00002.



89

[14] C.L.Raison, A.S. Borisov, B.J. Woolwine, B. Massung, G. Vogt, A.H. Miller, Interferon-alpha
effects on diurnal hypothalamic-pituitary-adrenal axis activity: relationship with proinflammatory

cytokines and behavior, Mol. Psychiatry. 15 (2010) 535-547. doi:10.1038/mp.2008.58.

[15] A. Russell, N. Hepgul, N. Nikkheslat, A. Borsini, Z. Zajkowska, N. Moll, D. Forton, K.
Agarwal, T. Chalder, V. Mondelli, M. Hotopf, A. Cleare, G. Murphy, G. Foster, T. Wong, G.A. Schiitze,
M.J. Schwarz, N. Harrison, P.A. Zunszain, C.M. Pariante, Persistent fatigue induced by interferon-
alpha: a novel, inflammation-based, proxy model of chronic fatigue syndrome,

Psychoneuroendocrinology. 100 (2019) 276-285. doi:10.1016/j.psyneuen.2018.11.032.

[16] A. Cattaneo, N. Cattane, V. Begni, C.M. Pariante, M.A. Riva, The human BDNF gene:
peripheral gene expression and protein levels as biomarkers for psychiatric disorders, Translational

Psychiatry. 6 (2016) €958. doi:10.1038/tp.2016.214.

[17] E.S. Wohleb, T. Franklin, M. lwata, R.S. Duman, Integrating neuroimmune systems in the

neurobiology of depression, Nat. Rev. Neurosci. 17 (2016) 497-511. doi:10.1038/nrn.2016.69.

[18] N. Rohleder, Stimulation of systemic low-grade inflammation by psychosocial stress,

Psychosom Med. 76 (2014) 181-189. doi:10.1097/PSY.0000000000000049.

[19] J.D. Rosenblat, R.S. Mclintyre, Bipolar Disorder and Inflammation, Psychiatr. Clin. North Am.

39 (2016) 125-137. doi:10.1016/j.psc.2015.09.006.

[20] M. Papp, Models of affective illness: chronic mild stress in the rat, Curr Protoc Pharmacol.

Chapter 5 (2012) Unit 5.9. doi:10.1002/0471141755.ph0509s57.

[21]  A.-S.A.Elgarf, S. Aboul-Fotouh, H.A. Abd-Alkhalek, M. El Tabbal, A.N. Hassan, S.K. Kassim,
G.A. Hammouda, K.A. Farrag, A.M. Abdel-tawab, Lipopolysaccharide repeated challenge followed by
chronic mild stress protocol introduces a combined model of depression in rats: reversibility by
imipramine and pentoxifylline, Pharmacol. Biochem. Behav. 126 (2014) 152-162.

doi:10.1016/j.pbb.2014.09.014.



90

[22] L. Cai, R. Li, W. Tang, G. Meng, X. Hu, T. Wu, Antidepressant-like effect of geniposide on
chronic unpredictable mild stress-induced depressive rats by regulating the hypothalamus-pituitary-

adrenal axis, Eur Neuropsychopharmacol. 25 (2015) 1332-1341. doi:10.1016/j.euroneuro.2015.04.009.

[23] M. Nollet, A.-M. Le Guisquet, C. Belzung, Models of depression: unpredictable chronic mild
stress in  mice, Curr  Protoc  Pharmacol.  Chapter 5 (2013) Unit  5.65.

doi:10.1002/0471141755.ph0565s61.

[24] D.A. Slattery, J.F. Cryan, Using the rat forced swim test to assess antidepressant-like activity in

rodents, Nat Protoc. 7 (2012) 1009-1014. doi:10.1038/nprot.2012.044.

[25] M.D. Kvarta, K.E. Bradbrook, H.M. Dantrassy, A.M. Bailey, S.M. Thompson, Corticosterone
mediates the synaptic and behavioral effects of chronic stress at rat hippocampal temporoammonic

synapses, J. Neurophysiol. 114 (2015) 1713-1724. doi:10.1152/jn.00359.2015.

[26] M. Papp, P. Gruca, M. Lason-Tyburkiewicz, P. Willner, Antidepressant, anxiolytic and
procognitive effects of subacute and chronic ketamine in the chronic mild stress model of depression,

Behav Pharmacol. 28 (2017) 1-8. doi:10.1097/FBP.0000000000000259.

[27] Q. Song, C. Fan, P. Wang, Y. Li, M. Yang, S.Y. Yu, Hippocampal CA1 BCaMKII mediates
neuroinflammatory  responses via COX-2/PGE2 signaling pathways in depression, J

Neuroinflammation. 15 (2018). do0i:10.1186/s12974-018-1377-0.

[28] Y.M. Ulrich-Lai, H.F. Figueiredo, M.M. Ostrander, D.C. Choi, W.C. Engeland, J.P. Herman,
Chronic stress induces adrenal hyperplasia and hypertrophy in a subregion-specific manner, Am. J.

Physiol. Endocrinol. Metab. 291 (2006) E965-973. doi:10.1152/ajpendo.00070.2006.

[29] P.Willner, A. Towell, D. Sampson, S. Sophokleous, R. Muscat, Reduction of sucrose preference
by chronic unpredictable mild stress, and its restoration by a tricyclic antidepressant,

Psychopharmacology (Berl.). 93 (1987) 358-364.



91

[30] A. Gadek-Michalska, J. Spyrka, P. Rachwalska, J. Tadeusz, J. Bugajski, Influence of chronic

stress on brain corticosteroid receptors and HPA axis activity, Pharmacol Rep. 65 (2013) 1163-1175.

[31] J. Keller, R. Gomez, G. Williams, A. Lembke, L. Lazzeroni, G.M. Murphy, A.F. Schatzberg,
HPA Axis in Major Depression: Cortisol, Clinical Symptomatology, and Genetic Variation Predict

Cognition, Mol Psychiatry. 22 (2017) 527-536. doi:10.1038/mp.2016.120.

[32] Y.-Z. Liu, Y.-X. Wang, C.-L. Jiang, Inflammation: The Common Pathway of Stress-Related

Diseases, Front Hum Neurosci. 11 (2017). doi:10.3389/fnhum.2017.00316.

[33] M. Bekhbat, S.A. Rowson, G.N. Neigh, Checks and balances: The glucocorticoid receptor and
NFkB in good times and bad, Front Neuroendocrinol. 46 (2017) 15-31.

doi:10.1016/j.yfrne.2017.05.001.

[34] G. Kak, M. Raza, B.K. Tiwari, Interferon-gamma (IFN-y): Exploring its implications in

infectious diseases, Biomol Concepts. 9 (2018) 64—79. doi:10.1515/bmc-2018-0007.

[35] A.A.-B. Badawy, Kynurenine Pathway of Tryptophan Metabolism: Regulatory and Functional

Aspects, Int J Tryptophan Res. 10 (2017) 1178646917691938. doi:10.1177/1178646917691938.

[36] J.C.O’Connor, C. André, Y. Wang, M.A. Lawson, S.S. Szegedi, J. Lestage, N. Castanon, K.W.
Kelley, R. Dantzer, Interferon-gamma and tumor necrosis factor-alpha mediate the upregulation of
indoleamine 2,3-dioxygenase and the induction of depressive-like behavior in mice in response to

bacillus Calmette-Guerin, J. Neurosci. 29 (2009) 4200—4209. doi:10.1523/JNEUROSCI.5032-08.2009.

[37] A.C. Rossetti, M. Papp, P. Gruca, M.S. Paladini, G. Racagni, M.A. Riva, R. Molteni, Stress-
induced anhedonia is associated with the activation of the inflammatory system in the rat brain:
Restorative effect of pharmacological intervention, Pharmacol. Res. 103 (2016) 1-12.

doi:10.1016/j.phrs.2015.10.022.

[38] M.E. Hernandez, L. Martinez-Mota, C. Salinas, R. Marquez-Velasco, N.G. Hernandez-Chan, J.

Morales-Montor, M. Pérez-Tapia, M.L. Streber, I. Granados-Camacho, E. Becerril, B.-H. Javier, L.



92

Pavén, Chronic Stress Induces Structural Alterations in Splenic Lymphoid Tissue That Are Associated
with Changes in Corticosterone Levels in Wistar-Kyoto Rats, Biomed Res Int. 2013 (2013).

doi:10.1155/2013/868742.

[39] B.T. Noble, F.H. Brennan, P.G. Popovich, The spleen as a neuroimmune interface after spinal

cord injury, J. Neuroimmunol. 321 (2018) 1-11. doi:10.1016/j.jneuroim.2018.05.007.

[40] M.J. Ramos-Benitez, C. Ruiz-Jimenez, J.J. Rosado-Franco, W.D. Ramos-Pérez, L.B. Mendez,
A. Osuna, A.M. Espino, Fh15 Blocks the Lipopolysaccharide-Induced Cytokine Storm While
Modulating Peritoneal Macrophage Migration and CD38 Expression within Spleen Macrophages in a

Mouse Model of Septic Shock, MSphere. 3 (2018). doi:10.1128/mSphere.00548-18.

