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EFEITO TIPO-ANTIDEPRESSIVO DA MIRICITRINA E SUA RELACAO COM A
NEUROGENESE ADULTA EM CAMUNDONGOS.
Erika Meyer

Resumo: A depressédo consiste em uma doenga multifatorial, complexa e de sintomatologia
diferenciada. Em casos de depressdo refrataria resistente ao tratamento, antipsicoticos
atipicos vém sendo associados, aos antidepressivos, na clinica, no intuito de melhorar a
resposta dos pacientes ao tratamento. Um mecanismo de agdo neurogénica vem sendo
proposto para farmacos com atividade antidepressiva. A miricitrina (MIRI) é um flavondide
extraido de varias plantas do género Eugénia, com perfil de antipsicético atipico. Os
mecanismos de acdo propostos para a MIRI incluem inibicdo da sintese de 6xido nitrico
(NO) e da proteina quinase C (PKC). Considerando que a inibicdo do NO pode também
gerar efeito antidepressivo, e que antipsicoticos atipicos podem ser utilizados por sua acao
antidepressiva, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento repetido
com a MIRI em um modelo animal preditivo de atividade antidepressiva e analisar a
influéncia deste sobre a neurogénese adulta. Camundongos Balb/C machos foram tratados,
intraperitonealmente, com MIRI durante 21 dias. Ap6s o término do tratamento repetido os
animais foram submetidos ao teste do campo aberto e, em seguida, ao teste de suspensao
pela cauda (TSC). Um segundo grupo de animais foi tratado com MIRI durante 28 dias e
submetidos aos mesmos testes comportamentais. A seguir os cérebros dos animais foram
removidos para analise imuno-histoquimica de deteccdo de imunoreatividade para o0s
marcadores celulares de proliferacdo (Ki67), neurogénese (DCX), sobrevivéncia (BrdU) e
diferenciagéo celular (NeuN e GFAP). A administragdo repetida de 21 dias de MIRI foi capaz
de diminuir a imobilidade dos animais no TSC, sem, entretanto, alterar a atividade
locomotora. Além disso, a MIRI aumentou a proliferacao celular e 0 nimero de células DCX-
positivas na zona subgranular do giro denteado hipocampal, o que indica um aumento de
neurogénese hipocampal. Foi observada, ainda, uma maior diferenciagdo das células
sobreviventes em neurdnios. Nossos dados demonstraram que o tratamento repetido com a
MIRI resultou em acéo tipo-antidepressiva, mediada, pelo menos em parte, pela geracdo de
novos neurdnios no hipocampo de camundongos.

Palavras-chave: miricitrina, depressdo, neurogénese hipocampal, teste de suspensédo pela
cauda.



ANTIDEPRESSANT-LIKE EFFECTS OF MYRICITRIN AND ITS RELATION TO ADULT
NEUROGENESIS IN MICE.
Erika Meyer

Abstract: Depression consists of a multifactorial and complex disease, with differentiated
symptoms. In cases of refractory depression resistant to treatment, atypical antipsychotics
have been associated with antidepressants, in order to improve the response of patients to
treatment. A neurogenic mechanism has been proposed for drugs with antidepressant
activity. Myricitrin (MIRI) is a flavonoid extracted from various plants of Eugenia genus and
presents an atypical antipsychotic profile. The mechanisms proposed for this therapeutics
effects include inhibition of nitric oxide (NO) and protein kinase C (PKC) synthesis. Since the
inhibition of NO can also produce antidepressant effect, and the atypical antipsychotics may
be used as an antidepressant drug, this study aimed to evaluate the effect of repeated
treatment with MIRI in an animal model of predictive antidepressant activity and the influence
of this on adult neurogenesis. For this, Balb/C male were treated, intraperitoneally, with MIRI
during 21 and/or 28 days respectively. After the repeated treatment the animals were
subjected to the open field test and the tail suspension test (TST). At the end of the
behavioral tests the animals were sacrificed and their brains were removed for
immunohistochemical analysis to detect immunoreactivity of cell markers of proliferation
(Ki67), neurogenesis (DCX), survival (BrdU) and differentiation (NeuN and GFAP). The
repeated treatment of 21 days was able to decrease the immobility time of the animals in the
TST without alteration of locomotor activity. MIRI treatment increased the cell proliferation
and the number of doublecortin-positive cells in the subgranular zone of the dentate gyrus in
the hippocampus, which indicates an increase in hippocampal neurogenesis. Furthermore,
the most of the survival cells were differentiated in neurons. Our data demonstrated that
repeated treatment with MIRI resulted in antidepressant-like effect, mediated at least in part,
by the generation of new neurons in the hippocampus of mice.

Keywords: myricitrin, depression, hippocampal neurogenesis, tail suspension test.
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1. Introducéao

1.1. Depresséao
A depresséo consiste em uma doenca psiquiatrica multifatorial e altamente

complexa, que possui uma das mais altas prevaléncias na populacdo entre os
transtornos do humor. De acordo com a Pesquisa Nacional sobre Uso de Drogas e
Saude, nos Estados Unidos, de 2009 a 2012, cerca de 7 por cento da populacao
apresentava 0s critérios para um transtorno depressivo, sendo que as taxas mais
elevadas (10,9%) encontravam-se entre as mulheres em idade reprodutiva (7,7%
entre as mulheres gravidas e 11,1 % entre as mulheres ndo gravidas) (O’Connor et
al., 2016). Estima-se, ainda, que as formas mais severas da depressao afetam de 2
a 5% da populacdo americana (Nestler et al., 2002). No Brasil, um recente estudo de
metanalise, mostrou que um em cada sete individuos apresenta sintomas
depressivos (Silva et al., 2014). Nesse sentido, a depressao tém se mostrado como
um grande problema da saude publica mundial, pois além da sua alta incidéncia na
populacao, consiste em uma doenca debilitante, que gera grande prejuizo fisico e
social ao individuo, causando alteracdes afetivas, cognitivas e no metabolismo
(Wong et al., 2001; Krishnan et al., 2008).

Os sintomas da depressdo sédo extremamente diversificados, como por
exemplo, perda ou aumento de apetite (causando altera¢cées no peso), alteragdes na
psicomotricidade (agitacdo ou lentiddo nos movimentos), insdnia ou hipersonia,
fadiga ou perda de energia, dificuldade de concentracdo ou indecisdo, sentimentos
de inutilidade e pensamentos suicidas (DSM-V, 2014).

De acordo com o DSM-V (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders), existe uma vasta gama de subtipos da depressdo e alguns deles
consistem em: depressdo maior, transtorno de humor induzido por substancia,
transtorno de humor devido a condicdo médica geral, depressdo sazonal,
perturbacdo ou desregulacdo de humor, transtorno disférico pré-menstrual e
depressao associada a outras condi¢des. Destaca-se a depressdo maior, COmo um
transtorno debilitante e recorrente, que possui um elevado risco de vida e um grande
custo social na sociedade (Millan et al., 2006). Existe ainda, um nuamero significativo

de pacientes em terapia que apresenta depressao refrataria resistente ao tratamento
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(O’Reardon et al., 2000), que pode ser definida como uma resposta clinica
insuficiente, entre os pacientes que sofrem de depressdao maior, apesar de
tratamento adequado com antidepressivos (ADs) (em termos de dose, duracéo e
adesao do paciente ao tratamento) (Berman et al.,, 1997; Fava, 2003; Rush et al.,
2003).

O tratamento da depressdo com farmacos antidepressivos é geralmente
eficaz, mas apesar da grande variedade destes medicamentos disponiveis na
clinica, somente cerca de 70% dos pacientes sao responsivos ao tratamento e, em
diversos casos, a remissao dos sintomas é somente parcial (Nestler et al., 2006).
Além disso, muitos pacientes ndo aderem totalmente ao tratamento, pois 0s
sintomas positivos desses medicamentos (efeitos antidepressivos) muitas vezes
demoram a aparecer, podendo levar de quatro a oito semanas até que o efeito
terapéutico realmente se instale (Taylor et al., 2006). Infelizmente, os efeitos
colaterais dos ADs se manifestam previamente ao efeito terapéutico. Hipersonia,
ganho ou perda de peso e nauseas sdo frequentes e fazem com que muitos
pacientes abandonem precocemente o tratamento (Machado et al., 2009).

Devido a complexidade do transtorno depressivo, muitas teorias surgiram na
tentativa de melhor compreender a neurobiologia dessa doenca. A mais antiga das
hip6teses propostas, e que levou ao desenvolvimento da maioria dos medicamentos
antidepressivos disponiveis, baseia-se na teoria monoaminérgica. Essa teoria
propde que a base neurobiologica da depressdo consiste em uma deficiéncia das
monoaminas no sistema nervoso central (SNC) (Hirschfeld, 2000). A reducédo de
monoaminas no transtorno depressivo, mais especificamente noradrenalina e
serotonina, € bem documentada, porém indicios de diminuicdo de dopamina
também sdo frequentemente relatados em pacientes depressivos (Bonhomme &
Esposito, 1998; Anand & Charney, 2000).

Vale ressaltar que as monoaminas possuem correlagdo com outro
neurotransmissor, que atualmente tem sido abordado na patogénese da depressao,
0 Oxido nitrico (NO) (Guix et al., 2005). O NO é um géas soluvel que se difunde
livremente pelas membranas plasmaticas e diferentemente de outros
neurotransmissores nao € armazenado em vesiculas (Yun et al., 1997), sendo

sintetizado, quando requerido, por enzimas denominadas de Oxido nitrico sintases
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(NOSs) (Bredt & Snyder, 1990). Até o momento, foram isoladas e clonadas trés
isoenzimas das NOSs, sendo duas constitutivas e uma induzivel. Essas enzimas
sdo classificadas de acordo com o tipo de tecido ou célula na qual foram
primeiramente descritas: NOS neuronal (nNOS) e endotelial (eNOS), denominadas
também de isoformas constitutivas e dependentes de Calcio (Ca*®) e, NOS induzivel
(iNOS), que independe do célcio (Ca*®) (Moncada et al., 1991; Martela, 1994).

