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RESUMO

Introducdo: A fisiopatologia dos transtornos depressivos ainda permanecem nao
totalmente compreendida. Apesar das contribuicbes da hipdétese monoaminérgica,
estudos tém evidenciado o papel da neuroinflamacdo no desenvolvimento da
depresséo. A neuroinflamacdo pode modular significativamente o desenvolvimento
encefélico, a regulacdo imune e enddcrina, bem como os circuitos neurais, resultando
em mudancas fisiolégicas e comportamentais. Objetivo: Verificar a associacao entre
a ativacdo imune neonatal e parametros relacionados a depressao na vida adulta
utilizando um modelo animal. Métodos: animais C57BL/6 com dois dias de vida foram
expostos ao lipopolissacarideo (LPS) ou tampao fosfato salina (PBS) e aos 46 dias de
vida, receberam PBS ou Imipramina durante 14 dias. Ao completarem 60 dias de vida,
foram avaliados o consumo de sacarose; o tempo de imobilidade; o peso ponderal, da
glandula adrenal e do hipocampo; os niveis plasmaticos de corticoesterona e
hipocampais de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF). Resultados: Pode-se
observar que os animais expostos ao LPS no periodo neonatal e avaliados na vida
adulta apresentaram uma diminuicdo do consumo de sacarose; um aumento do tempo
de imobilidade; reducéo do peso ponderal e do hipocampo; um aumento do peso da
glandula adrenal e um aumento dos niveis plasméaticos de corticoesterona. O uso da
imipramina nao reverteu apenas a diminuicdo do peso do hipocampo. Quanto aos
niveis hipocampais de BDNF, ndo houveram alteracdes. Concluséo: Esses resultados
sugerem que a ativacdo imune neonatal pode estar associada a parametros
relacionados a depressao na vida adulta. Acredita-se que a endotoxemia pode
provocar alteragdes fisioldégicas e comportamentais, aumentando a vulnerabilidade ao

desenvolvimento da depresséo na vida adulta.

Palavras-chave: Endotoxemia. Depresséao. Inflamacéo. Neurodesenvolvimento.



ABSTRACT

Introduction: The pathophysiology of depressive disorders still remains misunderstood.
Despite the all the contributions of the monoaminergic hypothesis, several studies
have evidenced the role of neuroinflammation into the development of depression. A
neuroinflammation can modulate permanent or encephalic development, the immune
and endocrine regulation as well as neural circuits, which canresul in physiological and
behavioral changes. Objective: To verify an association between a neonatal immune
activation and parameters related to depression in the adult life using an animal as
model. Methods: C57BL/6 animals with two days old were exposed to LPS or PBS.
When the animals completed 46 days old, it received PBS or Imipramine for 14 days.
At the end of 60" day of their lives, it were evaluated the consumption of sucrose; the
time of immobility; the weight of the adrenal gland and the hippocampus; levels of
plasma corticosterone and hippocampal BDNF. Results: It shows that the animals
exposed to LPS in the neonatal period and evaluated in adult life showed a decrease
in the consumption of sucrose; an increase in immobility time; reduction of
hippocampus weight; an increase in the weight of the adrenal gland and an increase
in plasma levels of corticosteroids. The use of imipramine only did not reverse the
decrease hippocampal weight. Regarding hippocampal BDNF levels, there were no
changes. In conclusion, these results suggest that neonatal immune activation may be
associated with depression-like parameters in adult life. It is believed that endotoxemia
can trigger physiological and behavioral, increasing vulnerability to the development of

depression in adult life.

Key words: Endotoxemia. Depression, Inflammation. Neurodevelopment.
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1. INTRODUCAO

A depressao é um transtorno psiquiatrico que afeta 322 milhdes de pessoas
em todo o mundo e, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), é considerada
o transtorno mais incapacitante, representando atualmente 76,4 milhdes de anos
perdidos. De acordo com o relatdrio da OMS publicado em 2017, o nimero de casos
de depressédo aumentou 18% entre 2005 e 2015. No Brasil, a depressao atinge 11,5
milhdes de pessoas!. Até 2030 devera ser a causa principal de carga global de
doenca, atingindo 6,2% da populacdo mundial2.

E compreendida como uma doenca heterogénea e suas causas S&0
resultantes de uma complexa interacdo de processos biologicos, psicolégicos,
ambientais e genéticos3. A fisiopatologia da depresséo, por mais de trés décadas, tem
sido explicada por meio da hipétese monoaminérgica e seus desdobramentos.
Entretanto, esta hip6tese apresenta algumas deficiéncias como refratariedade de 30%
ao tratamento com antidepressivos®, taxa de recaida de até 50% apds o primeiro
episodio, laténcia de 14 dias no efeito antidepressivo e um terco dos casos nao
apresentam remissdo completa dos sinais e sintomas®. Desta forma, as pesquisas
atuais tém apresentado outras hipoteses, dentre elas a participacdo do sistema
enddcrino e imunoldgico®.

Estudos tém mostrado um aumento da resposta inflamatéria durante o
curso da depressdo evidenciado por um aumento dos niveis de citocinas pro-
inflamatérias no soro de pacientes™®. A hipdtese citocinérgica sugere que a
vulnerabilidade genética®; doengas como cancer e diabetes'!!; doencas auto-
imunes??; eventos de vida estressantes'® e infeccbes virais, bacterianas e
parasitarias'®, poderiam estar relacionadas ao desencadeamento dos transtornos
depressivos através da ativagao imune sistémica. Um estudo mostra que sujeitos com
diagnéstico de depressdo apresentaram aumento de leucdcitos sanguineos
periféricos, elevacdo na concentragdo plasmética de proteinas de fase aguda,
diminuicdo na resposta celular a mitdgenos, reducdo do nudmero de linfocitos e da
atividade de células natural killer (NK)', alteracdo na expressdo de antigenos e
aumento nos niveis sanguineos de citocinas pro-inflamatoérias e seus receptores’®.
Dessa forma, sugere-se que o aumento na sintese de citocinas pro-inflamatdrias e um

desequilibrio na resposta dos linfécitos Thl e Th2 poderiam desempenhar um papel
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relevante na fisiopatologia da depressao® resultando nos sinais e sintomas em sujeitos
e um comportamento de doenca em modelos animais'*®1°, Mesmo sendo liberadas
perifericamente, as citocinas pro-inflamatorias podem adentrar e agir no encéfalo®,
alterando o metabolismo dos neurotransmissores, a funcdo neuroenddcrina através
da hiperativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), a plasticidade neuronal
com a diminuicdo das neurotrofinas e uma maior ativacdo das vias glutamatérgicas,
influenciando nos comportamentos sindpticos2:.

Neste contexto, estudos tém evidenciado a relacdo entre a
neuroinflamacéo e os sintomas relacionados a depressao em diferentes idades?2:23:24,
Contudo, pesquisas ainda tém sido realizadas no intuito de avaliar as consequéncias
da neuroinflamacé&o no periodo neonatal e os transtornos psiquiatricos na vida adulta.
O encéfalo em desenvolvimento é extremamente sensivel a sinais exdgenos e
enddgenos como o estresse oxidativo e a apoptose neuronal, bem como apresenta
imaturidade dos oligodendrdcitos e vulnerabilidade as alteragbes epigenéticas®,
podendo sofrer alteracdes significativas na trajetoria e desenvolvimento das células,
circuitos neurais e comportamentais. Considerando também que o sistema nervoso,
enddcrino e imunolégico estdo intrinsecamente ligados e se retroalimentam, sugere-
se que a neuroinflamacdo no periodo neonatal pode gerar alteragcbes no
desenvolvimento encefalico, na regulacdo imune, na reatividade ao estresse e
consequentemente na susceptibilidade a transtornos psiquiatricos, inclusive a longo
pra2026,27,28.

Sendo assim, o diagndstico e tratamento adequados aos insultos
inflamatorios nas fases iniciais da vida, bem como a prevencéo a doencas infecciosas
e inflamatdrias e do estresse precoce sdo fundamentais para o desenvolvimento e
manuteng¢ao da saude mental dos individuos em todas as fases da vida. Evidéncias
da relacdo entre a ativacdo imune neonatal e parametros relacionados a depresséao
na vida adulta podem abrir possibilidades de novos estudos sobre os mecanismos
subjacentes que sustentam esses parametros alterados e assim contribuir para
ampliacdo de estratégias terapéuticas e preventivas dessa doenca tdo devastadora

gue € a depressado e também de outros transtornos psiquiatricos.
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1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Depresséao

A depressao é um transtorno psiquiatrico onde hd um predominio de alteracdes
de humor, sintomas vegetativos e cognitivos que podem perdurar por semanas a
meses®. Os sinais e sintomas da depressao incluem humor deprimido, anedonia,
alteracbes psicomotoras, do apetite, disturbios do sono, fadiga, diminuicdo da
concentracdo, sentimentos de inutilidade, de culpa e pensamentos relacionados a
morte®®. Os critérios diagndésticos incluem cinco (ou mais) dos sintomas citados
durante o0 mesmo periodo de duas semanas e devem representar mudanca em
relagdo ao funcionamento anterior do individuo. Pelo menos um dos sintomas deve
ser: humor deprimido ou perda de prazer e interesse®.