[41] M. Saito, T. Ebina, M. Koi, T. Yamaguchi, Y. Kawade, N. Ishida, Induction of interferon-
gamma in mouse spleen cells by OK-432, a preparation of Streptococcus pyogenes, Cell. Immunol. 68

(1982) 187-192.

[42] F.K. Swirski, M. Nahrendorf, M. Etzrodt, M. Wildgruber, V. Cortez-Retamozo, P. Panizzi, J.-
L. Figueiredo, R.H. Kohler, A. Chudnovskiy, P. Waterman, E. Aikawa, T.R. Mempel, P. Libby, R.
Weissleder, M.J. Pittet, Identification of splenic reservoir monocytes and their deployment to

inflammatory sites, Science. 325 (2009) 612-616. doi:10.1126/science.1175202.

[43] M. Leboyer, I. Soreca, J. Scott, M. Frye, C. Henry, R. Tamouza, D.J. Kupfer, Can bipolar
disorder be viewed as a multi-system inflammatory disease?, J Affect Disord. 141 (2012) 1-10.

doi:10.1016/j.jad.2011.12.049.

[44]  A.Sheldrick, S. Camara, M. llieva, P. Riederer, T.M. Michel, Brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) and neurotrophin 3 (NT3) levels in post-mortem brain tissue from patients with depression
compared to healthy individuals -a proof of concept study, Eur. Psychiatry. 46 (2017) 65-71.

doi:10.1016/j.eurpsy.2017.06.009.



93

[45] S. Murakami, H. Imbe, Y. Morikawa, C. Kubo, E. Senba, Chronic stress, as well as acute stress,
reduces BDNF mRNA expression in the rat hippocampus but less robustly, Neurosci. Res. 53 (2005)

129-139. doi:10.1016/j.neures.2005.06.008.

[46] S.-S. Shi, S. Shao, B. Yuan, F. Pan, Z.-L. Li, Acute Stress and Chronic Stress Change Brain-
Derived Neurotrophic Factor (BDNF) and Tyrosine Kinase-Coupled Receptor (TrkB) Expression in
Both Young and Aged Rat Hippocampus, Yonsei Med J. 51 (2010) 661-671.

doi:10.3349/ymj.2010.51.5.661.

[47] J.B. Ortiz, C.D. Conrad, The impact from the aftermath of chronic stress on hippocampal
structure and function: Is there a recovery?, Frontiers in Neuroendocrinology. 49 (2018) 114-123.

doi:10.1016/j.yfrne.2018.02.005.

[48] . Allaman, M. Papp, R. Kraftsik, H. Fiumelli, P.J. Magistretti, J.-L. Martin, Expression of brain-
derived neurotrophic factor is not modulated by chronic mild stress in the rat hippocampus and

amygdala, Pharmacol Rep. 60 (2008) 1001-1007.

[49] G. Lucca, C.M. Comim, S.S. Valvassori, G.Z. Réus, F. Vuolo, F. Petronilho, F. Dal-Pizzol, E.C.
Gavioli, J. Quevedo, Effects of chronic mild stress on the oxidative parameters in the rat brain,

Neurochem. Int. 54 (2009) 358-362. doi:10.1016/j.neuint.2009.01.001.

[50] G.E. Mejia-Carmona, K.L. Gosselink, G. Pérez-Ishiwara, A. Martinez-Martinez,
Oxidant/antioxidant effects of chronic exposure to predator odor in prefrontal cortex, amygdala, and

hypothalamus, Mol. Cell. Biochem. 406 (2015) 121-129. doi:10.1007/s11010-015-2430-2.

[51] M. Vavékova, Z. Duragkova, J. Trebaticka, Markers of Oxidative Stress and Neuroprogression

in Depression Disorder, Oxidative Medicine and Cellular Longevity. (2015). doi:10.1155/2015/898393.

[52] M. Herbet, A. Korga, M. Gawronska-Grzywacz, M. Izdebska, I. Pigtkowska-Chmiel, E.
Poleszak, A. Wrobel, W. Matysiak, B. Jodtowska-Jedrych, J. Dudka, Chronic Variable Stress Is

Responsible for Lipid and DNA Oxidative Disorders and Activation of Oxidative Stress Response



94

Genes in the Brain of Rats, Oxidative Medicine and Cellular Longevity. (2017).

doi:10.1155/2017/7313090.



95

Supplementary material

12+

—®— SAL/CUMS-
—@—- SAL/CUMS+
-®-- LPS/CUMS-
-®- LPS/CUMS+

Sucrose consumption (g)
[e)]
|

Weeks

Supplementary figure. Follow-up on sucrose consumption during LPS-CUMS exposure. Although
variations within weeks were observed, a significant reduction on sucrose consumption was observed
in the LPS/CUMS- and LPS/CUMS+ groups (*all p<0.05 compared to week 2 and 4, respectively).

Repeated measures ANOVA, data expressed by mean+SEM.

Supplementary table. Scores of swimming and climbing in the FST after

LPS-CUMS exposure.

Group Swimming Climbing n
SAL/CUMS- 24.25+2.91 6.63+2.34 8
SAL/CUMS+ 19.33+3.36 0.20+0.14 15
LPS/CUMS- 18.00+4.73 3.33+0.97 9
LPS/CUMS+ 20.21+£2.03 0.14+0.10 14

Two-way ANOVA, data expressed by mean+SEM.
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Abstract

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

outcome in animal models of BD further.

Keywords

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

Thiobarbituric acid reactive substances.



101

1. Introduction

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

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

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

2016).

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

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

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

2. Methods

2.1. Animals

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

laboratory animals — NIH, 2011) ethical standards.

2.2. Treatment groups

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

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

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

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

2.4. Euthanasia and sample collection

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

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

2.5. Sample preparation

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

until further analysis.
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2.6. Biochemical analyses

2.6.1. Total protein

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

spectrophotometer at 750 nm.

2.6.2. TNFa

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

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

2.6.3. TBARS

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

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

2.7. Western blot

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

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

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

2.7. Statistical analyses

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

were considered as statistically significant.

3. Results

3.1. AMPH induced hyperactivity

AMPH-injected rats presented with overall hyperactivity in the open field indicated by an
increased number of crossings, average speed, and distance traveled (Figure 1A-C). Two-way ANOVA
indicated a main effect of model for all variables (crossing, F125=9.80, p=0.004; speed, F125=10.47,
p=0.003; and distance, F125=11.26, p=0.003), with no main effects for treatment (crossing, F1,2=0.61,
p=0.444; speed, F1,s=1.86, p=0.185; and distance, F125=2.06, p=0.164) and interaction of factors
(crossing, F125=1.29, p=0.266; speed, F1:5=0.46, p=0.502; and distance, F125=0.38, p=0.502). No
differences were observed for time in the periphery (model, F125=0.69, p=0.415; treatment, F1,25=1.33,

p=0.260; and interaction, F125=2.12, p=0.158) (Figure 1D).
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Figure 1. Effects of AMPH and lithium in the locomotor behavior. A-C. AMPH increased the frequency
of crossing, average speed and distance traveled (*main effect of model, *p<0.005). D. Time spent in

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

3.2. AMPH did not increase TNFa and TBARS levels

TNFa levels in the serum were below the limit of detection. In the brain, AMPH did not induced
inflammation dependent on TNFa levels and lithium did not exert any changes in these levels. Two-
way ANOVA did not indicate main effects of model (PFC, F125=0.50, p=0.485; HIP, F124=0.53,
p=0.474; and ST, F1,5=0.01, p=0.995), treatment (PFC, F1,5=0.24, p=0.632; HIP, F1,,=0.03, p=0.867;
and ST, F1,25=0.66, p=0.425) and interaction (PFC, F125=0.16, p=0.692; HIP, F124=1.25, p=0.276; and

ST, F125=0.78, p=0.386) (Figure 2A).
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Figure 2. TNFo and TBARS levels in the brain. A-B. In the PFC, HIP and ST, AMPH and lithium

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

Unexpectedly, AMPH injection did not increase TBARS levels in both serum (Figure 3) and
brain structures (Figure 2B). In the serum, lithium treatment increased lipid peroxidation indicated by
treatment effect (F125=8.05, p=0.009), but no main effects for model and interaction of factors were
observed (F125=0.29, p=0.598; and F125=0.01, p=0.962, respectively) following two-way ANOVA. In
the brain, there were no main effects of model (PFC, F125=0.08, p=0.779; HIP, F12,=0.81, p=0.379; and
ST, F125=0.34, p=0.566), treatment (PFC, F125=0.01, p=0.945; HIP, F12.=0.02, p=0.880; and ST,
F125=0.03, p=0.859) and interaction (PFC, Fi25=1.14, p=0.295; HIP, F12=0.01, p=0.983; and ST,

F125=1.21, p=0283)
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Figure 3. Serum levels of TBARS after AMPH injection and lithium treatment. AMPH did not promote
increase of lipid peroxidation, but lithium treatment increased TBARS in the serum of treated rats (main

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

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

AMPH did not altered the levels of claudin-5 in the brain. Two-way ANOVA did not indicate
main effects for model (PFC, F125=0.16, p=0.692; HIP, F;2=1.25, p=0.276; and ST, F12=0.78,
p=0.386), treatment (PFC, F125=0.16, p=0.692; HIP, F124=1.25, p=0.276; and ST, F15=0.78, p=0.386)
and (PFC, F125=0.16, p=0.692; HIP, F124=1.25, p=0.276; and ST, F125=0.78, p=0.386) after two-way

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

by meantSEM.