No SNC o NO é sintetizado a partir do aminoacido L - arginina (L- Arg) pela
ativacdo da nNOS em resposta ao influxo de Ca™ através dos receptores
glutamatérgicos N - metil - d - aspartato (NMDA) (Garthwaite et al., 1988; Bredt,
2003). Por ser um radical livre, o NO pode reagir com radicais superéxido e formar
uma espécie muito reativa, o peroxinitrito, causando estresse oxidativo, caso nao
seja devidamente eliminado por mecanismos de defesa antioxidantes (Steinert et al.,
2010; Ceylan et al., 2011). Quanto a sua importancia no SNC, o NO pode agir tanto
como neurotransmissor ou como mensageiro secundario, envolvendo-se em
numerosas funcdes fisiolégicas, como regulacdo do sistema cerebrovascular,
plasticidade sinaptica, aprendizado, percep¢do da dor, entre outras. Assim sendo,
pode-se dizer que o NO possui uma baixa especificidade em suas reacdes
(Esplugues, 2002; Ceylan et al., 2011).

Diversos estudos in vitro demonstram que o NO modula os niveis
extracelulares de varios neurotransmissores no SNC, como serotonina, dopamina,
acido y-aminobutirico e glutamato (Lorrain & Hull, 1993; Segovia et al., 1994;
Strasser et al., 1994; Kaehler et al., 1999). Foi demonstrado, ainda, que drogas que
promovem acao inibitoria sobre a sintese do NO geram um efeito tipo antidepressivo
em roedores, demonstrando, que um aumento do NO no SNC pode estar
relacionado com a neurobiologia da depressdo (Harkin et al., 1999; Spiacci et al.,
2008).

Caso o desequilibrio nos niveis de neurotransmissores fosse a unica
alteracdo neurobiolégica na depresséo, a responsividade dos pacientes aos ADs
(que em sua grande maioria tem por fungdo o aumento da disponibilidade de
monoaminas) seria total, mas isso ndo ocorre (Ruhé et al., 2007). Nesse sentido,
acredita-se que eficacia dos ADs nao esteja relacionada somente ao aumento dos

niveis de monoaminas nas sinapses, mas sim, a estimulacdo de cascatas
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intracelulares decorrentes deste aumento (Pittenger et al.,, 2008). Além disso, a
laténcia para a obtencéo do efeito terapéutico com o uso de farmacos ADs, sugere
que alteracdes estruturais e neuroquimicas de desenvolvimento mais lento possam
ocorrer em areas limbicas que recebem projecoes monoaminérgicas (Santarelli et
al., 2003).

Nesse contexto, a teoria neurogénica da depressao, proposta oficialmente no
ano de 2000, postula que a neurogénese hipocampal adulta prejudicada pode
desencadear o processo da depresséo, e que a restauracdo desse processo, pode
levar a recuperagcdo dos individuos (Jacobs et al., 2000; Malberg, 2004). Desde
entdo, um mecanismo de a¢ao neurogénico vem sendo estudado e proposto para os
farmacos com atividade antidepressiva, principalmente pelo fato de que a laténcia
para o aparecimento dos efeitos clinicos desses medicamentos (2-4 semanas)
coincidem com o pico da neurogénese, ou seja, condizem com o periodo minimo
necessario para a maturacdo de novos neurdnios no giro denteado (GD) do
hipocampo (Ngwenya et al., 2006).

Evidéncias experimentais mostraram que tratamento crénico e subcronico
com ADs de diferentes classes, como a fluoxetina e a imipramina, aumentam a
neurogénese hipocampal adulta (Malberg et al., 2000). De acordo com esses
achados, usando métodos radiol6gicos e genéticos, foi demonstrado que a aplicacdo
de radiacdo X, impede a neurogénese hipocampal e, consequentemente, 0
aparecimento dos efeitos comportamentais relacionados aos ADs em roedores
(Santarelli et al., 2003).

Na tentativa de melhorar a resposta dos individuos aos ADs, varias
estratégias farmacoldgicas vém sendo empregadas. Uma delas consiste na
potencializacdo, na qual se associa uma medicacdo ndo antidepressiva para
intensificar o efeito do medicamento antidepressivo. As crescentes evidéncias na
literatura sobre a eficacia dos antipsicoticos atipicos, como a clozapina ou a
olanzapina, fazem com que essa classe seja cada vez mais considerada no
tratamento da depressao refrataria (Barbee et al.,, 2004). O uso dos antipsicoticos
atipicos, em baixas doses, aumenta de forma significativa a resposta aos ADs nas
depressdes resistentes, e ndo somente nos casos de depressbdes bipolares ou

naquelas com caracteristicas psicoticas (Papakostas et al., 2007).
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1.2. Neurogénese adulta
Antigamente acreditava-se que o cérebro humano ndo seria capaz de gerar

novos neurdnios apos o periodo embrionario. Apds décadas de pesquisa, sabe-se
hoje, que as células do cérebro de mamiferos adultos sdo capazes de se dividir,
diferenciar e integrar funcionalmente ao circuito neuronal (Kempermann & Gage,
2000).

As primeiras evidéncias de que novas células poderiam ser geradas em um
cérebro adulto foram fornecidas por Joseph Altman & Gopal em 1965 (Altman &
Gopal, 1965 apud von Bohlen & Halbach, 2007). Cerca de 30 anos mais tarde, com
0 avanco no desenvolvimento de marcadores celulares, cientistas conseguiram
demonstrar que no hipocampo adulto de roedores, células progenitoras possuiam a
capacidade de se proliferar, e que esse processo poderia ser alterado por condi¢cdes
fisiol6gicas e patofisiologicas (Kuhn et al., 1996; Kempermann et al., 1997). Em 1998
Eriksson e colaboradores (1998) conseguiram demonstrar, em tecido post mortem,
que a geracdo de novos neurbnios também acontece no cérebro humano adulto,
sendo que esse processo também foi evidenciado em macacos (Gould et al., 1999a,
1999b, 2001).

Dessa forma, a neurogénese adulta é definida como o processo pelo qual as
células progenitoras neuronais dividem-se, mitoticamente, para dar origem a novos
neurdnios no cérebro adulto. Esse processo envolve diversas fases que incluem a
divisdo celular, a diferenciacdo em um fendtipo neuronal, a migracéo, a maturacao e
a integracdo dessas células no circuito neuronal pré-existente. Em roedores a
neurogénese ocorre em areas conhecidas como nichos neurogénicos, que
compreendem a zona subgranular (ZSG) do GD do hipocampo e a zona
subventricular (ZSV) das paredes dos ventriculos laterais (Zhao et al., 2008).

A ZSV consiste em uma camada de células em divisdo que se estende por
todas as paredes da porcao dorso-ventral do ventriculo lateral. Células progenitoras
da ZSV dao origem a neuroblastos, qgue migram até o bulbo olfatério (BO), ao longo
do fluxo migratério rostral (FMR) (Figura 1a). No BO, essas células maturam em
neurdnios locais, e sdo funcionalmente integrados ao circuito neuronal (Alvarez-
Buylla & Garcia-Verdugo, 2002).

No hipocampo de mamiferos adultos, a neurogénese ocorre em uma area

relativamente limitada, que compreende a ZSG do GD (Figura 1b). Células imaturas
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se proliferam e migram para a camada celular granular (CCG), onde se diferenciam
em neurdnios granulares. Estes neurénios recém-formados expandem seus axonios
até a camada de células piramidais da regido CA3 do hipocampo, tornando-se,
dessa forma, funcionalmente integrados aos circuitos hipocampais (Von Bohlen &
Halbach, 2007).
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Figura 1: llustracdo dos nichos neurogénicos em secc¢des sagital (a) e coronal (b) do cérebro
adulto de roedores. Células progenitoras da zona subventricular (ZSV) tornam-se neuroblastos e
migram (em vermelho), através do fluxo migratério rostral (FMR), em direcdo ao bulbo olfatério (BO).
Uma vez no BO os neurbnios recém-formados integram-se ao circuito neuronal pré-existente (a). No
hipocampo as células progenitoras (em vermelho) localizadas na zona subgranular do giro denteado
(GD) proliferam-se e migram para a camada celular granular do GD, onde sofrem diferenciacéo.
Posteriormente, esses neurdnios estendem seus dendritos para a camada molecular (Mol) do GD, em
direcéo as regifes CA1 e CA3 do hipocampo (b). (Fonte: von Bohlen & Halbach, 2011 - modificado).
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1.2.1. Etapas da neurogénese nos nichos neurogénicos
Ambos nichos neurogénicos no cérebro de mamiferos sédo caracterizados

pela presenca de populacdes de células-tronco que podem se diferenciar em
distintas linhagens neuronais (Gage, 2000).

O complexo processo da neurogénese pode ser dividido em 4 fases quando
se considera a origem na ZSV ou em 5 fases, quando se considera a origem na ZSG
do GD. Essas fases consistem em: proliferacdo, diferenciacdo, migracao,
segmentacdo de axdnios e dendritos (ocorre somente na ZSG) e integracdo
sinaptica. Dependendo da fase em que se encontram, as células no processo de
neurogénese expressam diferentes marcadores, o que permite seu rastreamento,

através da utilizacdo de técnicas laboratoriais especificas (Ming et al., 2005).