Segundo a OMS, a depresséao € um transtorno debilitante e considerada a mais
incapacitante no mundo?. No inicio de 2017, um novo relatério da OMS foi publicado
demonstrando que o numero de casos aumentou 18% entre 2005 e 2015: sdo 322
milhdes de pessoas em todo o mundo sendo a maioria mulheres. No Brasil, a
depressdao atinge 11,5 milhdes de pessoas (5,8% da populacdo)!.

A depressdo € um grave problema de saude publica, pois € um transtorno
mental de curso crénico e recorrente, que se manifesta principalmente em adultos
jovens e esté associada a significativa morbimortalidade. Até 2030, devera ser a causa
principal de carga global de doenca (6,2%)2. Portanto, a depressao tem um efeito
negativo significativo sobre as relacfes sociais, o trabalho e a qualidade de vida, além
de causar um custo elevado para a sociedade, tanto em dias perdidos de trabalho,
guanto em custo direto aos sistemas de saude?. Esta associada a uma ampla gama
de alteracbes em diferentes sistemas: emocional, cognitivo, psicomotor,
neurovegetativo, neuroenddécrino e neuroquimico. Dessa forma, o quadro clinico da
depressao parece resultar da complexa interacdo de processos bioldgicos (resposta
ao estresse, fatores neurotroéficos), psicolégicos (personalidade e relacionamentos
pessoais), ambientais (dieta, alcool, ritmos bioldgicos) e genéticos3.

Caracteristicas fisiopatoldgicas consideradas na depressao incluem, além da
deplecdo de monoaminas, a exposicdo crbnica a niveis elevados de citocinas

inflamatorias, a resisténcia aumentada dos receptores de glicocorticéides, ao excesso
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de atividade glutamatérgica, a diminuicdo na sintese de neurotrofinas, a elevacao dos
niveis séricos de cortisol e a hiperativacdo do eixo HPA2, A depressao tem sido
explicada ha mais de trés décadas por meio da hipétese monoaminérgica, propondo
gue a mesma seria consequéncia de uma menor disponibilidade de aminas biogénicas
cerebrais, em particular de serotonina, noradrenalina e dopamina®. O conhecimento
do mecanismo de acdo dos antidepressivos, que se baseia principalmente no
aumento da disponibilidade desses neurotransmissores na fenda sinaptica, seja pela
inibicdo de suas recaptacfes ou pela inibicdo da enzima responsavel por suas
degradac0es, reforca tal proposicaos.

Muitos sintomas da depressao estao relacionados com o humor. Dessa forma,
postula-se que o humor deprimido esteja associado a atividade disfuncional da
amigdala e do cortex pré-frontal ventromedial, ambos inervados por projecdes
serotoninérgicas, dopaminérgicas e noradrenérgicas de nacleos do tronco encefalico
(nucleos da rafe, substancia negra e locus ceruleus/sistema tegmentar lateral,
respectivamente)®.

O processamento disfuncional de informagcBes em regides encefalicas que
recebem projecBes serotoninérgicas associa-se a sintomas de depressdo como:
distarbios do sono (por um processamento ineficiente das informac¢des no hipotalamo,
no talamo, no prosencéfalo basal e difusamente no cértex pré-frontal), alteracdes do
peso e/ou apetite (relacionadas ao controle serotoninérgico do hipotalamo), a ideacéo
suicida (relacionada a um processamento disfuncional em regiées como amigdala,
cortex pré-frontal ventromedial e orbital frontal), e sentimentos de culpa ou menos
valia (associados a um processamento ineficiente de informac¢des também no cortex
pré-frontal ventromedial e amigdala)32. A dopamina esta associada aos sintomas
neuropsicomotores da depressao, como a fadiga, avolicao e lentificacdo motora3. Ja
a noradrenalina estd associada com a regulacdo do humor, estado de vigilia, cognicao
e outras funcdess32.

A teoria monoaminérgica, porém, apresenta algumas lacunas como a
refratariedade de 30% ao tratamento com antidepressivos, taxa de recaida de até 50%
apos o primeiro episodio e laténcia de 14 dias no efeito antidepressivo. Além do mais,
apenas um terco dos casos apresentam remissao completa dos sinais e sintomas®.

Sendo assim, estudos clinicos e pré-clinicos questionam essa visdo da depressao3+,
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propondo além da teoria monoaminérgica a participacdo dos sistemas imunolégico e

enddcrino na sua etiologia.

1.1.2 O papel da neuroinflamagéo no processo da depresséo

Estudos mostram que ha uma ativacdo das respostas imunoinflamatorias na
depressao®, onde pacientes exibem um aumento no nimero de leucdcitos periféricos;
elevacado na concentracdo plasmatica de proteinas de fase aguda (como a proteina C
reativa); diminuicdo na resposta celular a mitégenos; reducdo do nimero de linfécitos
e da atividade de células NK; alteracdo na expressdo de antigenos; e um aumento
nos niveis sanguineos de citocinas pro-inflamatdrias tais como a interleucina 6 (IL-6),
IL-1, IL-2 e o fator de necrose tumoral tipo a (TNF-a)3*2".

As citocinas séo glicoproteinas de baixo peso molecular que participam da
comunicagao entre as células do sistema imunoldgico, nervoso e enddécrino®. Elas
ativam ou inibem células imunes e atuam sobre os receptores de membrana celular
COmMO neurotransmissores ou receptores intracelulares para transmitir informacdes
para as células*. Sao secretadas principalmente a partir de monécitos, macrofagos ou
linfécitos, assim como no encéfalo por neurdnios, células endoteliais, astrdcitos e
micréglia e atuam como neuromoduladores, mediando aspectos neuroguimicos,
neuroendocrinos e comportamentais?.

Foram identificadas muitas familias de citocinas como o TNF-a, os interferons
(IFN), as IL-1 a 26, os fatores de crescimento transformador (TGF), entre outros®. As
citocinas pro-inflamatorias ativam a ciclo-oxigenase-2 (COX-2), aumentam 0s niveis
de prostaglandina E2 (PGE2), ativam as células inflamatdrias e induzem as reacfes
inflamatodrias®®. As citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y estdo
implicadas no desenvolvimento neuronal, na plasticidade, na sinaptogénese, no
reparo tecidual, além de promoverem necrose neuronal apés lesbes cerebrais
traumaticas’. Durante a inflamacao crénica, usualmente, os niveis de citocinas pro-
inflamatorias estdo aumentadas e as citocinas anti-inflamatoérias estdo diminuidas. As
consequéncias desta desregulacdo podem estar associadas aos transtornos
psiquiatricos, incluindo os transtornos de humor, de ansiedade e a esquizofrenia“*®*'.

O papel das citocinas na depresséao foi proposto pela primeira vez por Smith

(1991)*2 sob a forma da “teoria dos macréfagos na depressdo” e posteriormente
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estudada por Maes (1995)*3, com base na observacao de pacientes com diagnostico
de depressdo clinica grave. Estes pacientes apresentavam aumento das
concentracfes sanguineas de biomarcadores inflamatorios (ex.: citocinas pro-
inflamatorias IL-1; IL-6, TNF-a), propondo assim que a depressdo poderia estar
associada a uma resposta de fase aguda, ou seja, a um aumento na atividade
inflamatoria local ou sistémica*.

Maes e colaboradores descreveram que a IL-6 estava aumentada no soro de
pacientes deprimidos e observaram também que 45% dos doentes tratados
terapeuticamente com IFN-a desenvolveram sintomas depressivos que terminaram
guando essas citocinas foram retiradas*®. Um outro estudo mostrou que a exposicéo
a longo prazo a terapia com IFN-a para tratamento de doengas infecciosas ou cancer
conduziu entre 20% a 50% dos pacientes a desenvolver depressao clinicamente
significativa*. Duman e colaboradores (2016) demonstraram, em um estudo clinico,
gque a inibicio de TNF-a em pacientes com psoriase reduziu 0s sintomas
depressivos**. Em um outro estudo, Raison e colaboradores (2013) demonstraram
que somente pacientes com proteina C reativa elevada, um biomarcador de
inflamac&o, apresentaram uma resposta antidepressiva ao infliximab, um antagonista
de TNF-a“*.

Em modelos animais, a desregulacdo no balanco citocinérgico induz a
sindrome do comportamento de doenca, que é caracterizado por altera¢des no sono,
apetite, atividade, humor, energia e sociabilizacdo*”. Comim e colaboradores (2010)
mostraram que apds 14 dias da inducdo de sepse por ligacdo e perfuracdo cecal
(CLP), os animais apresentaram parametros relacionados a depresséao caracterizados
pelo comportamento aneddnico, aumento dos niveis de corticoesterona e do horménio
adrenocorticotréfico, aumento do volume da glandula adrenal, diminuigdo do volume
do hipocampo e uma diminui¢cdo dos niveis do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF)3,

Neste contexto, a hipotese citocinérgica sugere que a vulnerabilidade
genética®, doengas médicas (como cancer, diabetes)'1!, doencas auto-imunes!?,
eventos de vida estressantes?3, infeccdes virais, bacterianas e parasitarias', podem
estar relacionados ao desencadeamento da depresséo através da ativagcao imune.

Ha receptores de citocinas localizados no sistema imunolégico periférico e em

varios tecidos do sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP)*4.
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As citocinas produzidas no sistema imune periférico podem adentrar o encéfalo por
diferentes vias: a humoral, que envolve a passagem atraves de regides onde a barreira
hematoencefalica esta menos restritiva ou comprometida; a neural, que envolve a
ligacdo de citocinas a fibras nervosas aferentes periféricas, como o nervo vago,
estimulando fibras catecolaminergérgicas ascendentes no cérebro ou sendo
traduzidas de volta para sinais centrais de citocinas*; e a celular, que envolve o trafico
de células imunes ativadas pela vasculatura encefalica*®.