4, Discussion

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

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

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

2019).

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

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

2018; Ossani et al., 2019).

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

2012; Northrop and Yamamoto, 2012).

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

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

psychiatric disorders.

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

(Guloksuz et al., 2012).

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

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

BBB disruption.
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Abstract

Objective: We aimed to investigate the neuroprotective effects of the acute EX-4 treatment in
an animal model of inflammation. Therefore, we evaluated three different doses of EX-4 on
inflammatory, neurotrophic and oxidative stress parameters in the hippocampus as well as in

the serum of lipopolysaccharide(LPS)-injected animals.

Methods: Rats were injected with LPS (0.25 mg/kg i.p.) and treated with different doses of
EX-4 (0.1, 0.3, and 0.5 pg/kg i.p.). Sickness behavior was assessed by locomotor activity and
body weight. At the end of the experiment, depressive-like behavior was also evaluated. Brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), thiobarbituric acid reactive species (TBARS) and
interleukin (IL)-6 were quantified in the serum and hippocampus. Glycemia was also analyzed

pre- and post-EX-4 treatment.

Results: LPS groups exhibited a decreased frequency of crossing and reduced body weight, but
depressive-like behavior was not observed. The higher dose of EX-4 significantly reduced IL-
6 in the hippocampus of LPS-injected animals, and EX-4 per se reduced TBARS serum levels

with a modest antioxidant effect in the LPS groups.

Conclusion: Our study provides relevant evidence on acute effects of EX-4 treatment which
contributes to future studies on repurposing compounds with anti-inflammatory and

neuroprotective properties for the management of CNS disorders and associated comorbidities.

Keywords

Inflammation; Interleukin-6; Brain-derived neurotrophic factor; Thiobarbituric acid reactive

substances; Glucagon-like peptide 1.
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1. Introduction

Over the last years, synthetic analogs of the glucagon-like peptide-1 (GLP-1) have been
used as a treatment of type 2 diabetes mellitus®. Exendin-4 (EX-4, or exenatide) is a natural 39-
residue peptide that was first isolated from the salivary secretions of a Gila monster (Heloderma
suspectum, Helodermatidae) and exhibits a longer half-life than the endogenous peptide’.
Interestingly, GLP-1 receptors (GLP-1r) are not exclusive of the islet  cells in the pancreas. In
the central nervous system (CNS), GLP-1r are mainly expressed by neurons in most regions of
the brain, including hypothalamus and hippocampus?®3. GLP-1r agonists also promote weight
loss, and protective effects have also been described in the heart, kidney, and brain in animals
and humans®*, which result in different potential therapeutic effects and enable its use on other

pathological conditions besides diabetes.

Increased inflammatory cytokines and oxidative stress levels and reduced neurotrophin
levels have been implicated in the pathophysiology of CNS disorders, including psychiatric
disorders and neurodegenerative diseases>®. Inflammation and more specifically interleukin
(IL)-6 is directly related to insulin resistance, which may explain why patients with diabetes
usually present with depression and have a higher risk to develop Alzheimer’s and Parkinson’s
diseases’®. Preclinical studies have reported that GLP-1r agonists exert a neuroprotective role
by activating pathways involved in cell proliferation, growth, survival, and repair, mainly in

animal models of diabetes and neurodegenerative diseases®*?.

Recent evidence showed the activation of neurotrophic pathways and the inhibition of
apoptotic signaling in mice that were treated with exenatide for two months*2. Also, GLP-1 has
demonstrated an effect on enhancing antioxidant capacity in various tissues by activating cyclic
adenosine monophosphate (CAMP), phosphoinositide 3-kinase (PI3K) and protein kinase C

(PKC)*3. Downregulation of TNF-a expression has also been described in intestinal smooth
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muscle cells culture!* and mice®® that were co-administered with lipopolysaccharide (LPS) and
EX-4. Given this evidence, we aimed to investigate whether EX-4, following acute treatment,
may exert neuroprotective effects in a rat model of acute inflammation in a dose-dependent
manner. Therefore, we evaluated three different doses of EX-4 on inflammatory, neurotrophic
and oxidative stress parameters in the hippocampus as well as in the serum of LPS-injected

animals.

2. Methods
2.1. Animals

Sixty-nine male Wistar rats (300 g and two months old, from Centro de Reproducéo e
Experimentacédo de Animais de Laboratério — CREAL, Porto Alegre, Brazil) were housed 2-3
in a standard cage with free access to water and food and a 12-h light/dark cycle. This study
was approved by the institutional animal care and use committee from the Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA, project number 15-0002) and all experimental procedures were
performed in accordance with national (DBCA n° 30/2016 — CONCEA, 2016) and international

(Guide for the care and use of laboratory animals — NIH, 2011) ethical standards.

2.2. Drugs and treatments

Initially, animals were assigned into two experimental groups (saline or LPS) and
received either LPS from Escherichia coli O111:B4 (0.25 mg/kg diluted in saline; L2630,
Sigma-Aldrich®, Saint Louis, USA) or saline intraperitoneally (i.p.) (Figure 1). Subsequently,
animals were either injected i.p. with saline or EX-4 (0.1, 0.3 or 0.5 pg/kg diluted in saline;

ab120214, Exendin-4/Exenatide, ABCAM, Cambridge, UK). The regimen was previously
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described by Porsolt et al. (1978) to evaluate antidepressant effects in rodents by administrating
the compound of interest 1, 19 and 23 h previous to the forced swim test.

Thus, animals were divided into eight groups: (1) Saline+Saline (n=8), (2) Saline+EX-
4 0.1 (n=9), (3) Saline EX-4 0.3 (n=6), (4) Saline+EX-4 0.5 (n=9), (5) LPS+Saline (n=9), (6)

LPS+EX-4 0.1 (n=10), (7) LPS+EX-4 0.3 (n=9), and (8) LPS+EX-4 0.5 (n=9).

Saline

EX-40.1
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EX-40.3
- - Blood
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Figure 1. Experimental design. Previous to EX-4 treatment, rats were injected with LPS or
saline (i.p.) at 0 h, and glycemia was evaluated. At 4 h, animals were submitted to FST training
session and divided into four groups of treatment (saline, and EX-4 0.1 or 0.3 or 0.5 pg/kg i.p.,
white arrows). Sickness behavior was evaluated by variation on body weight, and locomotor
activity in the open field (at 7 h). Depressive-like behavior was evaluated in the FST test session
(at 28 h), and right after the glycemia was reassessed. Then, animals were euthanized, and
biological samples were collected. BW, body weight; EX-4, exendin-4; LPS,

lipopolysaccharide; FST, forced swim test.
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2.3. Behavioral Assessment

Behavioral tests were recorded with a webcam (C270 HD, Logitech) and analyzed using

a video tracking system.
2.3.1. Open Field

Sickness behavior was assessed by spontaneous locomotor activity using the open field.
The apparatus consisted of a round arena (78-cm diameter, 36-cm high) with black floor divided
into 25 spaces. All animals were placed in the center of the arena and allowed to explore for 5

min.
2.3.2. Forced Swim Test (FST)

Animals were submitted to training (15 min) and test sessions (5 min). Rats were placed
individually in a cylinder (25-cm diameter, 50-cm high) filled with water (up to 30 cm, at 23-
25°C)1%17 Each animal was dried and returned to their cages after sessions. The analysis
consisted of using scores for three different behavior such as swimming, immobility, and
climbing during the test session. At every 5-s period, a score was registered to the predominant

behavior until the end of the test when each animal totalized 60 scores.

2.4. Glycemia

Non-fasting rats were gently restrained, and a small puncture was made in the lateral
tail vein using a sterile needle, and glycemia was accessed using a glucose meter (Accu-Check®
Performa, Roche Diagnostics). Data were obtained as mg/dL, and the variation of glycemia

(difference of pre- and post-EX-4) levels was analyzed.
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2.5. Serum and Tissue Samples

All animals were decapitated, and the troncular blood was collected and centrifuged
(2057g, 10 min, room temperature). Also, the brain was removed, and the hippocampus was

dissected. Both serum and tissue samples were frozen and stored at -80°C until further analysis.