1.2.1.1. Neurogénese na ZSV
Na ZSV as células progenitoras delimitam os ventriculos laterais,

encontrando-se adjacentes a uma populacdo de células ependimais (Figura 2).
Essas células progenitoras em repouso, conhecidas como células do tipo B, se
proliferam lentamente e podem ser detectadas através da expressdo de Nestin
(filamento neural especifico), Sox2 (fator de transcricdo), Glial Fibrillary Acidic
Protein (GFAP) ou Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) (Reynolds & Weiss,
1992; Doetsch et al., 1999; Boockvar et al., 2003; Garcia et al., 2004; Mirzadeh et al.,
2008; Favaro et al., 2009). ApGs ativacao, as células do Tipo B dao origem a células
progenitoras proliferantes do Tipo C que continuam expressando Nestin e Sox2.
Essas por sua vez, se dividem rapidamente, dando origem a neuroblastos ou células
do Tipo A que expressam o fator de transcricdo Ascl 1  (Vasconcelos & Castro,
2014). Esses neuroblastos, comprometidos com fendtipo neuronal expressam a
fosfoproteina doublecortin (DCX) e o fator de transcricdo DIx2, e migram, através do
FMR, até o BO. Neste local, esses neurdnios, ainda imaturos, podem se diferenciar
em interneurdnios gabaérgicos olfatorios, interneurdnios dopaminérgicos olfatorios
ou neurdnios glutamatérgicos olfatorios, 0os quais se integram ao circuito neuronal
local (Gleeson et al., 1999; Carleton et al., 2003; Brill et al.; 2009; de Chevigny et al.,
2012).
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Em roedores, o processo da neurogénese gera milhares de neuroblastos
diariamente, entretanto, somente uma pequena parte desses neurdnios imaturos
sobrevive e consegue se integrar funcionalmente no circuito do BO (Carleton et al.,
2003). J&4 em humanos, esse processo ndo é bem estabelecido. Estudos recentes
mostraram uma queda acentuada na neurogénese na ZSV apds a infancia
(Bergmann et al., 2012), entretanto, outros estudos sugerem que a neurogénese no

sistema ZSV-BO ocorra durante toda a vida (Curtis et al., 2007).
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Figura 2: Neurogénese na Zona Subventricular (ZSV). Células progenitoras do tipo B (em verde)
limitam os ventriculos laterais (VL) na zona ventricular (ZV). Essas células progenitoras em repouso
podem dar origem a células progenitoras do Tipo C (em azul). Estas, por sua vez, podem originar
neuroblastos proliferantes ou células do Tipo A (em laranja). Essas células comprometidas
neuronalmente migram para o Bulbo Olfatério (BO), onde se diferenciam em interneurdnios (Fonte:
Braun et al., 2014 - modificado).
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1.2.1.2. Neurogénese na ZSG
No hipocampo as células progenitoras residem na ZSG e, através de um

complexo processo que envolve diversas etapas, ddo origem a neurdnios granulares
(Figura 3).

No inicio desse processo, células progenitoras em repouso, ou células do
Tipo 1, extendem suas ramificacdes radiais através da CCG em dire¢cdo a camada
molecular (CM) e expressam Nestin, Sox2, Spotl4 (proteina) e GFAP (Bonaguidi et
al., 2011; Encinas et al., 2011; Knobloch et al., 2014). Essa populacdo de células,
apos ativacao, € capaz de gerar células progenitoras ndo-radiais, ou células do Tipo
2, que continuam expressando Nestin, Sox2 e Spotl4. Essas, por sua vez, dao
origem a neuroblastos, que consistem em neurdnios ainda imaturos que expressam
DCX e migram para dentro da CCG. Apés um periodo médio de 3 semanas, esses
neurdnios granulares gerados expressam o fator de transcricdo Prox1 e a Neuronal
Especific Nuclear Protein (NeuN), e projetam seus dendritos para a CM e seu axdnio
em células-alvo no hilus e na regido CA3 do hipocampo (Mullen et al., 1992; Zhao et
al., 2006; Toni et al., 2007, 2008; Karalay et al., 2011).

Em humanos, esse nicho neurogénico permanece ativo durante toda a vida,
produzindo milhares de novos neurdnios todos os dias (Knoth et al., 2010; Spalding
et al., 2013).
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Figura 3: Neurogénese na Zona Subgranular (ZSG). Células progenitoras radiais do Tipo 1 (em
verde) residem na camada celular granular (CCG) do giro denteado. Apos ativacéo, essas células
originam as células progenitoras proliferativas, que recebem o nome de células progenitoras nao-
radiais do Tipo 2 (azul). Estas células se diferenciam, por sua vez, em neurbnios imaturos (laranja).
Esses novos neurdnios migram em direcdo a camada molecular (CM), e ap6s um periodo de algumas
semanas maturam em células neuronais granulares (em vermelho) (Fonte: Braun et al., 2014 -
modificado).

No cérebro adulto a neurogénese hipocampal atrai atencdo, pois esta
envolvida nos processos de memoria, nas fungdes cognitivas e em comportamentos
afetivos, possuindo um papel importante na plasticidade hipocampal durante toda a

vida (Kempermann et al., 2015).
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1.2.2. Marcadores moleculares de proliferacdo e neurogénese

1.2.2.1. 5-bromo-2'-deoxyuridine
O 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU), corresponde a um dos reagentes mais

frequentemente usados em ensaios para deteccdo de proliferacdo e sobrevivéncia
celular (Tabela 1).

A descoberta do BrdU constituiu um avanco na identificacdo de células na
fase de sintese (fase S) da divisédo celular (Nowakowski et al., 1989).

Essa molécula consiste em um derivado da base uridina que possui uma
estrutura analoga a da timidina, o que |he confere a capacidade de ser incorporada
no DNA como um substituto da timidina. Dessa forma, é possivel que seja estimado
0 numero de células em divisdo, mesmo em sec¢cdes muito finas, através de técnicas
de imunohistoquimica (Scharfman et al., 2005).

O BrdU ¢é, normalmente, injetado intraperitonealmente em animais
experimentais, e apos cruzar a barreira hematoencefalica (BHE) é incorporado pelo
DNA de células em divisdo durante a fase S do ciclo celular. Assim, poucas horas
apos administracdo sistémica de BrdU é possivel visualizar a proliferacdo celular.
Além disso, se a deteccdo do BrdU é realizada dias ou semanas mais tarde, &
possivel visualizar a sobrevivéncia das células marcadas (Kee et al., 2002).

O numero de células marcadas dentro do cérebro varia conforme se altera o
modo de administracdo, duracdo e concentracdo do BrdU (Dayer et al., 2003). Por
exemplo, altas concentracées de BrdU (aproximadamente 300 mg/Kg) parecem ser
necessarias para marcar todas as células em fase S de mitose no GD hipocampal
de roedores (Cameron et al., 2001).

Uma célula imunorreativa para BrdU pode ser uma progenitora de novos
neurdnios, mas pode também dar origem a linhagem glial. A marcacdo com BrdU,
sem o uso de marcadores adicionais, € um indicador geral para génese de células
no cérebro, sendo que o aumento no numero de células marcadas com BrdU néo
indica, por si s6, geracdao de novos neurdnios. Para determinar se a marcacao para
BrdU esta relacionada a neurogénese, € necessario combina-lo a um marcador
imunohistoquimico especifico, como o DCX, para corar novos neurdnios formados

nas fases de desenvolvimento da neurogénese (von Bohlen et al., 2007).
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1.2.2.2. Ki67
O Ki67, uma proteina nuclear, é expresso em todas as fases do ciclo celular,

exceto nas fases de repouso. Além disso, diferentemente do BrdU, esse marcador
nao é detectavel durante as fases de reparo de DNA (Zacchetti et al. 2003).

Uma vantagem da utilizacdo do ki67 como marcador de proliferacédo celular,
consiste no fato de que ele é expresso intrinsicamente, podendo ser evitado, dessa
forma, os efeitos colaterais que podem acompanhar a utilizacdo do BrdU, como, por

exemplo, o estresse durante a aplicacéao e a toxicidade (Kee et al., 2002).

1.2.2.3. Doublecortin
A DCX é uma fosfoproteina que promove polimerizacdo dos microtubulos e

esta presente em neurdnios jovens e neuroblastos migrantes, podendo servir como
um marcador de neurogénese nos nichos neurogénicos de animais adultos (Gleeson
et al., 1999; Francis et al., 1999).

A expressao de DCX é tida como especifica para neurdnios recém-gerados,
uma vez que, praticamente todas as células DCX-positivas expressam antigenos
neuronais recentes, mas nao apresentam antigenos especificos para glia, células
indiferenciadas ou células em apoptose (Rao et al., 2004).

A DCX reprensenta um bom marcador para neurogénese no cérebro adulto,
ja que neurdnios hipocampais, estriatais e olfatérios recém-formados expressam

esse marcador (Dayer et al., 2005).

1.2.2.4. Glial Fibrillary Acidic Protein
O GFAP consiste em uma proteina expressa por astrocitos maduros no

cérebro adulto. Entretanto, diversas células recém-formadas na ZSG hipocampal
também podem expressar o GFAP (Eckenhoff & Rakic, 1988; Maslov et al., 2004).
Diversos estudos mostraram que as células progenitoras que expressam GFAP
constituem a principal fonte de neurogénese no cérebro adulto (Garcia et al., 2004;
Namba et al., 2005).

Esse marcador, em conjunto com o BrdU, é comumente utilizado em analise
de diferenciacdo celular, jaA que a génese celular no cérebro adulto pode dar origem

as linhagens neuronal ou glial (Eckenhoff & Rakic, 1988; Maslov et al., 2004).
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1.2.2.5. Neuronal Especific Nuclear Protein
O NeuN consiste em uma proteina nuclear soltvel (Mullen et al., 1992), que

esta localizada no nucleo da célula e no citoplasma de neurdnios pds-mitoticos. No
cérebro adulto o NeuN pode ser utilizado como marcador de neurdnios pos-
mitéticos, ou seja, pode ser utilizado na analise de diferenciacdo celular para
identificacdo de neurénios maduros (Lind et al., 2005).