No encéfalo, células neuronais e microgliais serao sensibilizadas e expressarao
citocinas pro-inflamatdrias’, iniciando o processo neuroinflamatério. Estruturas do
SNC que séo afetadas pelas citocinas incluem o locus ceruleus, o hipocampo, o cortex
pré-frontal e o hipotalamo. Estas estruturas estdo associadas a processos biolégicos
que fundamentam as alteragdes psicologicas*®.

As citocinas inflamatorias podem interagir com multiplos caminhos envolvidos
no desenvolvimento da depressao, incluindo o metabolismo das monoaminas, a
plasticidade sinaptica, os neurocircuitos relevantes para a regulacdo do humor, a
funcdo neuroenddcrina, trascricdo de genes e traducdo e mudancas epigenéticas que
podem contribuir para desequilibrios a curto e a longo prazo das funcéo
neuroquimicas e do comportamento neuronal**,

As citocinas afetam o0 metabolismo das monoaminas por diferentes
mecanismos, sendo um deles pela capacidade de reduzir a disponibilidade de
triptofano para a sintese de serotonina, através da sua implicacdo na estimulacdo de
aminoacidos que competem com o triptofano pela recaptacao®'. Um outro mecanismo
proposto é o de que essas citocinas reduziriam a quantidade do triptofano disponivel
via ativacdo da enzima indolamina-2,3-dioxigenase (IDO)*2. Tal enzima converte o
triptofano em quinurenina e acido quinolinico, este ultimo uma substéancia neurotoxica
implicada em transtornos neurodegenerativos e cuja via resulta na producao de
metabdlitos neurotdxicos presentes em individuos deprimidos?. O acido quinolinico é
também um agonista de receptores N-metil D-aspartato (NMDA) que prejudica o
feedback negativo dos glicocorticoides e causa atrofia hipocampal e perda de
receptores de glicocorticéides™®. Dessa forma, em individuos deprimidos, haveria um
aumento nas concentracdes de citocinas pro-inflamatérias, levando a ativacdo da
enzima IDO com consequente redugdo na disponibilidade de serotonina e um

aumento na liberagao de glutamato no estriado e no cértex.
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Outra via que pode influenciar o metabolismo da monoamina é a via de
sinalizacao de citocinas proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK p38), podendo
aumentar a expressdo e a funcdo do polimorfismo 5-HTTLPR (SERT), regido
promotora do gene SLC6A4 transportador da serotonina®*®, e também influenciar o
transportador de dopamina®. As citocinas inflamatérias podem influenciar também a
sintese de neurotransmissores através da interrupcéo da tetrahidrobiopterina (BH4),
gue € um co-fator de enzima essencial para a hidroxilase de triptofano e a tirosina
hidroxilase, que sdo as enzimas limitantes da taxa para a sintese de serotonina,
dopamina e norepinefrina, respectivamente®’->°,

Além das monoaminas, o glutamato desempenha um papel crucial nos
processos patoldgicos associados a depressao®. O o6xido nitrico (NO), um mediador
inflamatério, aumenta a liberacdo de glutamato e diminui a expressdo de
transportadores de glutamato em astrécitos e oligodendrdcitos, diminuindo assim a
recaptacéo do glutamato aumentando a concentragao inter-sinaptica®. A estimulagao
do receptor de glutamato NMDA extra-sinaptico ndo s6 causa danos excitotoxicos aos
neurdnios e astrécitos mas também resulta em uma diminuig&o na sintese de BDNF,

um fator neurotréfico chave que governa a reparagéo neuronal®.

1.1.3 Envolvimento das Neurotrofinas na depresséao

As concentracdes elevadas e a ativacao prolongada das citocinas inflamatorias
no SNC e SNP podem resultar em uma diminuicdo dos niveis e da sintese de
neurotrofinas, conduzindo a reducdo da reparacdo neuronal, diminuicdo da
neurogénese e maior ativacao da via glutamatérgica que contribui para a apoptose
neuronal, o estresse oxidativo e a inducdo de apoptose em astrocitos e
oligodendrocitos®®.

O BDNF € uma importante proteina membro da familia das neurotrofinas e esta
presente em abundancia no tecido encefalico e periférico. Pode ser encontrada em
neurdnios e plaquetas, sendo capaz de cruzar a barreira hematoencefalica®. As
neurotrofinas regulam a diferenciagéo e a sobrevivéncia de neurdnios, modulando a
plasticidade e a transmissdo sinptica e inibindo a morte celular®’. Um estudo
realizado em tecido pos-mortem revelou que a diminuicdo dos niveis de BDNF foi

associada a perda celular e progressiva reducdo do volume do hipocampo e de
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estruturas limbicas, provocando alteracbes no sistema de memoérias bem como
transtornos psiquiatricos, dentre eles a depressao®.

O estresse esta altamente associado a diminuicdo dos niveis de BDNF no
encéfalo, evidenciado através de estudos em modelos animais de depressao, onde o
estresse cronico prejudicou a expressdao de BDNF no hipocampo, produzindo
alteragdes morfolégicas nessa regiao®:. Um recente estudo de revisdo evidenciou que
0 estresse vivido no periodo neonatal pode estar associado a alteracbes dos
receptores de glutamato (mGluR1, mGIuR5) e RNA mensageiro (MRNA) de BDNF e,
que estas alteracdes, podem contribuir no comportamento sintomatico da depresséo
e ansiedade. Ainda sugere que um aumento dos niveis de glicocorticoides esta
associado a regulacao negativa do BDNF durante a fisiopatologia da depressao®e.

O estresse aumenta o0s niveis de cortisol supra renal no plasma, sendo que
estudos apresentaram uma correlagdo inversa entre os niveis de estresse/cortisol e
expressdo BDNF no hipocampo, uma vez que os receptores de glicocorticoides (GR
NR3C1) e de mineralocorticoide (MR NR3C2) sdo altamente expressos no
hipocampo, agindo em equilibrio para regular alguns processos fisiolégicos e
neurolégicos, como respostas ao estresse e a sobrevivéncia neuronal®*®®, Alteracées
na via do BDNF estédo associadas com estresse na infancia e a sintomas de depressao
na vida adulta, especialmente devido a reprogramacdo de algumas vias de genes
sensiveis ao estresse®. O gene do BDNF tem sido associado também a reatividade
cognitiva para o humor deprimido®”.

O BDNF possui papel central na patogénese da depressao através do sistema
ativador plasminogénio do tecido (tPA)/plasmina que é crucial no processamento da
clivagem do precursor do BDNF (proBDNF) em BDNF maduro (mBDNF). Um estudo
demonstrou que no inicio do tratamento, pacientes com diagnéstico de depressao
apresentaram uma diminuicdo dos niveis de tPA sérico, BDNF e a proporcdo de
BDNF/proBDNF significativamente menores do que os controles. ApGs 8 semanas de
tratamento com escitalopram ou duloxetina as alteracdes em tPA, BDNF, proBDNF e
a relacdo BDNF/proBDNF foram revertidas®®.

A interrupcdo da sinalizagdo do BDNF na depressao e nos processos de
restauracdo induzidos pelo tratamento com antidepressivos se direcionam
principalmente para o sistema da serotonina (5-HT) que é outro fator principal no

desenvolvimento e neuroplasticidade do encéfalo®®. O BDNF e a 5-HT possuem uma
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relacao estreita na neuroplasticidade, como demonstrado em um estudo de cultura de
células do ndcleo da rafe de um embrido de camundongo de 14 dias de idade em que
a exposicdo de 18h ao BDNF quase duplicou o numero de neurbnios 5-HT e o
crescimento axonal™. Dessa forma, esses estudos reforcam a hipotese de que a
diminuicdo da expressédo do BDNF e, possivelmente, outros fatores de crescimento
estdo associados com a depressdo. Além disso, a regulacdo positiva de BDNF
desempenha um papel nas a¢fes do tratamento antidepressivo, revertendo a atrofia

e a perda celular®'®°,

1.1.4 Eixo Hipotalamo Hipo6fise Adrenal e a Neuroinflamagéo

As citocinas pro-inflamatérias possuem capacidade de provocar a
hiperativacdo do eixo HPA e exerce um papel fundamental na resposta aos estimulos
externos e internos e na patogénese da depressao’™. A atividade do eixo HPA é
modulada pela secrecdo do hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e vasopressina
(AVP) pelo hipotalamo, os quais, por sua vez, ativam a secre¢do do horménio
adrenocorticofina (ACTH) pela hipo6fise que, finalmente, estimula a secrecdo de
cortisol pelo coértex adrenal™. Estes horménios possuem acesso facil ao encéfalo,
onde se ligam aos receptores MR expressos predominantemente no hipocampo,
amigdala central e a receptores GR altamente expressos na maioria das regides
encefalicas, para exercerem ac¢des gendmicas e nao genémicas’. O estresse crénico
nas fases iniciais do desenvolvimento encefalico pode induzir mudancas persistentes
na capacidade do eixo HPA de responder ao estresse™ e esse mecanismo pode levar
a um aumento na susceptibilidade a depressao’ . Os receptores GR sdo inibidos
pela agcdo das citocinas inflamatorias sendo capazes de mediar a resisténcia a
glicocorticéides™ e impedi-los de exercerem sua acdo anti-inflamatéria™.