Before the biochemical analysis, the hippocampus was manually homogenized with
cold protease inhibitor (80650123, GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, USA) diluted in
phosphate buffered saline (PBS) at a 1:8 (w/v) ratio. Then, samples were centrifuged (20579,

10 min, 4°C) and the supernatants were collected and used for the biochemical assays.

2.6. Biochemical Analyses
2.6.1. Total Protein

Hippocampus homogenates were further diluted in PBS at 1:15 (v/v) and the total
protein was measured by Bradford’s method (5000006, Bio-Rad Laboratories, Inc., California,
USA). The standard procedure for microplates was performed using bovine serum albumin
(A7906, Sigma-Aldrich®, Saint Louis, USA) as the protein standard and according to the

manufacturer’s protocol.
2.6.2. Interleukin-6 (IL-6)

Serum and hippocampus levels of IL-6 were analyzed by ELISA (Novex KRC0061,
Life Technologies Corp., Frederick, USA). All serum and homogenates samples were diluted
1:2 (v/v) and 1:10 (v/v), respectively, in the sample diluent provided in the kit, and processed

according to the manufacturer’s instructions.
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At the end of the experiment, serum levels of I1L-6 were detected in only a few saline-
injected animals (n=2), and almost all LPS-injected rats. Thus, the number of animals was
reduced only in the LPS+Sal (n=7) and LPS+EX-4 0.5 (n=6) groups (n of the other groups

remained the same — see section 2.2.).

2.6.3. Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)

BDNF levels were measured using an ELISA kit (ChemiKine™ CYT306, Millipore,
Massachusetts, USA) according to the manufacturer’s instructions. Serum and homogenates

samples were diluted 1:200 (v/v) and 1:3 (v/v) in sample diluent.

2.6.4. Thiobarbituric Acid Reactive Species (TBARS)

TBARS was measured using a colorimetric assay kit (10009055, Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, USA) according to the manufacturer’s protocol. Samples were not

diluted, and the TBARS levels were given by malondialdehyde formation (uUM).

2.7. Statistical Analyses

The normality of the distribution (Shapiro-Wilk test) and the homogeneity of variance
(Levene's test) were analyzed. Thus, the inverse normal transformation was used to obtain a
Gaussian distribution of TBARS serum levels. The variation (A) of body weight was
determined by the difference between last and first assessments, and the same was performed
for glycemia. Two-way ANOVA — using model (saline and LPS) and treatment (saline, EX-4
0.1, 0.3 and 0.5) as independent factors — was performed; and, when applicable, it was followed
by Tukey post hoc test. One-way ANOVA was performed to compare IL-6 levels in the serum

and hippocampus among LPS groups (see section 2.6.2). Except for IL-6 levels, animals with



127

any missing data were excluded from all analyses. Overall, data are expressed as mean+SEM

and all p<0.05 were considered as statistically significant.

3. Results

3.1. LPS induced sickness behavior which was not improved by any dose of EX-4

A significant body weight reduction was observed in the LPS groups given by lower
Abody weight when compared to saline-injected groups. Two-way ANOVA indicated a main
effect of the model, with no main effects of treatment and interaction of factors (Table 1, Figure

2A).

Also, reduced overall activity in the open field was observed in the LPS groups. LPS
reduced the number of crossings and average speed (Figure 2B). A main effect of the model

was observed following two-way ANOVA for both variables (Table 1).
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Figure 2. LPS and EX-4 effects on body weight and spontaneous locomotor behavior. A. LPS-
injected animals presented with reduced body weight at the end of the experiment (main effect
of model, *p<0.001). B-C. LPS-injected animals exhibited reduced spontaneous locomotor
behavior compared to saline groups (main effect of model, *p<0.001). Two-way ANOVA,

mean + SEM, n=6-10.
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The scores of immobility, swimming and climbing were similar across groups (Table

S1). Thus, no main effects were observed following two-way ANOVA (Table 1).

Table 1. Results of two-way ANOVA on body weight and behavioral

variables.

Dependent Effects F-value df p-value

variable

/\Body weight Model 129.88 1,61 <0.001
Treatment 2.28 3,61 0.089
Interaction 0.59 3,61 0.627

Crossings Model 43.16 1,61 <0.001
Treatment 2.42 3,61 0.075
Interaction 1.59 3,61 0.202

Speed Model 37.68 1,61 <0.001
Treatment 1.43 3,61 0.241
Interaction 1.35 3,61 0.266

Immobility Model 0.06 1,61 0.808
Treatment 1.40 3,61 0.250
Interaction 1.83 3,61 0.152

Swimming Model 0.44 1,61 0.510
Treatment 1.34 3,61 0.271
Interaction 1.28 3,61 0.289

Climbing Model 0.59 1,61 0.446
Treatment 0.40 3,61 0.755
Interaction 1.97 3,61 0.129

Abbreviations: df, degrees of freedom.

3.2. Inflammation — EX-4 higher dose decreased IL-6 levels in the hippocampus of LPS-

injected rats

Following one-way ANOVA, no statistical difference was observed among the LPS
groups (Fz31=1.41, p=0.260, Figure 3A) for IL-6 serum levels. Despite the limitation described,

the mean of detected IL-6 serum levels of Saline+Saline group (n=2, dashed line in Fig. 3A)
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indicated that LPS was able to induce inflammation, as expected. However, regarding

peripheral inflammation, EX-4 treatment did not exhibit an anti-inflammatory effect.

Interestingly, one-way ANOVA revealed a statistical difference in the hippocampal
levels of IL-6 among the same LPS groups (F331=3.81, p=0.021, Figure 3B). Post hoc analysis
indicated that LPS+EX-4 0.5 group exhibited a significant decrease in these levels compared
to LPS+Saline (p=0.018, Figure 3B), similar to Saline+Saline level (=2, dashed line in Figure

3B).
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Figure 3. Effect of EX-4 treatment on inflammation, neurotrophins, and oxidative stress. A.

IL-6 serum levels were mainly detected in LPS-injected animals, and EX-4 treatment did not
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reduce peripheral inflammation. B. EX-4 0.5 pg/kg significantly reduced IL-6 hippocampal
levels in LPS-injected animals. The dashed line represents detected levels of IL-6 in
Saline+Saline animals (n=2). C. BDNF serum levels were lower in LPS-injected animals
compared to saline groups, independent of treatment with EX-4 (main effect of the model,
*p=0.001). D. BDNF hippocampal levels were slightly reduced in LPS injected-animals (main
effect of the model, *p=0.007), and EX-4 0.5 pg/kg seemed to increase this neurotrophin level
(significant interaction of factors, p=0.016), but it was not significant following post hoc
analyses. E. EX-4 was able to reduce TBARS serum levels in treated animals. TBARS
statistical analysis is given by the inverse-transformed data, and bars represent non-transformed
data. F. TBARS hippocampal levels were not different among groups. One- or two-way

ANOVA followed by Tukey post hoc. All data expressed by mean + SEM, n=6-10.

3.3. Neurotrophin — EX-4 higher dose tended to restore BDNF levels in the hippocampus

Animals injected with LPS displayed slightly reduced BDNF levels in the serum and
hippocampus (Figure 3C and D) as indicated by the main effect for the model following two-

way ANOVA (Table 2).

In the hippocampus, LPS+EX-4 0.5 group displayed higher BDNF levels compared to
LPS+Saline. Two-way ANOVA also indicated a main effect for the interaction of factors, but

not for the treatment (Table 2). Differences were no longer observed following Tukey post hoc.
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Table 2. Results of two-way ANOVA on biochemical parameters.

Dependent variable Effects F-value df p-value
Serum BDNF Model 12.61 1,61 0.001
Treatment 0.08 3,61 0.971
Interaction 0.13 3,61 0.941
Hippocampal BDNF Model 7.66 1,61 0.007
Treatment 0.40 3,61 0.755
Interaction 3.72 3,61 0.016
Serum TBARS* Model 51.63 1,61 <0.001
Treatment 8.39 3,61 <0.001
Interaction 3.58 3,61 0.019
Hippocampal TBARS Model 0.28 1,61 0.600
Treatment 0.16 3,61 0.924
Interaction 0.95 3,61 0.423
AGlycemia Model 8.37 1,61 0.005
Treatment 2.40 3,61 0.077
Interaction  0.787 3,61 0.506

*Inverse-transformed data. Abbreviations: df, degrees of freedom;
BDNF, brain-derived neurotrophic factor; TBARS, thiobarbituric acid
reactive species.

3.4. Oxidative stress — EX-4 per se reduced TBARS levels in the serum

EX-4 treatment decreased TBARS levels in the serum. Two-way ANOVA of inverse-
transformed data revealed a main effect for both factors and interaction (Table 2). Saline groups
treated with EX-4 displayed lower TBARS serum levels compared to Saline+Saline as
indicated by post hoc analyses (all p<0.001). LPS groups treated with EX-4 also presented with
reduced TBARS serum levels when compared to LPS+Saline group (non-significant), but these

levels were still higher compared to their respective saline groups (all p<0.005, Figure 3E).