O NeuN é expresso na maior parte das células neuronais no SNC, com
excecdo de algumas células, como por exemplo, células de Purkinje no cerebelo e
células localizadas na camada glomerular do BO (Mullen et al., 1992; Winner et al.,
2002). Células nao-neuronais ndo se coram com esse marcador, 0 que caracteriza o

NeuN como um marcador especifico de neurénios maduros (Wolf et al., 1996).

Tabela 1: Marcadores imunohistoquimicos e suas respectivas fungoes.

Marcadores Descricao Células que expressam Funcéo
BrdU 5-bromo-2’- todas as células que o Apo6s incorporado,
deoxiuridina incorporam na fase S da | permanece retido na célula
mitose por toda sua vida.
Caracteristica que permite
tracar a linhagem da célula
e seu tempo de
sobrevivéncia.
DCX doublecortin neuroblastos migrantes e Expressa de forma
neurdnios jovens transitéria, com pico de
expressao em torno de
duas semanas. Depois é
gradualmente substituida
por marcadores de
neurdnios maduros.
GFAP glial fibrillary astrdcitos Proteina acida fibrilar glial,
acidic protein expressa por astrocitos no
cérebro.

Ki-67 proteina todas as células em Proteina nuclear expressa
nuclear divisdo mitética por todas as células em

divisdo durante o processo
de mitose. Pode ser
utilizada para confirmar a
inducéo de proliferacédo
celular.

NeuN neuronal neurdnios maduros ou pos- Proteina expressa por
specific mitoticos neurdnios maduros, que
nuclear estabelecem seus contatos
protein sinapticos no cérebro.
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1.2.3. Fatores que regulam a neurogénese no cérebro adulto
No cérebro de roedores, neurbnios recém-formados contribuem para a

homeostase tecidual e em funcdes cerebrais, como certas formas de aprendizado e
memoria (Deng et al., 2010). Nesse sentido, a neurogénese tem se estabelecido
como um importante fator na homeostase e esta envolvido em diversas doencas
cerebrais (Zhao et al., 2008).

Nas palavras do pesquisador Dr. G. Kempermann “a neurogénese consiste
em um processo e ndo em um evento”. E como tal, pode sofrer influéncia através de
estimulos internos e externos (Kempermann et al., 2015).

Na ZSV a neurogénese parece ser regulada por experiéncias olfativas dos
animais (Lledo & Saghatelyan, 2005; Lledo et al., 2006), j& que estudos mostram
gue neurogénese nesta regido esta associada a processos de aprendizagem e
memoria relacionados com a estimulacao do olfato (Alonso et al., 2006). Ja na ZSG
hipocampal foi demonstrado uma relacdo entre a neurogenése e 0s processos de
aprendizagem e memoria, tanto em animais quanto em humanos (Gould et al.,
1999c; Kempermann & Gage, 2002; Bruel-Jungerman et al., 2005; Coras et al.,
2010). Além disso, estimulos que podem melhorar os processos de aprendizagem e
mem©éria, como corrida voluntaria, pratica de exercicios fisicos moderada e
exposicao a ambientes enriquecidos (van Praag et al., 1999; Bruel-Jungerman et al.,
2005) aumentam a proliferacdo celular e a sobrevivéncia dos novos neurbnios
gerados na ZSG de roedores.

Em contrapartida, estudos revelam que existem fatores que levam a
diminuicdo da proliferacdo celular e da neurogénese, como o estresse crbnico fisico
ou psicossocial (Lucassen et al., 2010).

Algumas condi¢des patolégicas também geram um impacto na neurogénese
adulta no SNC, como observado em modelos animais que simulam crises
convulsivas generalizadas, caracteristicas de um tipo dramatico de epilepsia, nos
quais houve uma forte estimulacdo da neurogénese apds as convulsbes (Parent et
al., 1997; Madsen et al., 2000; Scott et al., 2010). Além disso, modelos animais de
isquemia global e focal também induzem o aumento do nimero de neurdnios novos
na ZSV dos ventriculos laterais cerebrais e na ZSG do GD do hipocampo (Liu et al.,
1998; Yagita et al.,, 2001). De modo semelhante, em um modelo de isquemia

cerebral global e transitoria, em ratos, houve um aumento na proliferacédo celular na
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ZSG com migracdo e diferenciacdo dessas células com o passar do tempo apos o
insulto isquémico (Kawai et al., 2004).

O envolvimento da neurogénese hipocampal adulta em desordens
psiquiatricas é bastante amplo (Czéh et al., 2001; Santarelli et al., 2003; Petrik et al.,
2012). Diversos transtornos de humor, relacionados com ansiedade e estresse,
parecem diminuir a neurogénese hipocampal em roedores (Bannerman et al., 2004).

Ja o tratamento crénico com ADs de varias classes, incluindo os triciclicos,
como a imipramina e os inibidores seletivos de recaptacdo da serotonina (ISRS),
como a fluoxetina, aumentam o numero de células progenitoras no hipocampo, as
quais se diferenciam em neurdnios maduros (Malberg et al., 2000; Santarelli et al.,
2003; Sairanen et al., 2007).

1.3. Miricitrina
A miricitrina (MIRI) é um flavondide, pertencente ao subgrupo flavonol,

extraido de algumas plantas tropicais do género Pouteria, como, da Manilkara
zapota, uma arvore conhecida como sapotizeiro, e da Eugenia uniflora, conhecida
popularmente como pitanga (Ma et al., 2003, 2004).

No que diz respeito a cinética dessa substancia, o estudo “in vitro” realizado
por Yokomizo & Moriwaki (2005a), mostrou que a absorcdo da MIRI acontece de
maneira concentracdo-dependente e tempo-dependente. A absorcdo pelo trato
gastrointestinal ocorre apés 30 minutos (porém o pico se deu apds 2 horas com uma
porcentagem de 68% de absorcdo) da administracdo e sua absor¢édo se da de forma
passiva, por meio de transporte entre as juncdes extracelulares. A estrutura quimica
da MIRI pode ser observada na Figura 4.

Diversas atividades farmacologicas foram atribuidas a esse flavonoide,
incluindo acgbes antioxidante, antinociceptiva, anti-inflamatoria, antialérgica e
antioncogénica (Birt et al., 2001; Yokomizo & Moriwaki, 2005b; Meotti et al., 2006a;
Meotti et al., 2006b; Meotti et al., 2008; Shimosaki et al., 2011).

No que se refere a sua agdo antioxidante, estudos realizados ‘in vitro”
mostraram que a MIRI e seus produtos de degradacdo demonstram efeito protetor

contra a oxidagdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL), por meio de uma
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atividade quelante e sequestradora (scavenger) de radicais livres. (Yokomizo &
Moriwaki, 2005b).

Em relacdo a acdo antinociceptiva da MIRI em modelos animais de dor aguda
e crénica (Meotti et al., 2006a, 2006b, 2007) foi demonstrado que esse flavonodide
diminuiu, por exemplo, dores viscerais induzidas por administracdo de acido acético
e inibiu a dor neuropética gerada através da administracéo intraplantar de capsaicina
(Meotti et al., 2006a). Além disso, a MIRI foi capaz de diminuir a alodinia e reduzir o
edema de pata, causados por injecdo subcutanea de adjuvante completo de Freund
na pata dos animais ou induzidos pela constricdo parcial do nervo ciatico (Meotti et
al., 2006b). Ainda investiga-se 0 mecanismo de agao exato pelo qual a MIRI gera
seu efeito antinociceptivo, mas mecanismos moleculares, como a inibicdo da
sinalizacdo celular da proteina quinase C (PKC) e do NO, além da inibicdo do
transporte de Ca*? e potassio, parecem estar envolvidos nesse processo (Meotti et
al., 2006a).

No SNC a acdo da MIRI é relacionada a uma possivel acdo ansiolitica e
antipsicotica (Fernandez et al., 2009; Pereira et al., 2011). A administracdo aguda
desse flavondide aumentou o nimero de entradas e tempo gasto nos bracos abertos
do labirinto em cruz elevado, demonstrando um efeito tipo-ansiolitico, sem,
entretanto causar efeito de sedacao (Fernandez et al., 2009).

O efeito antipsicético gerado pela MIRI pode ser observado em diversos
modelos animais de mania, como escaladas induzidas por apomorfina, observacao
de estereotipias e teste da pata. Esse efeito foi alcancado em doses que né&o
induziram a catalepsia ou alteraram a atividade locomotora, o que indica um perfil de
antipsicotico atipico para esse composto (Pereira et al., 2011). Ainda caracterizando
o efeito antipsicotico da MIRI, Pereira e colaboradores (2014), observaram a
capacidade dessa substancia em reverter o aumento de vocalizacdes ultrasonicas
de alta-frequéncia induzidas por anfetaminas em ratos.

A acado antipsicotica da MIRI no SNC parece estar relacionada com a
atividade nitrérgica dessa substancia, que atua diretamente na cascata de sintese
do NO, modulando a atividade da nNOS, através da inativacdo dessa enzima
(Figura 5). O NO possui a capacidade de modular a neurotransmissao

dopaminérgica, bloqueando a recaptacdo de dopamina e facilitando a ativacado pos-
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sinptica de receptores dopaminérgicos (Del Bel & Guimardes, 2000; Bernstein et
al., 2005). De fato, drogas que atuam inibindo o NO podem apresentar efeitos
antipsicoticos (West et al., 2002; Bernstein et al., 2005).