Juruena e colaboradores (2004) descreveram alguns estudos onde um
percentual significativo de pacientes com diagnostico de depressdo apresentaram
concentracbes aumentadas de cortisol no plasma, na urina e no fluido cerebrospinal,
resposta exagerada de cortisol apds estimulacdo com horménio ACTH e aumento do
volume tanto da hipéfise como das glandulas adrenais, sugerindo a hiperativacédo do
eixo HPA™. Também foi demonstrada uma correlagdo significativa entre

concentracfes de cortisol pos tratamento com dexametasona e a producdo de IL-
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1B3%°. Em outro estudo, foi demonstrado correlagéo significativa entre o aumento das
concentracbes sanguineas de TNF-a e a reducdo da sensibilidade cutanea a
administracao topica de glicocorticéide em pacientes deprimidos?®’.

A hipersecrecao de glicocorticoides e de citocinas pro-inflamatorias leva a um
prejuizo na neurotransmisséo noradrenérgica e serotonérgica encefalica, refletido em
alguns dos sintomas da depressao’. A expressao dos receptores 5-HT encontra-se
sob influéncia da inibicdo tdnica dos esteroides adrenais no hipocampo, enquanto a
expressao de receptores 5-HT encontra-se aumentada em situacdes de estresse
crénico™. Sendo assim, uma elevagdo prolongada dos niveis de glicocorticoides,
como acontece no estresse crénico e na depresséao, levaria a dessensibilizacdo de
seus receptores centrais e, provavelmente, dos macrofagicos, o que poderia justificar
as diversas alteracdes imunes ja descritas em quadros depressivos*. Paralelamente,
a exposicdo prolongada aos horménios glicocorticbides também seria capaz de
reduzir os niveis de noradrenalina no locus coeruleus, correlacionando, dessa forma,

0 processo inflamatério, o estresse e a depressao®.

1.1.5 Ativacdo imune neonatal, neuroinflamacao e transtornos psiquiatricos

A ativacdo imune ocorre através de um processo infeccioso, causado por
agentes patogénicos, como bactérias (gram-positivas ou gram-negativas) e fungos®?,
assim como atraves de endotoxinas (ou mediadores inflamatérios) como o LPS33.

O LPS, que compreende glicolipideos da membrana externa das bactérias
gram-negativas, tem sido utilizado como um modelo classico para a ativacdo das
células imunolégicas atuando como molécula de alarme, ou seja, sua presenca na
circulagdo provoca uma intensa resposta inflamatoria sistémica. A resposta do
hospedeiro a endotoxina é responsavel pelas propriedades potencialmente letais da
endotoxina®+®% Os efeitos patofisioldgicos das bactérias gram-negativas sao similares
aos da endotoxina bacteriana e a endotoxemia experimental € um modelo
reconhecido para o estudo de ativagdo imune por gram-negativos®?.

A ativagdo imune através do LPS induz uma inflamacéo sistémica®® através
da ativacdo do sistema imune inato com a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias,
como TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8 e outros mediadores inflamatérios, juntamente com

padrées moleculares associados a patégenos (PAMPSs), iniciando uma cascata de
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alteracdes fisioloégicas e comportamentais*’. Os receptores de reconhecimento
desempenham um papel critico na ligacdo a alvos microbianos na inflamacéo®. O
mais importante sistema desses receptores sao a familia de receptores Toll-like
(TLR)?*. Os TLR sao receptores transmembrana que detectam endotoxina e
numerosos mediadores microbianos diferentes, incluindo componentes bacterianos,
fungicos, virais e parasiticos. A ativacao do sistema imune inato e seus componentes
celulares como neutrofilos, mondcitos, macrofagos e células NK sdo os principais
responsaveis pela inflamacao sistémica?®.

A inflamacéao sistémica pode induzir um quadro de neuroinflamagé&o, associado
a danos ou disfuncdes encefdlicas, devido a um aumento da permeabilidade da
barreira hematoencefdlica. O aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefélica é ocasionado, em grande parte, pelo aumento dos niveis das
citocinas pro-inflamatoérias sistémicas que a atravessam e acessam o0 tecido
encefalico®®®%  As concentracbes elevadas de citocinas pro-inflamatérios no
encéfalo sdo responsaveis por ativar a microglia, liberando concentracdes ainda
maiores de mediadores pré-inflamatérios potencialmente toxicos, causando danos
reversiveis e irreversiveis®' no encéfalo em desenvolvimento. O tecido encefalico
em desenvolvimento apresenta uma sensibilidade aumentada ao estresse oxidativo,
0 gque pode estar relacionado ao aumento de células apoptéticas?®, a imaturidade dos
olidendrdcitos e os processos neuroinflamatoérios. Todas estas alteragfes podem ter
consequéncias neuroquimicas e comportamentais a longo prazo.

Uma vez que a neuroinflamacdo é estabelecida, o SNC é severamente
comprometido, principalmente no encéfalo imaturo®9. Embora o cérebro atinja
aproximadamente 90% de seu tamanho adulto até os seis anos de idade, os
subcomponentes da matéria cinzenta e branca continuam sofrendo mudancas
dindmicas ao longo da vida®. Estudos mostram uma perda na densidade cortical de
substancia cinzenta ao longo do tempo®®. A perda de matéria cinzenta cortical ocorre
primeiro em areas sensoriais primarias, seguidas do cortex temporal e pré-frontal
indicando que o cortex pré-frontal € uma das ultimas regides do cérebro a amadurecer.
As regibes subcorticais possuem algumas das maiores mudancas durante o
desenvolvimento no cérebro, particularmente nos ganglios da base. As mudancas no
volume estrutural dos ganglios da base e regibes pré-frontais através da poda

sinaptica normal, eliminando a abundancia de sinapses, permitem o0 ajuste e
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fortalecimento das conexdes relevantes entre as regides pré-frontais e subcorticais
relacionadas a processos cognitivos®. Em contraste com a matéria cinzenta, o volume
de matéria branca aumenta em um padréo linear ao longo do desenvolvimento e na
idade adulta, provavelmente refletindo a mielinizacdo continua de axoénios por
oligodendrdcitos, aumentando a conducao neuronal e a comunicagao®. Além desses
fatores, o cérebro em desenvolvimento apresenta maior nimero de mastécitos do
que no cérebro adulto, e quando ativados, contribuem para lesdes excitotoxicas,
descrito em um estudo com camundongos neonatais, exacerbando a toxicidade do
fator de crescimento transformador beta 1 (TGF — 31)".

Em um estudo pré-clinico de inflamacdo sistémica induzida por injecdes
intraperitonais diarias de IL-1B durante os primeiros cinco dias de vida, o numero de
axdnios ndo mielinizados foi aumentado e o numero de fibras mielinizadas foi
diminuida®. Insultos nessa fase do desenvolvimento podem induzir alteracoes
epigenéticas, incluindo a regulacdo enzimatica da transcri¢do através da modificacao
de tags permissivas (Ex.: acetilagdo, metilacdo) em histonas ou a regulacdo da
traducdo mediada por microRNA (miRNA). Alteracdes nas marcas epigenéticas e na
expressdo de miRNAs podem ter papéis fundamentais nas consequéncias a longo
prazo de insultos encefélicos perinatais, tais como a incapacidade das células
progenitoras oligodendrocitas tardias (OPCs) de amadurecer e diferenciar-se
adequadamente?’.

Estudos realizados em modelos animais com injecOes repetidas de LPS
durante a primeira semana poOs-natal apontaram que a inflamacdo sistémica
sustentada interfere na maturacdo do SNC, causando atrofia neuronal, atraso de
mielinizagdo, gliose reativa aguda, lesdo da substancia branca e paralisia
cerebral®®191%"  Eventos durante o periodo neonatal e infantil que ocasionem um
aumento do estresse e da liberacdo de glicocorticoides e citocinas pro-inflamatorias
como IL-1 beta, TNF-a, INF-a, IL-6 e proteina C reativa podem estar associados a
maior vulnerabilidade ou a pré-disposicdo ao desenvolvimento de episodios
depressivos durante a vida adulta’?.

Nos ultimos anos, véarios autores discutiram a participacdo das doencas
infecciosas em neonatos no risco para transtornos psiquiatricos. Kraepelin considerou
que “infecgdes nos anos de desenvolvimento pode ter uma casual importancia” para a

esquizofrenia’. Criancas internadas por uma infeccao bacteriana no SNC entre as
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idades de 2 e 5 anos estavam quatro vezes em maior risco de hospitalizagdo mais
tarde para transtornos psiquiatricos como depressao e esquizofrenia'*. Menninger
em uma revisdo de estudos sobre as doencas infecciosas e doencas psiquiatricas,
relatou que os casos de meningite aguda, encefalite, febre tiféide, febre recorrente,
tifo, gripe, malaria, tuberculose, infec¢cdes gastrointestinais e septicemia foram
frequentemente seguidos por um agudo episédio psiquiatrico transitorio'®.
Rantakallio e colaboradores, em um estudo comparando individuos com infec¢cdo no
SNC durante a infancia com um grupo controle acompanhados até 27 anos de idade,
encontrou um aumento no numero de diagndstico de esquizofrenia no grupo
infeccao?e,

Na ultima década os estudos tém proporcionado detalhes sobre a associagao
entre ativacao imune neonatal e eventos neuroldgicos e cognitivos a longo prazo bem
como doencas neurodegenerativas’®*'%’. Dados de pesquisas suportam a ideia de que
a ativacao imunolégica neonatal aumenta indiretamente o risco de déficits cognitivos,
por meio da programacdo a longo prazo de respostas neuroimunes que
posteriormente interferem nos processos celulares de aprendizagem e memaoria™®:1%9,
Lan e colaboradores (2015) demonstraram que a injecdo intracerebral de LPS em
camundongos neonatais resultou em lesdo neuronal dopaminérgica e déficits
comportamentais na vida adulta, sugerindo que tal exposicdo pode desencadear uma
resposta neuroinflamatéria crbnica, por ativacao microglial persistente e expressao
elevada de IL - 18 na substancia negra de camundongos adultos°.