On the contrary to what happened in the periphery, TBARS hippocampal levels were

similar among groups (Figure 3F, Table 2).
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3.5. Glycemia — LPS induced hypoglycemia

Overall, LPS-injected animals exhibited lower Aglycemia, indicated by lower post-EX-
4 glycemic levels compared to pre-EX-4 measurement. EX-4 0.5 pg/kg seemed to rescue

glycemic levels, but it was not significant (Figure 4). Two-way ANOVA showed a main effect

of the model (Table 2).

40 I Saline e
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A Glycemia (g)

40_
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Figure 4. Effects of EX-4 on glycemic levels. LPS decreased glycemia in injected rats

regardless of treatment with EX-4 (main effect of the model, *p=0.004). Two-way ANOVA,

mean = SEM, n=6-10.

4. Discussion

Currently, there is a growing interest in the potential neuroprotective effects of EX-4
commonly used to treat patients with type 2 diabetes mellitus®. Thus, our study provides
evidence on such a promising anti-inflammatory effect of EX-4 in the CNS, specifically in the

hippocampus, after peripheral immune challenge with LPS in vivo. Such evidence provides

with new insights into drug repurposing and development.
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Sickness behavior following acute LPS was observed by the reduction in body weight
and locomotor activity — which is consistent with previous findings'®?°. EX-4 tended to
decrease exploratory behavior in saline-injected animals, but it was not significant. Anderberg
et al. (2016) found that EX-4 (0.3 pg/kg i.p.) reduced overall activity in rats in the open field.
Unexpectedly, rats treated with a higher dose of EX-4 (1 pg/kg i.p.) exhibited an anxiety-like
behavior; while an antidepressant-like effect was only observed after chronic treatment.
Increased time of immobility in the FST and tail suspension test in mice has been reported at
24 and 28 h following acute administration of LPS?%22, but evidence also suggests otherwise?®.
Thus, we suppose that the effect of LPS could be attenuated after 28 h — when depressive-like
behavior was not observed — and that a chronic EX-4 treatment would be expected to exert an

antidepressant-like effect?24,

Until now, few studies have described the neuroprotective effects of EX-4, and have
actually observed anti-inflammatory effects in the CNS?®. In our study, the higher dose of EX-
4 reduced IL-6 hippocampal levels in LPS-injected rats. A similar study has shown that pre-
treatment with EX-4 (0.5 pg/kg, daily, 5 days) reduced the time of immobility in the FST in
LPS-injected rats, but it did not decrease 1L-1B and TNF-o. in the CNS?*. Unexpectedly, we did
not observe an anti-inflammatory effect of EX-4 in the periphery. Interestingly, under
pathological conditions, such as asthma, GLP-1r expression in peripheral leucocytes is lower,
but in vitro treatment of these cells with a GLP-1 analog, followed by LPS, attenuated the
secretion of most cytokines, but not all?®. Still, higher levels of inflammation in the periphery
is known to activate immune cells which is accompanied by an increase in oxidative stress?’.
The inflammatory cytokines in the periphery can reach the brain triggering a central
inflammatory response®®. Considering that hippocampus plays an essential role in synaptic
plasticity, the protection of its milieu against injuries — such as inflammation — is required to

avoid impaired neurogenesis and learning?.
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LPS did not increase oxidative stress in both serum and hippocampus, but EX-4 per se
decreased TBARS serum levels, with a more modest antioxidant effect in the LPS groups. It
has been described that the antioxidant effects of GLP-1r agonists may be mediated by the
reduction of oxidative stress markers, and the increase of antioxidant enzymes activity?*=°,
Therefore, we believed that EX-4 was able to reduce TBARS serum levels by decreasing the
expression of NADPH oxidase and increasing the expression of superoxide dismutase, as
previously described in monocytes in vitro®l. Therefore, a significant reduction of oxidative
stress in the periphery after acute EX-4 treatment could contribute to reducing central

inflammation.

GLP-1r activation is also known to trigger cAMP and P13k pathways*® — which lead to
the activation of mitogen-associated protein kinase (MAPK) and AKT pathways, resulting in
the inhibition of pro-inflammatory cascades and NF«B, respectively®. Thus, EX-4 is expected
to inhibit apoptosis, reduce oxidative stress and promote neurogenesis®?3, Decreased levels of
BNDF following LPS challenge is consistent with the literature34. Besides that, we found that
LPS-injected animals treated with EX-4 0.5 pg/kg exhibited an apparent higher concentration
of BDNF in the hippocampus, but it was not significant following post hoc analysis. Currently,
most studies that observed an increase of neurotrophic levels after treatment with GLP-1r
agonists were performed in animal models of diabetes type 2 and neurodegenerative
disorders®®*3®. Recently, a clinical trial found that patients with Parkinson’s disease on
dopaminergic therapy who were treated with exenatide exhibited improved motor scores and
augmented levels of downstream proteins AKT and mTOR — pathways related to the

neuroprotective role of EX-4%".

Interestingly, we observed different outcomes in the serum and hippocampus. EX-4 is

known to readily cross the BBB®8. After 10 min of peripheral injection, serum availability is



136

100%, and the percentage that reaches the CNS is 82.8%, potentially achieving 90%%.
Although EX-4 is usually administered peripherally, it is believed that its effects also occur
centrally. Once it crosses the BBB and is transported through vagal afferents, EX-4 treatment
promotes satiety and reduction of food intake, mainly controlled by the brain®. Such effect can
be observed within an hour following peripheral administration®. These findings demonstrate

its effectiveness and affinity to the CNS.

In patients with type 2 diabetes, EX-4 is used to manage glycemic levels, usually
reducing fasting plasma glucose®. In accordance with other findings, LPS groups exhibited
lower glycemic levels*®, which were not improved by any dose of EX-4. We evaluated glycemia
in non-fasting animals, which is a limitation of the acute experimental design and could explain
why we did not observe any response following EX-4 treatment. Also, other limitations should
be addressed in our study. First, different doses and regimen of LPS and EX-4 are reported in
the literature. The dose of LPS used in our study is relatively low, which can explain why LPS-
injected animals did not exhibit significantly depressive-like behavior and higher levels of
TBARS. Second, the detection of inflammatory cytokines in rats is challenging due to the lack
of high sensitivity kits, which has already been reported by other studies?*%. Third, only a few
biochemical parameters were analyzed, but all of them are relevant and known to be implicated

in the pathophysiology of most CNS disorders and may be modulated by EX-4.

Although there is no consensus regarding the neuroprotective dose of EX-4, we found
compelling evidence on central anti-inflammatory effects of acute treatment with EX-4 0.5
Ma/kg in the hippocampus of LPS-injected rats. Thus, a chronic EX-4 regimen using this dose
should promote substantial therapeutic effects in animal models. EX-4 therapeutic potential
seems to be mediated by its pleiotropic effects, being most of them synergic in promoting cell
survival and enabling damage repair. Thus, repurposing compounds with potential anti-

inflammatory and neuroprotective properties — such as GLP-1r agonists — is of great value for
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the management of CNS disorders and associated comorbidities, and supports the development

of new therapies.

Acknowledgments

LPG is a scholarship recipient from the National Council for Scientific and
Technological Development (CNPQ). RG receives a Research Productivity Scholarship (PQ2)
from CNPq. This work was supported by the Research Incentive Fund of Hospital de Clinicas
de Porto Alegre [grant number 15-0002, ARR] and the National Council for Scientific and

Technological Development - CNPq [grant numbers 401162/2016-8 and 302800/2017-4, AP].

References

1. Andersen A, Lund A, Knop FK, Vilsbgll T. Glucagon-like peptide 1 in health and

disease. Nat Rev Endocrinol. 2018 Jul;14(7):390-403.

2. Alvarez E, Martinez MD, Roncero |, Chowen JA, Garcia-Cuartero B, Gispert JD, et al.
The expression of GLP-1 receptor mRNA and protein allows the effect of GLP-1 on glucose
metabolism in the human hypothalamus and brainstem. J Neurochem. 2005 Feb;92(4):798—

806.

3. Cork SC, Richards JE, Holt MK, Gribble FM, Reimann F, Trapp S. Distribution and
characterisation of Glucagon-like peptide-1 receptor expressing cells in the mouse brain. Mol

Metab. 2015 Aug 5;4(10):718-31.

4, Nauck MA, Meier JJ. Incretin hormones: Their role in health and disease. Diabetes Obes

Metab. 2018;20 Suppl 1:5-21.



138

5. Elfawy HA, Das B. Crosstalk between mitochondrial dysfunction, oxidative stress, and
age related neurodegenerative disease: Etiologies and therapeutic strategies. Life Sci. 2019 Feb

1;218:165-84.