Mais um mecanismo envolvido na atividade da MIRI também parece ocorrer
pela inibicdo da fosforilagdo da PKC (Meotti et al., 2006a; Pereira et al., 2011), que
consiste em um grupo de enzimas encontradas em grande quantidade no cérebro e
envolvidas em diversas funcbes, entre elas, liberacdo de neurotransmissores,
plasticidade sinaptica e regulacdo da excitabilidade neuronal (Mc Donald et al.,
2011). A ativacédo dessas enzimas leva a uma subsequente ativacdo de sistemas
monoaminérgicos, com maior atividade no sistema dopaminérgico (White & Kalivas,
1998; Chen et al., 2009). Apesar de farmacos estabilizadores de humor, como o litio
e o0 valproato, atuarem em sitios diferentes da PKC, o padrdo de acdo destes
farmacos parece ser, ao menos em parte, devido a diminuicdo da ativacdo dessa
enzima (Watson & Lenox, 1996; Manji & Lenox, 1999; Manji & Chen, 2002).

Como demonstrado por Pereira e colaboradores (2011; 2014) a administracao
de MIRI parece atenuar sintomas tipo-antipsicéticos e de mania, provavelmente
devido a sua acéo inibitéria dessa substancia sobre a PKC e a atividade do NO.
Embora drogas com propriedades antipsicoticas possam ser utilizadas no tratamento
da depresséo, o efeito da MIRI em testes preditivos de atividade antidepressiva

ainda nao foi demonstrado.
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Figura 4: Estrutura quimica do antioxidante polifenélico Miricitrina (Fonte: Ma et al., 2004).

miricitrina
-

L-arg

Figura 5: Efeitos do Oxido Nitrico (NO) na transmiss&o dopaminérgica: Glutamato (Glu) ativa
receptores N-metil-D-aspartato (NMDAr) em neurbnios nitrérgicos, gerando abertura de canais de
Célcio (Ca®"), levando ao influxo desse fon. O aumento de Ca*" intracelular ativa Oxido Nitrico
Neuronal (nNOS), gerando NO a partir de L-arginina (L-arg). O NO se difunde para o espaco
extracelular, inibindo o transporte de dopamina (DAT), o que reduz a recaptagdo de dopamina (DA) e
aumenta o seu nivel extracelular. DA ativa os receptores D, pos-sindpticos. Dessa forma, o NO
facilita diretamente a ativacao de receptores D,. Além disso, o0 NO aumenta a liberacdo de Glu, o que
exacerba seu efeito sobre a producdo de NO. A miricitrina bloqueia a sintese de NO, reduzindo o
efeito facilitatério do NO na transmissdo dopaminérgica. Linha cheia: ativacdo; linha tracejada:
inibicdo. (Fonte: Pereira et al., 2011 — modificado).
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1.4. Modelos animais no estudo da depressao
Como a fisiopatologia da depressdo ainda ndo é completamente

compreendida, os modelos animais de depressdo sdo de extrema importancia no
entendimento desse processo, bem como na tentativa de produzir farmacos mais
efetivos para o seu tratamento. Esses modelos, entretanto, possuem restrices, ja
que ndo sdo capazes de mimetizar caracteristicas mais psicologicas da doenca,
como ideacdo suicida, sentimento de culpa, diminuicdo da concentragdo, entre
outros. Apesar de falhos em alguns sentidos, sdo os modelos animais que nos
permitem compreender melhor a neurobiologia da patologia e a medida que estes
sdo responsivos ao tratamento com os farmacos hoje existentes, podemos, entéo,
criar uma relacéo entre o comportamento do animal (embora carente de todos os
sintomas da doenca) e a doenca (Abelaira et al., 2013).

Para um teste ou modelo animal ser validado, ele deve apresentar, pelo
menos, uma das seguintes validades: validade preditiva (0 comportamento induzido
no animal é revertido ou prevenido com o tratamento utilizando-se farmacos eficazes
em humanos para aquela condi¢do); validade de face (quanto um modelo reproduz
sintomas e/ou comportamentos da doenca em estudo); validade de constructo
(quanto o modelo reproduz os mecanismos neurobioldgicos da doenca) (Abelaira et
al., 2013).

Os testes mais antigos de comportamento tipo-depressivo apresentam
validade preditiva, como o teste do nado for¢cado e o teste de suspenséao pela cauda
(TSC). Em ambos os testes os animais sdo submetidos a uma situagéo inescapavel
e é avaliado o tempo de imobilidade, que é tomado como comportamento tipo
depressivo (figura 6). Quando farmacos antidepressivos sdo utilizados nesses
modelos, eles se mostram efetivos em diminuir a imobilidade dos animais (Nestler et
al., 2002).

Pode-se, ainda, citar diversos outros modelos animais de depressao, como
estresse brando repetido e imprevisivel, privacdo materna, bulbectomia olfatoria,
animais modificados geneticamente, entretanto, o desenvolvimento de um modelo
que represente melhor os sintomais da depressdo e possua todas as validades

preditivas continua sendo um desafio (Willner, 2005; Abelaira et al., 2013).
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Figura 6: Esquema representativo da imobilidade (A) e mobilidade (B) no teste de suspensao
pela cauda (Fonte: Abelaira et al., 2013).
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2. Objetivos

2.1. Geral
Considerando as potenciais propriedades terapéuticas da MIRI e que a

neurogénese hipocampal pode ser usada como marcador molecular da atividade
antidepressiva de drogas, esse trabalho teve por objetivo investigar os efeitos do
tratamento agudo e repetido com a MIRI no TSC, um teste comportamental preditivo
de atividade tipo-antidepressiva, bem como o possivel envolvimento da neurogénese

hipocampal.

2.2. Especificos
» Investigar os efeitos da administracdo aguda (3, 10 e 30 mg/Kg) ou repetida

de 21 e 28 dias (10mg/Kg) da MIRI em camundongos submetidos ao teste do campo
aberto (CA), sobre parametros de atividade locomotora.

» Investigar os efeitos da administracdo aguda (3, 10 e 30 mg/Kg) ou repetida
de 21 e 28 dias (10mg/Kg) da MIRI em camundongos submetidos ao TSC, um teste
preditivo de atividade tipo-antidepressiva.

» Detectar se o tratamento repetido de 21 dias com MIRI leva a proliferacéo
celular na ZSG do GD do hipocampo e na ZSV, através da imunohistoquimica para
Ki67.

» Detectar se o tratamento repetido de 21 dias com MIRI altera a neurogénese
na ZSG do GD do hipocampo e na ZSV, através da imunohistoquimica para DCX.

» Observar se a administracdo repetida de 28 dias de MIRI aumenta a
sobrevivéncia celular na ZSG do GD, 14 dias ap6s a administracao de BrDU, através
de imunofluorescéncia para o marcador BrDU.

» Observar se a administracdo repetida de 28 dias de MIRI induz a
diferenciacdo celular em um fendtipo neuronal especifico na ZSG do GD, 14 dias
apos a administracdo de BrDU, por meio da técnica de imunofluorescéncia com

tripla marcacao para o BrdU, NeuN e GFAP.
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3. Materiais e métodos

3.1. Animais
Foram utilizados camundongos machos adultos albinos, Swiss e Balb/C,

pesando de 30 a 35 g. Os animais permaneceram em condicbes padrées de
alojamento, com ciclo de luz claro/escuro (12 h), temperatura controlada (22 £ 1°C) e
suprimento de agua e racdo a vontade durante o desenvolvimento de todo o
experimento.

Todos os procedimentos experimentais seguiram os “Principios Basicos para
a Utilizacdo Animal”, conforme aprovacéo pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Estadual de Maringa (Parecer CEUA n° 8488121214).

3.2. Procedimento experimental

3.2.1. Experimento | - tratamento agudo
O tratamento agudo foi realizado no intuito de obter uma curva dose x efeito

da MIRI. Para analisar se a auséncia do efeito da MIRI no tratamento agudo estaria
relacionada com a espécie utilizada foram utilizadas duas espécies de camundongos
distintas, os camundongos Swiss e camundongos Balb/C.

Primeiramente, os animais foram tratados, intraperitonealmente (i.p.), com
veiculo (solucdo de salina com 1% de Tween 80), imipramina (IMIP) (20 mg/Kg
Sigma-Aldrich®, S&o Paulo, Brasil) e MIRI (3, 10 ou 30 mg/Kg; Sigma-Aldrich®, Sao
Paulo, Brasil) uma hora antes de serem expostos aos testes comportamentais. A
MIRI e a IMIP foram previamente dissolvidas em solucdo de salina com 1 % de
Tween 80. A dose utilizada de 20mg/Kg da IMIP foi baseada no trabalho de
Schiavon e colaboradores (2015).

Os animais foram divididos em cinco grupos (n= 8-13):

0] grupo veiculo (controle)

(i) grupo tratado com IMIP 20 mg/Kg (controle positivo)

(i)  grupo tratado com MIRI 3 mg/Kg (MIRI 3)

(iv)  grupo tratado com MIRI 10 mg/Kg (MIRI 10)

(v) grupo tratado com MIRI 30 mg/Kg (MIRI 30)
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Os animais foram submetidos ao teste do CA e, logo em seguida, ao TSC.
ApOs os testes os animais foram eutanasiados com overdose de tiopental
(Thiopentax®, Cristalia, Itapira-SP, Brasil), conforme especificacbes do Comité de

Etica Local.

3.2.2. Experimento Il - tratamento repetido de 21 dias: proliferacao celular e
neurogénese
O tratamento repetido foi realizado em camundongos da espécie Balb/C,

sendo que os animais foram divididos em trés grupos (n= 11-14):

0] grupo veiculo (controle)

(i) grupo tratado com IMIP 20 mg/Kg (controle positivo)

(i) grupo tratado com MIRI 10 mg/Kg

Estes animais foram tratados, i.p., com veiculo, IMIP (20 mg/Kg Sigma-
Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil) ou MIRI (10 mg/Kg; Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil)
uma vez ao dia, durante 21 dias, no inicio do periodo da tarde. Baseado no trabalho
de Pereira e colaboradores (2011) foi utilizada a MIRI na dose de 10mg/Kg.

No 21° dia, uma hora apés o tratamento, os animais foram submetidos ao
teste do CA e, logo em seguida, ao TSC.