Comim e colaboradores (2010) mostraram que uma Unica injecdo de LPS na
fase neonatal de camundongos foi capaz de alterar a memoéria e o aprendizado na
fase adulta. Neste mesmo estudo, os autores evidenciaram um aumento do tempo de
imobilidade durante o teste de natacdo forcada, demonstrando que o0s animais
poderiam ter um comportamento relacionado a depressdo?. Apesar de todas as
evidéncias descritas, a relacdo entre eventos vinculados a processos
neuroinflamatorios durante o desenvolvimento encefalico e a presenca de transtornos

psiquiatricos na idade adulta ainda ndo estéo totalmente claros.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

bY

Avaliar os parametros relacionados a depressdo em animais adultos

submetidos a ativacdo imune neonatal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o comportamento aneddnico em animais adultos submetidos a

ativacdo imune neonatal;

Avaliar o tempo de imobilidade em animais adultos submetidos a ativacao

imune neonatal;

Verificar as alteracbes do peso ponderal em animais adultos submetidos a

ativacdo imune neonatal;

Analisar o peso da glandula adrenal em animais adultos submetidos a

ativacdo imune neonatal;

Q_)/

Aferir o peso do hipocampo em animais adultos que foram submetidos

ativacdo imune neonatal;

Avaliar os niveis de corticoesterona no plasma de animais adultos submetidos

a ativagao imune neonatal

Analisar os niveis de BDNF no hipocampo em animais adultos submetidos a

ativacdo imune neonatal.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Esta pesquisa é do tipo pré-clinica e experimental. Foi realizada no
Laboratério de Neurociéncias Experimental (LANEX) e no Laboratério de Bioquimica
e Biologia Molecular da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL), campus

Pedra Branca.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Neste estudo foi utilizado Cloridrato de Imipramina (Tofranil, Novartis, Brasil);
tampéo fosfato salina (PBS - Laborclin, Brasil); sacarose (Merck, Brasil); balanca
digital (Powner, Brasil); balanca de precisao (Shimadzu — AUY220, Brasil); centrifuga
refrigerada (Solab Cientifica, Brasil); leitor de microplacas (Perlong Medical DNM-
9602, China); kit ELISA para BDNF (Genese, Brasil); LPS (026:B6LE. Coli — Sigma
Aldrish, Brasil); quimioluminescéncia (Cortisol Immulite 2000 DPC, Los Angeles, CA,
EUA).

3.3 ANIMAIS

Foram utilizados um total de 52 camundongos adultos C57BL/6 machos e
fémeas (20 para o grupo PBS e 32 para o grupo LPS). Os animais foram mantidos em
caixas de polipropileno de tamanho padréo (30x 20 x 13 cm), ciclo de claro e escuro
de 12 horas (06:00 as 18:00) e comida e agua com acesso livre. O ambiente foi
mantido a temperatura de 23 + 1°C. Os animais foram acondicionados no Biotério do
LANEX. O nimero de animais por grupo foi calculado em n=8. A formula empregada
para o calculo foi a equagdo n/grupo=2[(Za/2 +ZB) X d/A)?, para comparacao de duas
meédias, considerando-se o poder de teste de 80%, o nivel de significancia de 5%, o
desvio padrdo de 12,5% a partir de registros de estudos anteriores e o valor da
diferenca a ser detectada igual a 18%. Entende-se, portanto, que o numero de pelo
menos 8 animais foi utilizado em cada grupo experimental para garantir que as

conclusdes dos experimentos sejam validas, dentro de um risco aceitavel de ndo estar
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observando diferencas onde elas existem, nem tdo pouco estar observando
diferencas onde elas ndo existam. Para seguranca e confiabilidade dos dados, foi

utilizado 10 animais por grupo neste estudo.

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Para este estudo utilizou-se 12 camundongos adultos C57BL/6 sendo 6
machos e 6 fémeas, pesando entre 18 e 22g, totalizando 6 casais provindos da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais foram acasalados (um
macho para uma fémea) e a prole foi utilizada. Ao completarem dois dias de vida, a
prole foi retirada para a exposicdo a endotoxemia e logo em seguida retornam e foram
mantidos em suas caixas-moradias até vinte e um dias apdés o nascimento, quando
foram separados por sexo e alocados em caixas préoprias, estas contendo 5 animais
cada. Estes animais foram avaliados ao completarem 46 dias de vida.

A endotoxemia foi induzida com uma Unica administracdo subcutanea de 25
ug/kg de LPS. O LPS foi preparado com o auxilio de PBS para diluicdo. Os animais
controles receberam apenas PBS no mesmo volume administrado o LPS.
A mortalidade foi avaliada durante todo o experimento. A literatura relata que este
modelo experimental € o que mais se assemelha a sepse neonatal, pois ha
mortalidade de 60% nos primeiros dias de vidalt,

Apbs completarem 21 dias, os animais foram distribuidos em quatro grupos
experimentais: PBS+PBS; PBS+Imipramina; LPS+PBS; LPS+Imipramina. Quando
completaram 46 dias de vida, os animais (PBS ou LPS) receberam PBS ou Imipramina
(10 mg/kg, via intraperitoneal, uma vez por dia) durante 14 dias. O tratamento com
imipramina (antidepressivo pertencente a familia dos triciclicos, classicamente
utilizada para o tratamento dos transtornos depressivos) foi utilizado para validar os
parametros relacionados a depresséao, garantindo a validade preditiva que um modelo
animal de depresséo exigetl113,

Ao completarem 60 dias de vida, os animais foram avaliados pelos seguintes
parametros: comportamento anedonico (preferéncia por solucdo de sacarose),
desamparo aprendido (tempo de imobilidade do teste de natacédo forcada), peso
corporal, peso da glandula adrenal, niveis de corticoesterona plasméaticos (equivalente

ao cortisol) e niveis de BDNF no hipocampo. O peso corporal dos animais foi avaliado
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antes do teste de preferéncia por sacarose. Ao fim deste teste, os animais foram
submetidos ao teste de natacdo forcada. Apds, foram anestesiados e realizada a
puncdo cardiaca para retirada do sangue. O sangue foi adicionado a um tubo
contendo heparina e centrifugado. O plasma foi utilizado para dosagem dos niveis de
corticoesterona. Na sequéncia, os animais foram submetidos & morte indolor assistida
(MIA) recebendo injecdo de uma dose excessiva de pentobarbital de 80 mg/kg via
intraperitoneal de acordo com a resolucdo 1000, de 12/05/2012 — Conselho Federal
de Medicina Veterinaria (CFMV), sob a supervisdo de médico veterinario responsavel.
A glandula adrenal e o hipocampo foram dissecados, pesados, homogeneizado e

mantido no freezer -80°C para posterior analise (Figura 1).
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Figura 1 — Delineamento do estudo.

3.5 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS

3.5.1 Teste de natacao forcada

Os camundongos foram submetidos ao teste proposto por Porsolt e
colaboradores (1979) para avaliagdo do comportamento relacionado a depressao™'“.
O procedimento consistiu em colocar o animal, individualmente, em cilindros de vidro
(25 cm de altura e 10 cm de diametro) contendo agua (até 6 cm da altura do cilindro)
a 21 — 23°C por um periodo de 7 minutos. Durante os ultimos 5 minutos foi registrado
o tempo total de imobilidade para cada animal, considerando como imobilidade a
realizacdo de movimentos minimos para a manutencao da cabeca fora da agua. A
auséncia de natacao € considerada como desamparo aprendido, ou seja, o animal

nao tenta mais sair da situacao aversiva.
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3.5.2 Preferéncia por solugao de sacarose

Foi estabelecida a melhor concentracéo de sacarose a ser utilizada nos testes
subsequentes. As doses utilizadas foram de 0,5% a 3,0% e a partir da curva de
preferéncia dos animais, a melhor concentragdo de sacarose foi estabelecida. Esta
analise foi realizada com a exposicdo do animal a solucdo de sacarose durante 24
horas, sendo que ndo houve privacdo de agua e comida para a realizacao do teste. A
preferéncia de sacarose foi medida através da pesagem das garrafas de agua e de
sacarose antes do teste e apos 24 horas, usando-se a diferenca para o calculo da

preferéncia de sacarose, que é feita através da equacédo abaixo:

% preferéncia de sacarose = consumo total de sacarose x 100 / consumo total (H20
+ sacarose)
O parametro utilizado foi o estabelecimento da curva de preferéncia dos

animais, e a partir disto a melhor concentracéo foi estabelecida.

3.5.3 Avaliacédo do peso ponderal

O peso corporal dos animais foi avaliado em gramas antes do teste de anedonia
em uma balanca de peso simples.