6. Ruiz NAL, del Angel DS, Olguin HJ, Silva ML. Neuroprogression: the hidden

mechanism of depression. Neuropsychiatr Dis Treat. 2018 Oct 30;14:2837—45.

7. Akter K, Lanza EA, Martin SA, Myronyuk N, Rua M, Raffa RB. Diabetes mellitus and
Alzheimer’s disease: shared pathology and treatment? Br J Clin Pharmacol. 2011

Mar;71(3):365-76.

8. Rehman K, Akash MSH, Liagat A, Kamal S, Qadir MI, Rasul A. Role of Interleukin-6
in Development of Insulin Resistance and Type 2 Diabetes Mellitus. Crit Rev Eukaryot Gene

Expr. 2017;27(3):229-36.

9. Semenkovich K, Brown ME, Svrakic DM, Lustman PJ. Depression in type 2 diabetes

mellitus: prevalence, impact, and treatment. Drugs. 2015 Apr;75(6):577-87.

10.  Gault VA, Holscher C. GLP-1 receptor agonists show neuroprotective effects in animal

models of diabetes. Peptides. 2018 Feb 1;100:101-7.

11.  HelJ, Zhang X, Lian C, Wu J, Fang Y, Ye X. Exendin-4 prevented pancreatic beta cells
from apoptosis in (Type I) diabetic mouse via keap1-Nrf2 signaling. Exp Biol Med (Maywood).

2019 Jan 1;244(1):28-35.

12, Bomba M, Granzotto A, Castelli V, Massetti N, Silvestri E, Canzoniero LMT, et al.
Exenatide exerts cognitive effects by modulating the BDNF-TrkB neurotrophic axis in adult

mice. Neurobiol Aging. 2018;64:33-43.



139

13.  Oh YS, Jun H-S. Effects of Glucagon-Like Peptide-1 on Oxidative Stress and Nrf2

Signaling. Int J Mol Sci. 2017 Dec 22;19(1).

14, Al-Dwairi A, Alqudah TE, Al-Shboul O, Alqudah M, Mustafa AG, Alfagih MA.
Glucagon-like peptide-1 exerts anti-inflammatory effects on mouse colon smooth muscle cells
through the cyclic adenosine monophosphate/nuclear factor-kB pathway in vitro. J Inflamm

Res. 2018:11:95-109.

15.  Shen W-R, Kimura K, Ishida M, Sugisawa H, Kishikawa A, Shima K, et al. The
Glucagon-Like Peptide-1 Receptor Agonist Exendin-4 Inhibits Lipopolysaccharide-Induced
Osteoclast Formation and Bone Resorption via Inhibition of TNF-a Expression in

Macrophages. J Immunol Res. 2018;2018:5783639.

16.  Porsolt RD, Anton G, Blavet N, Jalfre M. Behavioural despair in rats: a new model

sensitive to antidepressant treatments. Eur J Pharmacol. 1978 Feb 15;47(4):379-91.

17.  Slattery DA, Cryan JF. Using the rat forced swim test to assess antidepressant-like

activity in rodents. Nat Protoc. 2012 May 3;7(6):1009-14.

18.  Sfairopoulos D, Liatis S, Tigas S, Liberopoulos E. Clinical pharmacology of glucagon-

like peptide-1 receptor agonists. Hormones (Athens). 2018 Sep;17(3):333-50.

19.  Biesmans S, Meert TF, Bouwknecht JA, Acton PD, Davoodi N, De Haes P, et al.
Systemic immune activation leads to neuroinflammation and sickness behavior in mice.

Mediators Inflamm. 2013;2013:271359.

20. O’Connor JC, Lawson MA, André C, Moreau M, Lestage J, Castanon N, et al.
Lipopolysaccharide-induced depressive-like behavior is mediated by indoleamine 2,3-

dioxygenase activation in mice. Mol Psychiatry. 2009 May;14(5):511-22.



140

21.  Anderberg RH, Richard JE, Hansson C, Nissbrandt H, Bergquist F, Skibicka KP. GLP-
1 is both anxiogenic and antidepressant; divergent effects of acute and chronic GLP-1 on

emotionality. Psychoneuroendocrinology. 2016 Mar;65:54—66.

22. LiR, Zhao D, QuR, FuQ, MasS. The effects of apigenin on lipopolysaccharide-induced

depressive-like behavior in mice. Neurosci Lett. 2015 May 6;594:17-22.

23. Isacson R, Nielsen E, Dannaeus K, Bertilsson G, Patrone C, Zachrisson O, et al. The
glucagon-like peptide 1 receptor agonist exendin-4 improves reference memory performance
and decreases immobility in the forced swim test. Eur J Pharmacol. 2011 Jan 10;650(1):249—

55.

24.  Ventorp F, Bay-Richter C, Nagendra AS, Janelidze S, Matsson VS, Lipton J, et al.
Exendin-4 Treatment Improves LPS-Induced Depressive-Like Behavior Without Affecting

Pro-Inflammatory Cytokines. J Parkinsons Dis. 2017;7(2):263-73.

25.  Harkavyi A, Whitton PS. Glucagon-like peptide 1 receptor stimulation as a means of

neuroprotection. Br J Pharmacol. 2010 Feb;159(3):495-501.

26.  Mitchell PD, Salter BM, Oliveria JP, EI-Gammal A, Tworek D, Smith SG, et al.
Glucagon-like peptide-1 receptor expression on human eosinophils and its regulation of

eosinophil activation. Clin Exp Allergy. 2017 Mar;47(3):331-8.

27.  Muriach M, Flores-Bellver M, Romero FJ, Barcia JM. Diabetes and the Brain:
Oxidative Stress, Inflammation, and Autophagy [Internet]. Oxidative Medicine and Cellular
Longevity. 2014 [cited 2019 Mar 8]. Available from:

https://www.hindawi.com/journals/omcl/2014/102158/



141

28.  Guo L-L, Wang D-S, Xu Y-Y, Cui K-G. Effects of IL-1 on hippocampus cell apoptosis
and learning ability of vascular dementia rats. Eur Rev Med Pharmacol Sci. 2018

Sep;22(18):6042-8.

29.  Petersen KE, Rakipovski G, Raun K, Lykkesfeldt J. Does Glucagon-like Peptide-1
Ameliorate Oxidative Stress in Diabetes? Evidence Based on Experimental and Clinical

Studies. Curr Diabetes Rev. 2016 Dec;12(4):331-58.

30. Kim S, Jeong J, Jung H-S, Kim B, Kim Y-E, Lim D-S, et al. Anti-inflammatory Effect
of Glucagon Like Peptide-1 Receptor Agonist, Exendin-4, through Modulation of IB1/JIP1

Expression and JNK Signaling in Stroke. Exp Neurobiol. 2017 Aug;26(4):227-39.

31.  Buldakt,Labuzek K, Butdak RJ, Machnik G, Botdys A, Okopien B. Exenatide (a GLP-
1 agonist) improves the antioxidative potential of in vitro cultured human

monocytes/macrophages. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 2015;388(9):905-19.

32.  Athauda D, Foltynie T. The glucagon-like peptide 1 (GLP) receptor as a therapeutic

target in Parkinson’s disease: mechanisms of action. Drug Discovery Today. 2016 May

1:21(5):802-18.

33.  Li H, Lee CH, Yoo K-Y, Choi JH, Park OK, Yan BC, et al. Chronic treatment of
exendin-4 affects cell proliferation and neuroblast differentiation in the adult mouse

hippocampal dentate gyrus. Neuroscience Letters. 2010 Dec 3;486(1):38-42.

34. Hritcu L, Gorgan LD. Intranigral lipopolysaccharide induced anxiety and depression by
altered BDNF mRNA expression in rat hippocampus. Prog Neuropsychopharmacol Biol

Psychiatry. 2014 Jun 3;51:126-32.



142

35.  JiC, Xue G-F, Lijun C, Feng P, Li D, Li L, et al. A novel dual GLP-1 and GIP receptor
agonist is neuroprotective in the MPTP mouse model of Parkinson’s disease by increasing

expression of BNDF. Brain Res. 2016 Mar 1;1634:1-11.

36.  Abdelwahed OM, Tork OM, Gamal el Din MM, Rashed L, Zickri M. Effect of
glucagon-like peptide-1 analogue; Exendin-4, on cognitive functions in type 2 diabetes
mellitus; possible modulation of brain derived neurotrophic factor and brain Visfatin. Brain

Research Bulletin. 2018 May 1;139:67-80.

37.  Athauda D, Gulyani S, Karnati H, Li Y, Tweedie D, Mustapic M, et al. Utility of
Neuronal-Derived Exosomes to Examine Molecular Mechanisms That Affect Motor Function
in Patients With Parkinson Disease: A Secondary Analysis of the Exenatide-PD Trial. JAMA

Neurol. 2019 Jan 14;

38.  Kastin AJ, Akerstrom V. Entry of exendin-4 into brain is rapid but may be limited at

high doses. International Journal of Obesity. 2003 Mar;27(3):313-8.