Vinte e quatro horas apos a ultima administracdo os animais foram reexpostos
ao CA e TSC. Imediatamente apds os retestes esses animais foram eutanasiados e
tiveram seus cérebros retirados para posterior deteccao de imunorreatividade para
Ki67 e DCX (Esquema 1).

veiculo, imipramina ou miricitrina
I

[ |

1 21 22 Imunohistoguimica:
| | | gias 5 -Kig7

I . -DCX

l
sacrificio

Esquema 1: Delineamento experimental de 21 dias de tratamento.

38



3.2.3. Experimento Il - tratamento repetido de 28 dias: sobrevivéncia e
diferenciacéao celular
Os grupos de animais, doses utilizadas, testes comportamentais e retirada

dos cérebros para esse esquema de tratamento foi idéntico ao do tratamento
repetido de 21 dias.

Adicionalmente, no 14°, 15° e 16° dia os animais receberam injecéo de BrDU
100 mg/Kg, i.p. (Campos et al., 2013), para posterior avaliacdo da sobrevivéncia e
diferenciacéo celular através da deteccédo de imunorreatividade para BrDU, NeuN e
GFAP (Esquema 2).

veiculo, imipramina ou miricitrina

|

[ 1

1 14 15 18 28 28 Imunohistoquimica:

| | | | | Il:liaﬁ N -Brdu

I 11 I -NeuN
BrOU v -GFAP

sacrificio

Esquema 2: Delineamento experimental de 28 dias de tratamento.

3.3. Avalicdo comportamental

3.3.1. Campo aberto
O teste foi realizado de acordo com Zanelati e colaboradores (2010). Nesse

teste os animais foram colocados numa arena quadrangular (70 cm de lado e 40 cm
de altura, feita de madeira, com fundo escuro, para dar contraste com 0s animais)
(Figura 7) e sua atividade exploratoria foi flmada de uma sala adjacente a sala do
teste.

Uma hora ap0s a ultima administracdo do tratamento, os camundongos foram
submetidos ao CA durante 5 min. Os animais foram posicionados sempre no mesmo
canto da arena, escolhido aleatoriamente pelo experimentador. O comportamento foi
analisado com o auxilio do software Any-maze (versao 4.9; Stoelting, EUA). Este

programa detecta a posicdo do animal no aparato e calcula a distancia total
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percorrida, em metros, por cada camundongo durante o experimento. Além disso,
com o auxilio do mesmo programa, uma zona central, hipotética, foi desenhada
dentro da arena, a qual corresponde ao ‘centro’. O nimero de entradas e o tempo
gue animal permaneceu nessa regiao central foram calculados. Apds cada tentativa

foi realizada a limpeza da arena com uma solugdo de etanol a 70%.

Figura 7. Foto representativa do aparato utilizado para o teste do campo aberto (CA).

3.3.2. Teste de suspensdao pela cauda
Imediatamente ap6s o teste do CA os animais foram, individualmente,

submetidos ao TSC. Neste teste, cada animal permaneceu pendurado, pela cauda,
presa com fita adesiva (2 - 3 cm a partir da ponta da cauda) a uma barra de madeira
ligada a um suporte de fundo escuro, usado como contraste. Durante o teste, os
animais foram mantidos suspensos 30 cm acima do solo (Figura 8).

O desempenho individual de cada animal foi registrado com uma camera de
video, posicionada no mesmo nivel do camundongo, durante um periodo de 6 min. A
laténcia para apresentar o primeiro episddio de imobilidade e o tempo de imobilidade
durante os 4 ultimos minutos do teste foram quantificados. A imobilidade foi definida,
operacionalmente, quando os camundongos permaneciam pendurados sem se
movimentarem (Steru et al., 1985).

Vinte e quatro horas apods a ultima administracdo da droga os animais foram
reexpostos ao TSC, e, novamente foi realizada a conduta descrita acima. Esse
procedimento foi adotado, no sentido de se verificar o efeito residual do tratamento
em contraposicdo com o efeito agudo, avaliado uma hora apos a administracdo das
drogas.
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Figura 8: Foto representativa do modelo experimental do teste de suspenséo pela cauda (TSC).

3.4. Preparo do tecido para analise imuno-histoquimica
Imediatamente ap0s o0s retestes comportamentais, 0s animais foram

anestesiados com tiopental (Thiopentax®, Cristalia, Itapira-SP, Brasil), conforme
especificacbes do Comite de Etica Local. Em seguida, procedeu-se a perfusio
transcardiaca com solucdo tampao fosfato-salino (PBS) 0,01 M (3 min; 10 mL/min),
seguida de solucao de paraformaldeido (PFA) 4% em tampao fosfato (PB) 0,2 M (5
min; 10 mL/min), com o auxilio de uma bomba dosadora peristaltica (Milan®, BP-
601, Curitiba-Brasil). Apés a perfusdo, os camundongos foram decapitados e tiveram
seus cérebros removidos e conservados em solucéo fixadora de PFA 4% em PB 0,2
M durante 24 horas. Apés esse periodo os cérebros foram transferidos para solucao
de sacarose 30% em PBS 0,01 M, durante 72 horas a 4°C, para crioprotecao.

Para congelamento adequado, os cérebros foram mergulhados em
isopentano, sob refrigeracdo de nitrogénio liquido, e armazenados a -20°C. Em
seguida, os cérebros congelados foram seccionados com o auxilio de um micré6tomo
criostato (Criocut 1800, Reichert-Jung, Heidelberg, Alemanha). Secc¢des coronais
adjacentes (30 um), foram, consecutivamente coletadas, em sete tubos de 5 mL
contendo PBS acrescido de 1% de azido soédico. As seccdes coletadas
compreenderam toda a extensdo do hipocampo, correspondendo as coordenadas
estereotaxicas entre -1.06 a -2.18 mm, posteriores ao Bregma, de acordo com o
atlas de Franklin e Paxinos (1997).
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3.4.1. Imuno-histoquimica para Ki-67 e DCX
Para a detecgéo de Ki-67 e DCX, as sec¢des foram submetidas a sucessivas

lavagens em PBS 0,1 M e, em seguida, incubadas em solucdo de tampé&o citrato a
50° C durante 30 minutos, para recuperacdo antigénica. Apos mais algumas
lavagens, as seccdes foram mantidas, sob agitacdo constante, em solucédo de PBS
0,1 M contendo H,O,, por um periodo de 30 minutos, para eliminar resquicios de
sangue. ApOs esses procedimentos, as secc¢des foram incubadas em solucéo
contendo 2% de soro albumina bovino (BSA) (Santa Cruz Biotechnology) em PBS
0,1 M acrescido de Triton-X 100 (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha) 0,3%
(PBS+) durante 60 min para o bloqueio de reacdes inespecificas. As secc¢des foram,
entdo, incubadas com anticorpo rabbit anti-Ki-67 (1:200, Acris Antibodies) ou goat
anti-DCX (1:100, Santa Cruz Biotechnology) em solucdo de PBS+, contendo 1% de
BSA e mantidas, overnight, sob agitacdo constante a 4°C. Apés este periodo, as
seccOes foram lavadas com PBS+ e, entdo, incubadas com os anticorpos
secundarios donkey anti-goat ou goat anti-rabbit (1:500, Santa Cruz Biotechnology),
biotinilados, respectivamente, em uma solucéo idéntica a utilizada para o anticorpo
primario, e foram mantidas, sob agitacdo constante, a temperatura ambiente por
1,5h. Posteriormente, as secg¢des foram incubadas com o complexo avidina-biotina
(ABC; Kit, Vector Laboratories) em PBS+, sob agitacdo constante, a temperatura
ambiente, por mais 2 h. A revelacéo foi realizada usando uma solucdo tampéao de
acetato de soédio contendo 3,3,9-hidrocloreto de diaminobenzidina (DAB; Sigma-
Aldrich®, Steinheim, Alemanha) e H,0,, acrescida de sulfato de niquel (Sigma-
Aldrich®, Steinheim, Alemanha). Apds estes processos, as sec¢des foram lavadas
em PBS 0,1 M e montadas em laminas previamente gelatinizadas. Apdés
desidratacdo e diafanizacdo adequadas, as laminas foram cobertas com Permount®

(Fisher Scientific, New Jersey, EUA) e laminulas.
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3.4.2. Imuno-histoquimica para BrDU
Para imuno-histoquimica e detec¢cdo do BrdU, apds algumas lavagens com

PBS 0,1 M as secc¢Oes foram incubadas em metanol (MeOH) absoluto contendo
H,O, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Logo em seguida, foram
incubadas em solucao de glicina (Invitrogen®, Carlsbad, EUA) 0,1 M em PBS 0,1 M
por 5 min. a temperatura ambiente. Na sequéncia, tiveram o seu DNA desnaturado
em solucéo de HCI (Synth®, Diadema-SP, Brasil) 2 M em agua destilada por 60 min.
a 40°C e, entdo, incubadas em solucdo de &cido bérico (Merck®, Darmstadt,
Alemanha) 0,1 M em agua destilada a temperatura ambiente durante 10 min. Apos
sucessivas lavagens em PBS 0,1 M, as secc¢bes foram incubadas em solucdo
contendo 2% de BSA (Santa Cruz Biotechnology) em PBS 0,1 M durante 60 min.,
para o bloqueio de reacdes inespecificas. As seccbes foram, entédo, incubadas com
anticorpo rat anti-BrdU (1:400, Abcam) em solucdo de PBS 0,1 M contendo 1% de
BSA acrescida de 0,1% Triton-X 100, e mantidas, overnight, sob agitacdo constante
a 4°C. A partir dessa etapa, os procedimentos realizados foram idénticos aos

descritos acima para a imunohistoquimica para Ki-67 e DCX.