3.5.4 Avaliacédo dos niveis de corticoesterona

Os animais foram anestesiados e as amostras de sangue foram coletadas
através de puncdo cardiaca. O sangue coletado foi depositado em microtubos
(eppendorf), que foram submetidos a centrifugagéo a 4.000 rota¢fes por minuto (rpm)
durante 10 minutos. Para as dosagens dos niveis plasmaticos de corticoesterona, as
amostras foram coletadas com anticoagulante (heparina). Apds a centrifugacao, o
plasma foi armazenado em freezer a -80°C. Os niveis plasmaticos de corticosterona
foram mensurados por quimioluminescéncia para coeficiente de variagao inter ensaio

<10 e limite de deteccéo de 5ug/dL.
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3.5.5 Avaliacéo do peso do hipocampo e da glandula adrenal

O hipocampo e a glandula adrenal foram dissecados e avaliados em gramas

por uma balanca de preciséo.

3.5.6 Avaliacéo dos niveis de BDNF hipocampais

Apo6s a MIA, o hipocampo foi homogeneizado e na sequéncia foi armazenado
no freezer (-80°C) para posterior analise bioquimica. Os niveis de BDNF no
hipocampo foram medidos por um kit ELISA sanduiche anti-BDNF, de acordo com as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, o hipocampo foi homogeneizado em
solugcéo tampé&o de fosfato com 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonilo e 1 mM de
EGTA. As placas de microtitulacdo de 96 pocos (de fundo plano) foram revestidas
durante 24 horas com as amostras diluidas 1:2 em diluente de amostra e padrao de
curva que varia entre 7.8 para 500 pg/ml de BNDF. Os pocos foram em seguida
lavados quatro vezes com diluentes de amostra, e um anticorpo de coelho anti-BNDF
monoclonal diluido a 1:1000 em diluente da amostra foi adicionado a cada poco e
incubado durante 3h a temperatura ambiente. Apds a lavagem, um anticorpo
peroxidase anti-coelho conjugado (diluido a 1:1000) foi adicionado a cada poco e
incubado a temperatura ambiente durante 1h. A quantidade de BDNF foi determinada
por absorbancia a 450 nm. A curva padrdo demonstrou uma relacao direta entre a
densidade Optica e concentracdo de BDNF. A proteina total no hipocampo foi medida

pelo método BCA, utilizando a albumina de soro bovino como um padrao.

3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — Variaveis de estudo

VARIAVEIS TIPO NATUREZA PROPOSTA DE UTILIZACAO
LPS Independente | Qualitativa — Nominal Sim / Nao
Dicotémica
Imipramina Independente | Qualitativa — Nominal Sim / Nao
Dicotémica
Consumo de sacarose Deprendente Quantitativa — % preferéncia de sacarose
Continua
Tempo de imobilidade Dependente Quantitativa — Segundos
Continua
Peso corporal Dependente Quantitativa — Gramas
Continua
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Peso glandula adrenal Dependente Quantitativa — Gramas
Continua
Peso do hipocampo Dependente Quantitativa — Gramas
Continua
Niveis de Corticoesterona Dependente Quantitativa — po/dl
Continua
Niveis de BDNF Dependente Quantitativa — pg/ml
Continua

3.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Ap0s a coleta dos dados foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk
para caracterizacdo dos dados. Os dados dos parametros avaliados foram
considerados paramétricos e foram apresentados como a média = desvio padrdo da
média. A andlise estatistica dos dados entre os grupos foi realizada por meio de
andlise de variancia (ANOVA) de uma via. Quando o valor de p foi significativo,
comparacdes post hoc foram feitas pelo teste de Tukey. A significancia estatistica foi

considerada para valores de p<0,05.

3.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Este estudo foi submetido & avaliacdo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UNISUL, seguindo os Principios de Cuidados de Animais de Laboratério
(do inglés Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saude dos EUA,
NIH), assim como a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais em
Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica — DBCA (2016), do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado sob o n°. de protocolo
17.004.4.01.1V (Anexo A).
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4. RESULTADOS

4.1 DETERMINACAO DA MELHOR CONCENTRACAO DE SACAROSE

No teste para a determinagdo da melhor concentracdo de sacarose, foram
oferecidas solugdes em diferentes concentracdes, que variaram entre 0,5% a 3,0%. A
partir disso, foi estabelecida a curva de preferéncia de sacarose, no qual um consumo

entre 50% e 70% foi considerado a melhor concentracéo (Figura 2).
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Figura 2. Determinacdo da concentragdo ideal de sacarose. Os dados foram expressos por
média e desvio padrdo (n=20). Concentracdo ideal definida por consumo preferencial de
sacarose de 50-70% dos animais, ou seja, 1%.

Foi observado que a melhor concentracdo foi a de 1% de sacarose pois se
manteve entre 50% e 70%. Esta concentracdo foi a utilizada na avaliacdo da

preferéncia por sacarose

4.2 AVALIACAO DA PREFERENCIA POR SACAROSE

A preferéncia por sacarose foi avaliada utilizando a concentracdo de 1%

conforme o resultado da curva de preferéncia demonstrada acima. (Figura 2).
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Foi possivel observar que os animais expostos a endotoxemia no periodo
neonatal apresentaram uma diminuicdo significativa do consumo de sacarose quando
comparados ao grupo de animais que receberam PBS no periodo neonatal (p=0,001).
Em contrapartida, os animais expostos a endotoxemia no periodo neonatal e que
receberam tratamento com imipramina quando adulto jovens, aumentaram
significativamente o consumo de sacarose quando comparados aos animais também
expostos a endotoxemia mas que ndo receberam tratamento com imipramina
(p=0,001).
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Figura 3. Teste de anedonia através da preferéncia do consumo de sacarose. Dados
expressos em média e desvio padrdao (n=10). *p<0,05 vs. PBS + PBS. #p<0,05 vs. LPS +
PBS.

4.3. AVALIAQAO DA IMOBILIDADE PELO TESTE DE NATAC}AO FORCADA
Pode-se observer que 0s animais expostos a endotoxemia no periodo
neonatal apresentaram um aumento significativo no tempo de imobilidade quando
comparados aos animais que receberam PBS (p<0,0001). Com o uso da imipramina,
0S animais expostos a endotoxemia no periodo neonatal reduziram significativamente
o tempo de imobilidade quando comparados aos animais que também foram expostos

a endotoxemia mas néo receberam imipramina (p<0,001).
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Figura 4. Imobilidade através do teste de natacdo forcada. Dados expressos em média e
desvio padrao (n=10). *p<0,05 vs. PBS + PBS. #p<0,05 vs. LPS + PBS.

4.4 AVALIACAO DO PESO PONDERAL

A Figura 5 demonstrou que 0s animais expostos a endoxemia apresentaram
peso poderal significativamente menor quando comparado aos animais que
receberam apenas PBS (p<0,05). Em contrapartida, os animais expostos a
endotoxemia que receberam imipramina durante 14 dias, ndo apresentaram uma

diminuicao significativa do peso ponderal (p<0,05).
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Figura 5. Avaliacdo do peso ponderal. Dados expressos em média e desvio padrédo (n=10).
*p<0,05 vs. PBS + PBS. #p<0,05 vs. LPS + PBS.
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4.5 AVALIACAO DO PESO DA GLANDULA ADRENAL

Na figura abaixo observa-se que a exposi¢cdo neonatal ao LPS foi capaz de
aumentar significativamente o peso da glandula adrenal quando comparado aos
animais que apenas receberam PBS (p<0,0001). Quando se observa o grupo de
animais expostos ao LPS que receberam imipramina por 14 dias, houve uma reducéo
significativa do peso da glandula adrenal em comparacdo ao grupo de animais

expostos ao LPS que néo recebeu imipramina (p<0,0001).
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Figura 6. Avaliacao do peso da glandula adrenal. Dados expressos em média e desvio padrao
(n=10). *p<0,05 vs. PBS + PBS. #p<0,05 vs. LPS + PBS.

4.6 AVALIACAO DO PESO DO HIPOCAMPO

Os resultados abaixo demonstraram uma reducgéo significativa do peso do
hipocampo nos animais expostos ao LPS quando comparados aos animais que
receberam PBS (p<0,05). Entretanto, nos animais expostos ao LPS que receberam
imipramina, nao foi possivel observar um aumento significativoquando comparado aos
animais que também foram expostos ao LPS mas ndo receberam a imipramina
(p>0,05).
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Figura 7. Avaliacdo do peso do hipocampo. Dados expressos em média e desvio padrédo
(n=10). *p<0,05 vs. PBS + PBS.

4.7 AVALIACAO DOS NIVEIS PLASMATICOS DE CORTICOESTERONA

Os niveis plasmaticos de corticoesterona dos animais expostos ao LPS
apresentaram um aumento significativo quando comparado ao grupo de animais que
receberam PBS no periodo neonatal (p<0,001). Em contrapartida, 0 grupo exposto ao
LPS que recebeu imipramina apresentaram uma diminuigdo significativa nos niveis de
corticoesterona quando comparado ao grupo exposto ao LPS que nado recebeu
imipramina (p<0,001).
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Figura 8. Avaliacdo dos niveis plasméaticos de corticoesterona. Dados expressos em média e
desvio padrao (n=10). *p<0,05 vs. PBS + PBS. #p<0,05 vs. LPS + PBS.
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4.8 AVALIACAO DOS NIVEIS DE BDNF EM TECIDO HIPOCAMPAL

Pode-se observer que néo houve diferenca estatisticamente significativa entre
0s grupos avaliados neste estudo em relagcdo aos niveis hipocampais de BDNF
(p>0,05).