39. Baraboi E-D, St-Pierre DH, Shooner J, Timofeeva E, Richard D. Brain activation
following peripheral administration of the GLP-1 receptor agonist exendin-4. Am J Physiol

Regul Integr Comp Physiol. 2011 Oct;301(4):R1011-1024.

40. Nguyen AT, Mandard S, Dray C, Deckert V, Valet P, Besnard P, et al.
Lipopolysaccharides-mediated increase in glucose-stimulated insulin secretion: involvement of

the GLP-1 pathway. Diabetes. 2014 Feb;63(2):471-82.



Supplementary Table. Scores of immobility, swimming, and climbing

in the test session of the FST.

Scores FST

Groups

Immobility  Swimming Climbing
Saline+Saline 29.63+11.44 22.63+11.25 7.75%7.23
Saline+EX-4 0.1 40.56%8.29 13.44+7.75 6.00+3.12
Saline+EX-4 0.3 37.50+8.60 17.17+5.60 5.33+7.37
Saline+EX-4 0.5 40.11+14.13 16.22+11.94 3.67+3.71
LPS+Saline 34.67%7.65 21.67+8.26 3.67+4.90
LPS+EX-40.1 33.20£16.64 21.70+14.00 5.10+4.65
LPS+EX-4 0.3 45.44+13.41 12.00+£10.42 2.5615.15
LPS+EX-4 0.5 31.44+16.34 21.00+12.09 7.5615.22

Data expressed by mean + SEM, two-way ANOVA, all p>0.05, n=6-10.
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6 DISCUSSAO

De uma forma geral, este trabalho procurou elucidar a relagdo periférico-central das
alteracdes de parametros inflamatorios, neurotréficos e oxidativos e investigar a alteracdo da
permeabilidade da BHE nos transtornos de humor utilizando diferentes modelos animais.
Ainda, considerando a importancia ja discutida da inflamac&o na fisiopatologia dos transtornos
de humor, este trabalho também se prop6s a avaliar os efeitos neuroprotetores da EX-4, um
agonista de GLP-1r, e, portanto, a sua utilizacdo como farmaco adjuvante no tratamento dos

transtornos de humor.

Os resultados referentes ao modelo crénico de estresse cronico (Artigo cientifico I)
corroboram a reprodutibilidade deste modelo, bem como a relevancia em utilizar estimulos
estressores variados e imprevisiveis no desenvolvimento do comportamento tipo-depressivo em
roedores. Apenas a exposicéo ao estresse resultou em significativa reducdo do ganho de peso
corporal, aumento dos escore de coat state, hiperatividade e hipertrofia da glandula adrenal.
Quanto aos marcadores periféricos, observamos um aumento das concentra¢des de IFNy e
reducdo de BDNF, sem alteragdo de TBARS. Enquanto que, no hipocampo, as concentragdes
de BNDF e TBARS néao foram diferentes entre os grupos. Além disso, a combinacdo dos
estressores com a administracdo prévia de LPS resultou em um comportamento tipo-aneddnico
mais exacerbado nestes animais, representado pelo menor consumo de sacarose ao final do
experimento. Esta reducdo significativa no grupo do protocolo combinado é relevante uma vez
que favorece a comparagdo com grupos controles em desfechos que apenas o estresse nédo seja
capaz de alterar, ou ainda quando os animais apresentam uma alta variabilidade individual
intragrupo. Ainda, uma correlacdo moderada negativa e significativa da concentracdo sérica de
IFNy com o comportamento tipo-anedonico dado pelo consumo de sacarose foi observada
apenas nos animais submetidos ao protocolo combinado. Primeiramente, estes resultados
enfatizam a influéncia da inflamagdo (evidenciado pelos niveis elevados de IFNy) na
fisiopatologia da depressdo ao mesmo tempo que possibilitam o estudo de novos alvos
terapéuticos como terapia coadjuvante para os transtornos de humor. Além disso, 0s mesmo
reforcam a validade de constructo do protocolo LPS-CUMS, uma vez que o0 mesmo foi capaz
de reproduzir os componentes fisiopatologicos da depressdo ao incluir um componente

inflamatdrio ao protocolo de estresse crénico.

Estudos recentes utilizam abordagens diferentes deste mesmo protocolo combinado.

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

submetidos ao estresse cronico.

Além da inflamacdo, a reducdo da expressdao de BDNF periférico e central é o achado
mais comum em modelos animais de transtornos de humor, considerando que esta neurotrofina
é sabidamente um alvo do tratamento com antidepressivos. Como mencionado, observamos
gue apenas a exposicdo ao estresse cronico resultou na reducdo de niveis periféricos de BDNF,
sem alteracdo em nivel central. Uma revisdo sistematica dos achados envolvidos com a
neurobiologia em modelos de estresse cronico reporta que este desfecho pode ser variavel
(ALLAMAN etal., 2008; HILL et al., 2012; LARSEN et al., 2010). A reducdo da expressdo de
BDNF é consistente no giro denteado e regido CA3 do hipocampo e, em contraste, 0s heurdnios
na amigdala apresentam aumento da densidade de espinhos dendriticos e, consequentemente,
de BDNF. Fatores que contribuem para essa diferenca entre os achados de BDNF no enceéfalo
de animais submetidos a estresse crénico incluem a idade em que os animais foram submetidos
ao estresse, da regido cerebral analisada e da duragéo e tipo de protocolo utilizado (ZALETEL,;
FILIPOVIC; PUSKAS, 2017). Porém, a explicacdo mais plausivel para 0s nossos achados é de
que, apos o término, normalmente de 2 a 3 semanas, € comum observar uma reorganizagao

neural, com aumento de plasticidade sinaptica para ganho de fungdo, fenémeno que pode ser
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observado em humanos e roedores normalmente (ORTIZ; CONRAD, 2018). Este efeito
atribuido ao BDNF pode ser consequéncia da sua capacidade de regular diretamente a expressao
de CRH e vice-versa. Além disso, 0 estresse cronico € capaz de aumentar a expressao de uma
fosfatase (i.e., MKP-1) que inibe a via MAPK no SNC - via ativada pelo BDNF — e
consequentemente crescimento axonal (DASKALAKIS et al., 2015). Quando a exposi¢do ao
estresse cessa, 0s niveis de glicocorticoides normalizam bem como a expressdo de BDNF
(JEANNETEAU et al., 2010). Ainda, a enzima ativadora tecidual do plasminogénio (tpA)
responsavel pela conversdo de proBDNF na neurotrofina madura é sabidamente regulada pelo
CRF (MATYS et al., 2004). Na presenca de estimulos estressores, 0 aumento de CRH facilita
a liberacdo de tpA durante a despolarizagdo na amigdala, motivo pelo qual é comum observar
aumento de BDNF nesta regido apds o estresse (BENNETT; LAGOPOULOQS, 2014). Porém,
esta enzima também é expressa no hipocampo e a reducdo da expressdo da mesma no soro ja
foi observada em individuos com TDM (JIANG et al., 2017). Estas evidéncias indicam uma
regulacdo muito complexa da plasticidade sindptica nesta regido, a qual é importante para a
preservacdo da cognicdo e resposta terapéutica antidepressiva, principalmente nos transtornos

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

Por sua vez, a administracdo de AMPH em roedores permite reproduzir a mania,
principal caracteristica do TB. Porém, a falta da manifestacdo da ciclagem espontanea de
episodios resulta em um modelo animal de TB limitado. No Artigo cientifico Il, a AMPH foi
capaz de induzir a hiperatividade, comportamento ja validado em estudos prévios (FREY et al.,
2006d; VALVASSORI et al., 2015). Nosso estudo, no entanto, foi pioneiro em investigar o
papel da AMPH em induzir dano a BHE, e ao mesmo tempo da possivel reversdo deste
mecanismo pelo tratamento com litio. Entretanto, os animais submetidos a inje¢cdes de AMPH
ndo apresentaram aumento das concentragdes séricas e centrais de TNFo ¢ TBARS. Assim,
considerando que o0s niveis destes marcadores mantiveram-se inalterados, a expressao da
proteina claudina-5 — uma das tight junctions responsaveis pela manutencéo da integridade da
BHE — também ndo sofreu alteracdo apos administracdo de AMPH. Evidéncias na literatura
indicam que drogas psicoestimulantes sdo capazes de promover a reducdo da expressdo das
tight junctions, o que gera um aumento da permeabilidade da BHE permitindo um menor
controle da comunicagdo dos compartimentos periférico e central (O’SHEA et al., 2014). Pelo
fato de ser um dos primeiros estudos que se propds a avaliar alteracGes de permeabilidade da
BHE em um modelo de mania utilizando AMPH, pode-se sugerir que este pode nao ser o

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

representativo do TB precisam ser realizados.