3.4.3. Imunofluorescéncia para BrDU, GFAP e NeuN
Para a imunohistoquimica e deteccdo simultanea do BrdU, GFAP e NeuN,

apos algumas lavagens com solucédo de salina tamponada com tris (hidroximetil)
aminometano (TBS) 50mM, as seccdes tiveram o seu DNA desnaturado em solucao
de HCI (Synth®, Diadema-SP, Brasil) 2 M em agua destilada & 37°C por 30 min. Em
seguida, essas seccbes foram lavadas com solucdo de acido bérico (Merck®,
Darmstadt, Alemanha) 0,1 M em &gua destilada e, entdo, incubadas em solucéo
contendo 2% de BSA (Santa Cruz Biotechnology) em TBS 50mM acrescido de
0,25% Triton-X 100 (TBS+) durante 3 horas, para o blogueio de reacbes
inespecificas. A seguir, as seccdes foram incubadas com os anticorpos primarios rat
anti-BrdU (1:100, Abcam), rabbit anti-GFAP (1:500, Cell Signaling) e mouse anti-
NeuN (1:500, Millipore) em solugdo de TBS+ contendo 0,1% de BSA e mantidas,
overnight, sob agitacdo constante a 4°C. Apds este periodo, as secgdes foram
lavadas com TBS e, entdo, incubadas com os anticorpos secundarios goat anti-rat
(1:1000, Alexa Fluor 488), donkey anti-rabbit (1:1000, Alexa Fluor 594), goat anti-
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mouse (1:1000, Alexa Fluor 647), fluorescentes, em uma solucédo idéntica a utilizada
para o anticorpo primario, e foram mantidas, sob agitacdo constante, a temperatura
ambiente por 1,5 horas. Posteriormente, as secc¢des foram lavadas em solucédo de
TBS+, montadas em laminas previamente gelatinizadas e cobertas com
Flouromount® (Interprise) e laminulas. As laminas prontas foram protegidas da luz

com papel aluminio e estocadas na geladeira.

3.5. Andlise quantitativa
As laminas foram previamente codificadas, de modo que a analise foi

realizada de maneira “cega” pelo experimentador. A seguir, todas as seccles
presentes nas laminas foram mapeadas em relacdo a coordenada estereotaxica
correspondente. Foram quantificadas de 6-8 sec¢des por animal (ja que toda a
extensdo do hipocampo foi retirada), onde analisou-se a ZSG e 2 sec¢des por
animal (correspondentes as coordenadas -1,34 e -1,58 mm, posteriores ao Bregma),

guando analisou-se a ZSV (Schiavon et al., 2015).

3.5.1. Células Ki-67 e DCX-positivas na ZSG do GD e na ZSV
As células positivas para Ki-67, DCX e BrdU foram quantificadas,

manualmente, por toda a ZSG do GD hipocampal de ambos os hemisférios em 6-8
secc¢Bes, em microscopio 6ptico comum (Olympus, BX41), com aumento de 40x.

Na ZSV as células positivas para Ki-67 e DCX, foram contadas,
manualmente, em ambos os hemisférios em 2 secc¢des, em microscopio Optico
comum (Olympus, BX41), com aumento de 100x.

O numero de células Ki-67, DCX e BrdU-positivas nas areas quantificadas foi

expresso como média (x erro padrdo da média (EPM)).

3.5.2. Células BrdU, NeuN e GFAP-positivas na ZSG do GD
As células BrdU/NeuN-positivas, assim como, BrdU/GFAP-positivas foram

guantificadas, manualmente, por toda a ZSG do GD hipocampal de ambos os
hemisférios em 6-8 secc¢des, em microscopio fluorescente Confocal (Leica, TCS-
SPE), com aumento de 40x. Foram analisadas 50 células BrdU-positivas por lamina.

O numero de células BrdU/NeuN-positivas nas areas quantificadas foi
expresso como porcentagem do numero de células BrdU/NeuN-positivas sobre

namero total de células BrdU-positivas (+ erro padrao da média (EPM)).
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3.6. Andlise estatistica
Ambos os dados, comportamentais e histolégicos, foram examinados,

primeiramente, para 0sS pressupostos de normalidade e homocedasticidade. A
seguir, os dados foram analisados utilizando a analise de variancia de um fator (one-
way ANOVA), seguida do posthoc de Tukey para compara¢des multiplas. O nivel de
significancia de 5% (p<0,05) foi considerado estatisticamente significante.

45



4. Resultados

4.1. Experimento | - tratamento agudo

4.1.1. Campo aberto

Uma hora apdés a administracdo das drogas, o desempenho dos
camundongos Swiss no CA foi avaliado e esta demonstrado na Figura 9 (A-C).
Nenhuma diferenca significativa entre os grupos foi encontrada na distancia
percorrida no CA (Figura 9A, F453=0,30, p=0,87), tempo no centro (Figura 9B,
F453=0,36, p=0,83) e nimero de entradas no centro do CA (Figura 9C, F453=1,35,
p=0,26).

Da mesma forma, uma hora apés a administracdo do tratamento, o
desempenho dos camundongos Balb/C no CA foi avaliado e estd demonstrado na
Figura 9 (D-F). Nenhuma diferenca significativa entre os grupos foi encontrada na
distancia percorrida no CA (Figura 9D, F459=1,06, p=0,39), tempo no centro (Figura
9E, F459=0,66, p=0,62) e numero de entradas no centro do CA (Figura 9F,
F450=0,61, p=0,66).
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Figura 9: Tratamento agudo com IMIP ou MIRI ndo alterou a atividade locomotora de
camundongos submetidos ao campo aberto (CA). Os animais receberam injecdes i.p. de veiculo,
IMIP ou MIRI (3, 10 ou 30 mg/Kg). Uma hora apdés a administragdo os camundongos foram
submetidos ao CA por 5 min. As colunas representam as médias e as barras verticais os EPMs dos
grupos veiculo (n=13), IMIP (n=8), MIRI 3 (n=12), MIRI 10 (n=13) e MIRI 30 (n=8) de camundongos
Swiss e dos grupos veiculo (n=12), IMIP (n=12), MIRI 3 (n=12), MIRI 10 (n=12) e MIRI 30 (n=12) de
camundongos Balb/C. (A/D) Distancia total percorrida no CA (m), (B/E) tempo na zona central do CA
(s), (C/F) nimero de entradas na zona central do CA. Para todos os parametros analisados, p>0,05
(one-way ANOVA).
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4.1.2. Teste de Suspenséao pela cauda
O desempenho dos animais da espécie Swiss no TSC esta demonstrado na

figura 10A. A ANOVA detectou uma diferenca estatistica, para o primeiro episodio de
imobilidade, no parametro laténcia (F453=6,81, p=0,0002), e também no parametro
imobilidade nos quatros minutos finais (F453=3,81, p=0,009). O grupo IMIP,
apresentou um aumento na laténcia (p=0,0002), quando comparado ao grupo
veiculo. J4, para o tempo de imobilidade durante os ultimos quatro minutos, ANOVA
demonstrou diminuicdo desse parametro no grupo IMIP (p=0,009), quando
comparado ao veiculo. Ja nos grupos MIRI 3, MIRI 10 e MIRI 30 nenhuma diferenca
estatistica foi encontrada, em ambos parametros, quando comparados ao grupo
veiculo (p>0,05).

A figura 10B mostra o desempenho dos animais da espécie Balb/C no TSC. A
ANOVA detectou uma diferenca estatistica no parametro laténcia (F455=8,52,
p=0,00002), e também no parédmetro imobilidade nos quatros minutos finais
(F458=4,13, p=0,005). O tratamento com a IMIP aumentou a laténcia (p=0,0003)
para o primeiro episodio de imobilidade dos animais, quando comparado ao grupo
veiculo. ANOVA demonstrou, ainda, uma diminuicdo no parametro tempo de
imobilidade durante os ultimos quatro minutos no grupo IMIP (p=0,013), quando
comparado ao veiculo. Ja4 nos grupos MIRI 3, MIRI 10 e MIRI 30 nenhuma diferenca
estatistica foi encontrada, em ambos parametros, quando comparados ao grupo

veiculo (p>0,05).
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Figura 10: Tratamento agudo com IMIP aumentou o tempo de laténcia e diminuiu o tempo de
imobilidade de camundongos submetidos ao teste de suspensao pela cauda (TSC). Os animais
receberam injecdes i.p. de veiculo, IMIP ou MIRI (3, 10 ou 30 mg/Kg) uma hora antes de serem
expostos, primeiramente ao CA, e entdo, ao TSC por 6 min. O tempo de laténcia para o primeiro
episodio de imobilidade e o tempo de imobilidade nos ultimos 4 min. foram registrados em segundos
(s). As colunas representam as médias e as barras verticais os EPMs dos diferentes grupos. A figura
10A representa os resultados obtidos com camundongos Swiss nos grupos veiculo (n=13), IMIP
(n=8), MIRI 3 (n=12), MIRI 10 (n=13) e MIRI 30 (n=8). A figura 10B representa os resultados obtidos
com camundongos Balb/C nos grupos veiculo (n=12), IMIP (n=11), MIRI 3 (n=12), MIRI 10 (n=12) e
MIRI 30 (n=12).*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 comparados ao grupo veiculo (one-way ANOVA
seguida do teste post hoc de Tukey).
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4.2. Experimento Il — tratamento repetido de 21 dias

4.2.1. Campo aberto
Apo6s o término do tratamento repetido com IMIP ou MIRI 10 por 21 dias

consecutivos, realizado em camundongos Balb/C, o desempenho dos animais no CA
foi analisado e esta demonstrado na Figura 11 (A-C). Nenhuma diferenca
significativa entre os grupos foi encontrada na distancia percorrida no CA (Figura
11A, F,36=0,52, p=0,59), tempo no centro (Figura 11B, F,3=2,01, p=0,15) ou
namero de entradas no centro do CA (Figura 11C, F,3=1,06, p=0,36).