BDNF (pg/mL)

PBS IMI PBS IMI

PBS LPS

Figura 9. Avaliacao dos niveis de BDNF em tecido hipocampal. Dados expressos em média e
desvio padrao (n=10).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que camundongos adultos submetidos a
ativacdo imune no periodo neonatal apresentaram parametros relacionados a
depressdo como anedonia, através do baixo consumo de sacarose; desamparo
aprendido com maior tempo de imobilidade no teste de natacdo for¢cada; diminui¢ao
do peso ponderal; possivel hiperativacédo do eixo HPA através do aumento no volume
da glandula adrenal e elevado nivel de corticoesterona no plasma e; reducédo do
volume do hipocampo. Todos os parametros citados, foram revertidos com o uso de
imipramina, contudo ndo de forma significativa para o aumento do volume do
hipocampo. Os niveis de BDNF no hipocampo também foram avaliados no entanto,
nao apresentaram diferenca siginificativa entre os grupos de estudo.

Estudos demonstram que a neuroinflamacdo no periodo neonatal pode
levar a alterag8es no desenvolvimento encefalico e contribuir para o desenvolvimento
de transtornos psiquiatricos na vida adulta, incluindo a depressao®1'>.

A anedonia é um sintoma central da depressao e em modelos animais pode
ser observada através do consumo de sacarose. Dados sugerem que o efeito das
citocinas no encéfalo, em particular nas vias dopaminérgicas, levam a um estado de
diminuicdo da motivacdo ou anedonia''®. A dopamina tem um papel fundamental na
motivacdo e na atividade motora''® e as citocinas demonstraram diminuir a liberacéo
de dopamina nos ganglios da base, em associacdo com a motivacdo diminuida
baseada no esforco, bem como a reducéo da ativacdo dos circuitos de recompensa
no estriado ventral¥.

A anedonia tem sido estudada a partir de diferentes modelos de depresséo.
Lucca e colaboradores (2008) demonstraram que o estresse cronico variado (modelo
animal classico de depresséao) induziu menos consumo de sacarose, refletindo em um
comportamento anedonico nos animaist’’. Comim e colaboradores (2010)
demonstraram que animais adultos submetidos a sepse por CLP apresentaram
anedonia 14 dias apdés a inducdo. Nesse estudo, observou-se um aumento do
comportamento aneddnico nos animais adultos submetidos a endotoxemia neonatal,
ou seja, 58 dias apods a exposicao ao LPS%.

Um outro comportamento caracteristico da depressdo é o desamparo
aprendido, observado através do tempo de imobilidade, no que resultaria em
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economia de energia''®. No presente estudo foi observado que os animais expostos
a endotoxemia apresentaram um tempo significativamente maior de imobilidade. Em
concordancia, outros estudos associaram a privacdo materna (modelo animal de
estresse na vida precoce) ao comportamento depressivo na idade adulta e um
aumento no tempo de imobilidade®'®*'*. Um recente estudo mostrou que animais
expostos ao LPS com dois dias de vida apresentaram um aumento do tempo de
imobilidade quando adultos associado a alteracbes na memoéria aversiva, de
habituacdo e de reconhecimento de objetos. Entretando, ndo foi observado a
presenca de um comportamento relacionado a ansiedade??:,

A administracdo de LPS é conhecida também por induzir a perda de peso
em modelos animais de depressdo!?2. Nesse estudo, 0os animais submetidos a
endoxemia apresentaram peso ponderal significativamente menor quando comparado
aos animais controles. Lawson e colaboradores (2013) demonstraram que a
administracdo sistémica de LPS em camundongos alterou o comportamento alimentar
e a ingestao de alimentos e consequentemente a perda do peso ponderal'3. Neste
estudo, entretanto, a ingestdo de alimentos n&o foi avaliada. Outros estudos
demonstraram que o estresse cronico provocou alteragdes nas monoaminas cerebrais
envolvidas no controle e ingestdo de alimentos influenciando o comportamento
alimentar e a reducéo do peso corporal dos animais estudados'?4:125:126,

A depressdo também tem sido frequentemente associada a atividade
elevada do eixo HPA. Dessa forma as alteracdes nas medidas neuroenddécrinas
observadas no aumento do volume da glandula adrenal e elevado nivel de
corticoesterona no plasma, encontrados nesse estudo, sugerem uma correlacdo
positiva com os demais estudos. A hiperativacdo do eixo HPA, que é modulado pela
secrecdo do CRH no hipotalamo, que ativa o0 ACTH na hipdéfise e este estimula a
secrecdo de cortisol pela glandula adrenal, provoca um aumento dos niveis de
glucocorticoides, bem como a interrupcdo dos mecanismos de feedback negativo
atraves da diminuicéo, expressao e funcéo dos receptores GR?":'?8, As alteracdes no
volume da glandula adrenal e nos niveis de cortioesterona encontradas no presente
estudo foram observadas em animais adultos submetidos a endotoxemia no periodo
neonatal, sugerindo um possivel mecanismo de hiperativagao do eixo HPA.

Essas alteracbes também foram encontradas em estudos anteriores

semelhantes. Goshen e colaboradores (2007) demonstraram que 0s sintomas
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relacionados a depressdo, como a diminuicéo da preferéncia de sacarose e reducao
da exploracéo social, induzidos pelo modelo de estresse cronico variado em animais
adultos, foram suprimidos quando estes animais recebiam um antagonista dos
receptores IL-1. Os niveis hipocampais de IL-1 que também foram aumentados apoés
0 estresse crbnico variado, foi diminuido apds a injecdo do antagonista'®. Bilbo e
colaboradores (2008) demonstraram que a infeccdo bacteriana por Escherichia coli
no periodo neonatal, aumentou as citocinas inflamatérias no encéfalo e os niveis de
corticoesterona em soro nos animais quando adultos°. Doosti e colaboradores (2013)
demonstraram que a exposi¢do neonatal ao LPS causou um aumento dos niveis de
corticoesterona no plasma na idade adulta e uma diminui¢cdo do peso corporal durante
o periodo neonatal e adolescéncial3’. Nesse contexto varios estudos demonstraram
uma ligacao entre o estresse no inicio da vida, a atividade do eixo HPA alterada e o
aumento dos sintomas relacionados a depressdo, entre outros transtornos
psiquiatricos mais tarde durante a vidal-*4,

Uma hipétese para os possiveis mecanismos relacionados as alteracdes
descritas acima refere-se ao entendimento de que o0s niveis elevados de
glicocorticéides podem influenciar a funcdo e o comportamento neuronal, provocando
perda e atrofia dos neurbnios do cértex pré-frontal e hipocampo, interrompendo a
conectividade cerebral em individuos deprimidos?2. A secrec¢ao hipotalamica de CRH
€ controlada pela via excitatéria da amigdala e pela via inibitéria do hipocampo. Dessa
forma, danos hipocampais poderiam conduzir a um circulo vicioso, uma vez que a
perda do controle inibitério da secre¢cao do CRH pode resultar em uma maior secregcao
de cortisol e, consequentemente, em uma atrofia hipocampal adicional'32, Um estudo
com camundongos expostos ao LPS no inicio da vida demonstrou um aumento nos
niveis de mMRNA CRH no hipotalamo; diminuicéo na densidade dos GR no hipotalamo,
hipocampo e cortex frontal e aumentada capacidade de resposta do HPA ao estresse
na idade adulta*’. Corroborando com esse estudo, Majidi-Zolbanin e colaboradores
(2013) descreveram que a diminuicédo da entrada de serotonina no hipocampo durante
o periodo neonatal mostrou reduzir a expressao de GR em ratos adultos?3s,

Considerando o exposto sobre as alteragcdes no hipocampo e sua relagéo
com a depressao, destaca-se a acentuada reducédo no volume do hipocampo nos
animais adultos submetidos a ativacdo imune no periodo neonatal observado nesse

estudo. As citocinas pro-inflamatérias podem influenciar negativamente o
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desenvolvimento neuronal e a apoptose no hipocampo, provocando uma redugéo no
seu volume™+13% O hipocampo possui uma das maiores densidades de microglia e
receptores de IL-18, bem como um grande potencial neurogénico na zona
subventricular dos ventriculos laterais e na zona subgranular do giro dentado, dessa
forma, é particularmente vulneravel a ativacao imune do inicio da vida''®"%,

Wang e colaboradores (2013) demonstraram que a exposi¢ao neonatal ao
LPS foi associada ao comprometimento da memaria aversiva, acentuada reducéo no
volume do hipocampo, lesGes axonais de neuronios localizados na regiao CA1l do
hipocampo, aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatérias e ativacdo microglial
em toda a extensdo do hipocampo, quando os animais completaram 70 dias de vida.
A hipotese sugerida para explicar esses achados seria que subconjuntos de células
gliais foram permanentemente mantidas em um estado ativado por um insulto no
periodo neonatal3®. Musaelyan e colaboradores (2014), em um artigo de revisao,
descrevem varios estudos sobre a relacdo da ativacdo imune no inicio da vida e
alteracdes no hipocampo durante o desenvolvimento e na vida adulta. Dentre as
alteracdes estdo a reducao da sobrevivéncia de neurdnios recém gerados, diminui¢éo
do recrutamento de novos neurénios em redes do hipocampo e na proliferacéo de
células progenitoras e diferenciacédo neuronal no hipocampo adulto. Além disso foram
descritos alteracdes na microglia do hipocampo assemelhando-se morfologicamente
a fendtipo de ativacdo, aumento dos niveis de IL-1B e diminuicdo da citocina anti-
inflamatoria TGFB1, que possui propriedades proneurogénicas!?®.