Além da observacdo dos achados da literatura descritos no soro ou encéfalo (vide
Tabelas 2-4), a avaliacdo da correspondéncia (ou ndo) entre 0s mesmos também deve ser
considerada. Como descrito anteriormente, a comunica¢do dos compartimentos periférico e
central modulada pela integridade da BHE pode ser considerada um novo mecanismo
fisiopatoldgico a ser estudado. No Artigo cientifico I, ndo foram observadas alteragdes similares
nos niveis de BDNF e TBARS no soro e no hipocampo, mas 0 aumento de citocinas periféricas
apos o protocolo combinado do modelo crénico de depressdo poderia ser suficiente para causar
ruptura da estrutura da BHE, o que podera ser analisado em estudos futuros. Embora nao
tenham sido observados danos a BHE no modelo animal de mania utilizado do Artigo cientifico
I, a literatura sugere que haja uma comunicacao entre o compartimento periférico e o central
que é facilitada em condicGes ndo fisiologicas. No caso do TB, a toxicidade sistémica, ja
demonstrada em diversos estudos (FERRARI et al., 2018; KAPCZINSKI et al., 2010;
WOLLENHAUPT-AGUIAR et al., 2016) poderia levar a uma diminuicdo na estabilidade das
tight junctions — principais responsaveis por manter a estrutura e funcdo da BHE intactas para

protecdo do parénquima cerebral a entrada de compostos neurotoxicos. Portanto, 0 aumento na
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permeabilidade da BHE e o envolvimento com alteragdes observadas nos transtornos de humor
ainda é uma hipoétese a ser validada (PATEL; FREY, 2015).

Dentre as hipdteses de como a disfuncdo da BHE estaria implicada na fisiopatologia dos
transtornos de humor estd o envolvimento da inflamacédo, principalmente pelo aumento de
citocinas pré-inflamatorias — TNFa, IL-1pB, e IL-6 — que ja foi descrito in vivo e in vitro
(GOMEZ-GONZALEZ et al., 2013; HURTADO-ALVARADO et al., 2016). Ainda,
consequéncias do processo inflamatério, como a formagdo excessiva de EROs e ERNs, sdo
importantes mediadores de ruptura da BHE. Entre as alteragdes estruturais ja descritas estdo
invaginacdes na membrana plasmatica das BECs que compde a BHE observadas no hipocampo
de ratos submetidos a 10 dias de privacdo de sono (GOMEZ-GONZALEZ et al., 2013).
Acredita-se que esta disfuncdo celular observada seja resultado da presenca de EROs que, como
mencionado, oxidam lipidios de membrana e proteinas contribuindo para disfuncao celular e
até mesmo apoptose (HURTADO-ALVARADO et al., 2016). Ainda, EROs sdo considerados
tanto promotores como produtos da ativacdo da resposta imunolégica, sugerindo novamente
um papel central da inflamacgdo. Banks e cols. (2015) reportam que a BHE é razoavelmente
resistente aos danos causados pelo LPS. Porém, a administragdo de LPS (3 mg/kg i.p.) foi capaz
de aumentar a permeabilidade da BHE em diversas regides cerebrais, incluindo cortex frontal
e hipocampo. O tratamento com um inibidor da ciclo-oxigenase — importante enzima mediadora
da inflamac&o — indicou que este pode ser o mecanismo que resulta no efeito deléterio do LPS
sobre a BHE (BANKS et al., 2015; CANDELARIO-JALIL et al., 2007). A ativagdo microglial
e astrocitaria também contribui para 0 aumento da permeabilidade. Niveis séricos elevados de
S100B — porteina astrociéria considerada exclusiva do SNC — parece ser um importante
marcador de integridade da BHE sendo observado em modelo animal e pacientes com epilepsia
(BARGERSTOCK et al., 2014). Compostos como a metanfetamina também séo promotores do
rompimento da BHE, mas os mecanismos pelo qual exercem este efeito € via ativacdo de
metaloproteinases, enzimas que degradam as tight junctions (O’SHEA et al., 2014).
Ressaltamos, portanto, a importancia de considerar a BHE como um importante componente

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

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

periférico, os agonistas de GLP-1r sdo capazes de atravessar a BHE e exercer efeitos em nivel
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central, como na promocdo da saciedade (KASTIN; AKERSTROM, 2003). No entanto,
recentemente, seus efeitos neuroprotetores vem ganhando interesse na pesquisa. A
neuroinflamacdo é um processo desencadeado principalmente pela ativacdo dos macréfagos
residentes do SNC, ou seja, a microglia. O desequilibrio entre os perfis pro-inflamatério (M1)
e anti-inflamatério (M2) é o principal fator que contribui para o aumento desta resposta
inflamatoria. Entre os possiveis alvos de modulagéo estéo os GLP-1r. O efeito anti-inflamatorio
dos agonistas de GLP-1r ainda ndo estd completamente elucidado, mas a ativacao da via de
PI3k/Akt é capaz de regular a expressdo de NFkB. Além disso, frente a ativacdo microglial,
evidéncias sugerem que os analogos de GLP-1 sejam capazes de suprimir o fen6tipo M1 — pro-
inflamatdrio e citotoxico — e favorecer o M2 — anti-inflamatério (ATHAUDA; FOLTYNIE,
2016).

Portanto, no Artigo cientifico I, foi investigado o potencial efeito neuroprotetor da EX-
4 utilizando trés diferentes doses. Assim, foram avaliados parametros inflamatério, neurotréfico
e de estresse oxidativo em um modelo de inflamag&o aguda induzida por LPS. Um aumento das
concentracgdes séricas e hipocampais de I1L-6 foi observado nos animais administrados com LPS
e, apbs o tratamento com EX-4, observamos um importante efeito anti-inflamatério central da
maior dose. Apesar de ndo observadas diferencas nas concentracGes de TBARS séricas e
hipocampais apos a inje¢do de LPS, a maior dose de EX-4 também diminuiu a peroxidacéo
lipidica periférica. Os niveis séricos e centrais de BDNF estavam reduzidos nos animais
administrados com LPS, mas nenhuma dose de EX-4 exerceu uma melhora significativa deste
parametro. Os mecanismos envolvidos na acdo antioxidante da EX-4 parecem ser 0S mesmo
que se acredita promoverem o efeito anti-inflamatorio. A ativacdo do GLP-1r leva a estimulacao
de cCAMP, P13k e PKCy, bem como ativa Nrf-2 (OH; JUN, 2017). Estas vias estdo relacionadas
ao equilibrio entre 0 aumento de mecanismos antioxidantes — principalmente PKCy — e anti-
apoptoticos, bem como a reducdo de radicais livres e fatores pré-apoptéticos. A ativacdo de
AMPc além de ativar MAPK favorecem a proliferacéo celular e plasticidade sinéptica, e levam
a ativacdo de canais de calcio — processo que no SNC é essencial para a liberacdo de
neurotransmissores (ATHAUDA; FOLTYNIE, 2016; HUNTER; HOLSCHER, 2012). A
expressdao de GLP-1r no encéfalo é observada principalmente em neurdnios em diversas
regides, incluindo hipotalamo e hipocampo, tanto em humanos como em roedores (ALVAREZ
et al., 2005; CORK et al., 2015). Assim, a presenca deste receptor no hipocampo e na zona
subventricular — regido hipocampal de intensa proliferacdo neuronal — indica que a EX-4 seja

capaz de promover neurogénse e diferenciacdo celular como ja observado in vitro (LUCIANI
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et al., 2010). Devido ao potencial anti-inflamatério da EX-4 observado no Artigo cientifico 1V
e dos achados congruentes na literatura, acreditamos no efeito promissor deste peptideo e que
mais estudos deverdo ser realizados a fim de replicar estes resultados. Ainda, sera importante
avaliar os efeitos do tratamento em modelos animais crénicos como os de estresse, 0 que

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

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

clinica e clinica na Psiquiatria.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

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

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

culminam na busca da melhora da qualidade de vida dos individuos com transtornos de humor.



154

5, EX-4
% () © T &2

SORO

t IFNy LPS EX-4 0,5 pg/kg

< it &> TNFo e TBARS TIL-6 < 1L-6
= | BDNF <> BDNF
< E €> CCLLL e TBARS ¢>TBARS TBARS
- J
o z &> Claudina-5
[+'4
< 2
"3
= CORTEX PRE-FRONTAL HIPOCAMIPO
i ’ LPS EX-4 0,5 pg/kg
HIPOCAMPO HIPOCAMPO E ESTRIADO T IL-6 TS
<> BDNF e TBARS €> TNFa e TBARS 1 BDNE <> BDNF
&> TBARS <> TBARS
(@]
2
[7,]

Figura 8. Resumo dos achados encontrados nos modelos animais utilizados. Descri¢do das alteracdes
encontradas em parametros inflamatdrios, neurotroficos e de estresse oxidativo no soro e em diferentes

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