Em sintese, observa-se que a reducdo do hipocampo esta relacionada a
atrofia e morte neuronal e também a reducdo na neurogénese, uma vez que O
tratamento com antidepressivos pode promover a neurogénese e, portanto, normalizar
o volume do hipocampo?3'*°, Neste estudo, utilizou-se a imipramina por 14 dias como
um controle positivo no intuito de verificar se os parametros observados séo
reveretidos com o uso de um antidepressivo triciclico classico. A reversao dos
parametros pode evidenciar a associacdo entre os achados encontrados com 0s
apresentados durante o processo fisiopatoldégico da depressédo. Entretanto, a
diminuicdo do volume do hipocampo foi 0 Unico parametro avaliado que n&o foi
revertido com o uso de imipramina. A reversdo dos sintomas pelo tratamento
farmacoldgico geralmente € mais precoce do que mudancgas estruturais. Nem sempre

0s sintomas e as alteracdes estruturais estdo temporalmente correlacionadas.
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Estudos mostram que primeiramente ha mudancas sintomaticas e posteriomente, com
o tempo de tratamento, ha mudancas estruturais encefalicas'141:142,

A reducédo da neurogénese observada em alguns estudos relaciona-se com
a reducdo dos niveis de BDNF no hipocampo®®7:143, Citocinas pro-inflamatoérias como
o IFN-a podem diminuir a proliferagdo celular no hipocampo e diminuir os niveis
sistémicos de BDNF22, Contudo, neste estudo, ndo foram encontradas alteracdes nos
niveis de BDNF em nenhum dos grupos experimentais. A impramina também néo
alterou os niveis de BDNF encontrados, possivelmente em virtude do tempo de
laténcia de 14 dias no efeito antidepressivo. Resultado semelhante foi observado no
estudo de Lucca e colaboradores (2009) onde animais expostos ao paradigma do
estresse crénico e variado por 40 dias ndo apresentaram alteracfes nos niveis de
proteina BDNF no hipocampo, soro e liquido cefalorraquidiano'4, entretando,
apresentaram um comportamento anedoénico. Esses resultados contrastam com
estudos anteriores que demostraram uma correlacao entre transtornos depressivos e
uma diminuicao do nivel de BDNF hipocampal38:6é.144,

Os resultados observados nesta pesquisa demonstram que a inflamacao
sistémica no periodo neonatal alterou os parametros relacionados a depresséo e, que
essas alteracbes podem persistir até a idade adulta. Sugere-se que essas alteracdes
podem ocorrer devido a vulnerabilidade do encéfalo em desenvolvimento?. Durante
o desenvolvimento do encefélico, um grande namero de neurdnios séo eliminados
pela apoptose para otimizar as redes neurais, sendo o equilibrio entre a sobrevivéncia
e morte celular um processo altamente regulado’®é. No SNC sao as células gliais que
direcionam o desenvolvimento normal do encéfalo. Oligodendrdcitos mielinam axénios
principalmente durante o periodo pés-natal e a interrupcéo de sua funcédo pode ser
profundamente debilitante. Astrécitos medeiam a formacédo de sinapses no cérebro
em desenvolvimento e a microglia atende a funcbes importantes aos neurdnios de
suporte e manutencdo do desenvolvimento, como a apoptose’’. Contudo na
neuroinflamacéo o equilibrio entre sobrevivéncia e morte celular € comprometido
especialmente pela ativagdo da microglia™&">",

Em resposta a altera¢cdes no ambiente, as células microgliais podem ser
ativadas alterando sua morfologia e funcdo. Na ativacdo M1, células microgliais
podem tornar-se fagociticas, e podem sintetizar moléculas pré-inflamatérias, os

radicais superoxido, glutamato, e 6xido nitrico. Alternativamente, a ativacao M2, tem
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sido associada com uma liberagdo de citocinas anti-inflamatérias e fatores
neurotroéficos, que facilitam a cura e limitam a lesdo neuronal™?. Nesta linha, postula-
se entdo que a ativacdo glial serve inicialmente como uma funcéo protetora, mas a
ativacdo continua pode levar a liberagdo exagerada de citocinas pro-inflamatérias e,
portanto, danos cerebrais persistentes’?%*1%5 Harvey e Boksa (2012) em uma
revisdo sobre ativacdo imune precoce e alteracbes no neurodesenvolvimento
apresentaram diversos estudos mostrando que a administracdo de LPS no periodo
pré-natal e neonatal provocaram perda e diminuicdo do niumero de oligodendrécitos
no encéfalo e expressao de proteinas relacionadas com mielina e hipomielinizacao,
bem como déficits cognitivos, alteracdes na funcédo do eixo HPA, regulacdo imune e
resposta ao dano cerebral, como isquemia na vida adulta’®. Um outro estudo
relacionando a ativagcao imune e esquizofrenia mostrou que a endotoxemia por LPS
no periodo neonatal provocou efeitos duradouros sobre o comportamento e fatores
neuroquimicos, semelhantes a esquizofrenia na idade adulta. Nesse estudo foi
observado que a elevacdo da ativacdo microglial no hipocampo, cortex cerebral e
talamo, estava presente dois dias ap0s a injecao de LPS e foi persistente até a idade
adulta®™’.

Majidi-Zolbanin e colaboradores (2013) observaram que a ativacao imune
neonatal pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de comportamentos
semelhantes a ansiedade e depressao, hiperativacdo do eixo HPA e inflamacéo do
hipocampo na idade adulta. Dentre os achados desse estudo destaca-se a expressao
do marcador de células gliais e genes relacionados a IL-1B8 no hipocampo de ratos
recém-nascidos e adultos em resposta a administracdo de LPS!®®. Sendo assim, a
neuroinflamacéo desenvolvida e sustentada especialmente pela ativacdo microglial
produz iniUmeras alteracdes no enceéfalo, sistema imune e enddcrino?, e estas, podem
finalmente interferir nos neurocircuitos cerebrais e na sintese e expressao de
neurotransmissores como serotonina, dopamina, noradrenalina envolvidos na
fisiopatologia da depressdo’®'e161 A |uz dessas evidéncias, observa-se que a
desregulacédo de processos inflamatorios precisa ser cuidadosamente considerada
desde o periodo pré e neonatal como um importante mecanismo fisiopatolégico da

depresséo.
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6. CONCLUSAO

Conclue-se com este estudo que camundongos expostos a endotoxemia
no periodo neonatal apresentaram um comportamento relacionado a depresséo
qguando adultos, evidenciado pela anedonia e desamparo aprendido associados a
diminuicdo do peso ponderal, aumento no volume da glandula adrenal, elevado nivel
de corticoesterona no plasma e redugéo do volume do hipocampo. Entretanto, nao foi
observado altera¢Bes nos niveis hipocampais de BDNF.

Os resultados desse estudo sugerem que a neuroinflamacé&o no inicio da
vida pode provocar efeitos negativos no desenvolvimento encefalico e aumentar a
vulnerabilidade do sistema imune e enddcrino durante o desenvolvimento. Essas
alteracbes podem causar uma pré-disposicdo para desencadear transtornos
depressivos na vida adulta. Contudo os mecanismos pelos quais essas alteracfes
ocorrem nao foram estudados, sendo um fator limitante para uma andlise mais

acurada dos resultados obtidos.

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Espera-se que dados deste estudo possam servir para futuras pesquisas
pré-clinicas e clinicas com o intuito de compreender os mecanismos envolvidos na
relacdo entre depresséo e neuroinflamacéo, bem como a aplicagéo de novas medidas

terapéuticas mais eficazes para o tratamento e prevencao desse transtorno.
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UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA

-/ < COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA/UNISUL

Palhoga, 10 de abril de 2017
Registro na CEUA (c6digo): 17.004.4.01.1V

-

Ao Pesquisador/Professor(a): Clarissa Comim Cassol

Prezado(a),

Viemos por meio deste, certificar que a proposta de estudo e/ou projeto de
pesquisa intitulada “Avaliagdo dos comportamentos relacionados a depressdo em
animais adultos submetidos a endotoxemia por LPS no periodo neonatal”, registrada com
0 ne'7004401 1V, sob a responsabilidade de Clarissa Comim Cassol - que envolve a
manutengdo ou utilizagdo de modelos animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei Federal n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO.USO DE ANIMAIS (CEUA) desta Instituigdo, em reunizo de
11/04.

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no &mbito da UNISUL
€ nos limites de suas atribuigées, os dispostos na legislag&o Federal aplicavel a criagéo,
manutencao e a utilizagao de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas
pelos corpos docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de
outras instituigbes, caracterizando-se a sua atuagdo como educativa, consultiva, de
- assessoria e fiscalizagéo nas questées relativas a matéria, sob os aspectos: | - Etico; Il -
Legal: enquadramento na legislacdo vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, qualquer alteracdo dos

procedimentos e metodologias que houver durante a realizagéo do projeto em questao,
devera ser informada imediatamente & Comiss3o.

Prof @Weﬁm Sgrott
Coordenador da Comissédo
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