Vinte e quatro horas apds o término do tratamento repetido os animais foram
reexpostos ao teste do CA Figura 11 (D-F). Novamente, nenhuma diferenca
significativa entre os grupos foi encontrada na distancia percorrida no CA (Figura
11C, F236=1,82, p=0,18), tempo no centro (Figura 11D, F,3:=0,08, p=0,92) e numero
de entradas no centro do CA (Figura 11E, F,3=0,49, p=0,61).
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Figura 11: Tratamento repetido de 21 dias com IMIP ou MIRI 10 ndo alterou a atividade
locomotora de camundongos submetidos ao campo aberto (CA). Os animais receberam injecdes
i.p. de veiculo, IMIP ou MIRI (10 mg/Kg) durante 21 dias consecutivos. Uma hora apés a ultima
administragdo os camundongos foram submetidos ao CA por 5 min (10A, 10B e 10C). Vinte e quatro
horas apés a ultima administracdo os camundongos foram reexpostos ao teste por 5 min (10D, 10E e
10F). As colunas representam as médias e as barras verticais os EPMs dos grupos veiculo (n=14),
IMIP (n=11) e MIRI 10 (n=12). (A,D) Distancia total percorrida no CA (m), (B,E) tempo na zona central
do CA (s), (C,F) nimero de entradas no centro do CA. Para todos os parametros analisados, p>0,05
(one-way ANOVA).
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4.2.2. Teste de Suspenséao pela cauda
Subsequentemente ao CA, os animais foram submetidos ao TSC. A figura

12A mostra os resultados obtidos nesse teste. ANOVA demonstrou uma diferenca
estatistica no parametro laténcia (F236=5,46, p=0,01), e também no parametro
imobilidade nos quatros minutos finais (F236=3,38, p=0,05). O grupo IMIP,
apresentou aumento na laténcia (p=0,02), quando comparado ao grupo veiculo. J4,
para o parametro imobilidade nos dudltimos quatro minutos, ANOVA mostrou
diminuicao no grupo IMIP (p=0,04), quando comparado ao veiculo. J4 no grupo MIRI
10 nenhuma diferenca estatistica foi encontrada, em ambos os parametros, quando
comparado ao grupo veiculo (p>0,05).

Vinte e quatro horas apés o término do tratamento repetido, e apdés serem
reexpostos ao CA, os animais foram novamente submetidos ao TSC (Figura 12B).
ANOVA nao demonstrou diferenca estatistica no parametro laténcia (F236=0,79,
p=0,46), mas sim, no parametro imobilidade nos quatros minutos finais (F2,3=11,79,
p=0,0001). O grupo IMIP mostrou diminuicdo para o parametro imobilidade nos
altimos quatro minutos (p=0,0002), assim como o grupo MIRI 10 (p=0,03), quando

comparados ao veiculo.
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Figura 12: Tratamento repetido de 21 dias com IMIP ou MIRI 10 diminuiu o tempo de
imobilidade de camundongos submetidos ao teste de suspensédo pela cauda (TSC), vinte e
guatro horas apés a ultima administracdo. Os animais receberam inje¢des i.p. de veiculo, IMIP ou
MIRI (10 mg/Kg) durante 21 dias consecutivos. Uma hora apds a Gltima administracdo, os animais
foram expostos, primeiramente ao CA, e entdo, ao TSC por 6 min (11A). Vinte e quatro horas apés a
Ultima administragdo, os animais foram reexpostos, primeiramente ao CA, e entédo, ao TSC por 6 min
(11B). O tempo de laténcia para o primeiro episddio de imobilidade e o tempo de imobilidade nos
Ultimos 4 min. foram registrados em segundos (s). As colunas representam as médias e as barras
verticais os EPMs dos grupos veiculo (n=14), IMIP (n=11) e MIRI 10 (n=12). *p<0,05 e ***p<0,001
comparado ao grupo veiculo (one-way ANOVA seguida do teste post hoc de Tukey).
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4.3. Experimento Il —tratamento repetido de 28 dias

4.3.1. Campo aberto
Apés 28 dias de tratamento repetido com IMIP ou MIRI 10, o desempenho

dos animais no CA foi analisado e est4 demonstrado na Figura 13 (A-C). Nenhuma
diferenca significativa entre os grupos foi encontrada na distancia percorrida no CA
(Figura 13A, F,15=0,84, p=0,45), tempo no centro (Figura 13B, F,15=0,11, p=0,89) e
namero de entradas no centro do CA (Figura 13C, F,15=0,79, p=0,47).

Vinte e quatro horas ap6s o término do tratamento repetido os animais foram
reexpostos ao teste do CA Figura 13 (D-F). Novamente nenhuma diferenca
significativa entre os grupos foi encontrada na distancia total percorrida (Figura 13D,
F215=1,56, p=0,25), tempo no centro (Figura 13E, F;15=1,32, p=0,30) e nimero de
entradas no centro do CA (Figura 13F, F,15=2,30, p=0,14).
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Figura 13: Tratamento repetido de 28 dias com IMIP ou MIRI 10 ndo alterou a atividade
locomotora de camundongos submetidos ao campo aberto (CA). Os animais receberam injecdes
i.p. de veiculo, IMIP ou MIRI (10 mg/Kg) durante 28 dias consecutivos. Uma hora apds a ultima
administragdo os camundongos foram submetidos ao CA por 5 min (12A, 12B e 12C). Vinte e quatro
horas ap6s a Ultima administracdo, os camundongos foram reexpostos ao CA, novamente por 5 min
(12D, 12E e 12F. As colunas representam as médias e as barras verticais os EPMs dos grupos
veiculo (n=6), IMIP (n=5) e MIRI 10 (n=5). (A) Distancia total percorrida no CA (m), (B) tempo na zona
central do CA (s), (C) nimero de entradas na zona central do CA. Para todos os parametros
analisados, p>0,05 (one-way ANOVA).
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4.3.2. Teste de Suspenséao pela cauda
Subsequentemente ao CA, os animais foram submetidos ao TSC. A figura

14A mostra os resultados obtidos nesse teste. ANOVA néo detectou uma diferenca
estatistica no parametro laténcia (F215=1,25, p=0,32), e no parametro imobilidade
nos quatros minutos finais (F» 15=0,07, p=0,93).

Vinte e quatro horas apos o término do tratamento repetido, e apds serem
reexpostos ao CA, os animais foram novamente submetidos ao TSC (Figura 14B).
Nenhuma diferenca estatistica entre os grupos foi encontrada nos parametros
laténcia (F215=1,11, p=0,36) e imobilidade nos quatro minutos finais (F15=0,08,
p=0,92).
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Figura 14: Tratamento repetido de 28 dias com IMIP ou MIRI 10 ndo alterou os tempos de
laténcia e imobilidade de camundongos submetidos ao teste de suspensao pela cauda (TSC).
Os animais receberam injecdes i.p. de veiculo, IMIP ou MIRI (10 mg/Kg) durante 28 dias
consecutivos. Uma hora apds a ultima administracdo, os animais foram expostos, primeiramente ao
CA, e entdo, ao TSC por 6 min (13A). Vinte e quatro horas ap6s a Ultima administragdo, os animais
foram reexpostos, primeiramente ao CA, e entédo, ao TSC por 6 min (13B). O tempo de laténcia para
o primeiro episddio de imobilidade e o tempo de imobilidade nos ultimos 4 min. foram registrados em
segundos (s). As colunas representam as médias e as barras verticais os EPMs dos grupos veiculo
(n=6), IMIP (n=5) e MIRI 10 (n=5). Para todos os parametros analisados, p>0,05 (one-way ANOVA).
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4.4. Avaliacao da proliferacdo celular na ZSG hipocampal e ZSV
A analise imuno-histoquimica para quantificagdo da proliferacéo foi realizada

apos o término do tratamento repetido de 21 dias com veiculo, IMIP ou MIRI 10.
Fotomicrografias representativas no GD hipocampal e da ZSV, contendo células
Ki67-positivas para cada grupo experimental estdo representadas na Figura 16.
Conforme observado nestas figuras, os nucleos corados das células Ki67-positivas
aparecem escuros e distribuidos pela camada celular da ZSG do GD hipocampal
(Figura 16 A-C) e na ZSV (Figura 16 D-F), onde sao tipicamente encontrados e,
frequentemente, aparecem agrupados ou em clusters.

Comparado com o grupo veiculo, o tratamento repetido com MIRI 10 causou
aumento na proliferacdo de células Ki67-positivas no GD hipocampal (Figura 15A,
F210=4,45, p=0,039). No grupo tratado com IMIP apenas uma tendéncia foi
observada em aumentar o numero de células Ki67-positivas na ZSG, quando
comparado ao grupo veiculo (Figura 15A, F,19=4,45, p=0,054). Na ZSV o tratamento
repetido com MIRI 10 causou aumento no numero de células Ki67-positivas, quando
comparado com o grupo veiculo (Figura 15B, F,2,=27,11, p=0,0002). Da mesma
forma houve aumento significativo no nimero de células Ki67-positivas na ZSV no
grupo IMIP, quando comparado ao grupo veiculo (Figura 15B, F;20=27,11,
p=0,0002).
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Figura 15: Tratamento repetido de 21 dias com IMIP ou MIRI 10 aumentou a proliferacao celular
na ZSG (A) e ZSV (B) de camundongos. Os animais receberam inje¢des i.p. de veiculo, IMIP ou
MIRI 10 durante 21 dias consecutivos. Logo apos a analise comportamental, os animais tiveram seus
cérebros adequadamento retirados e processados para a detec¢do imunohistoquimica de Ki67.
Células positivas para Ki67 foram quantificadas por toda a extensdo da ZSG (A) e ZSV (B). As
colunas representam as médias e as barras verticais os EPMs dos grupos veiculo (n=6), IMIP (n=7) e
MIRI 10 (n=7). *p<0,05 e ***p<0,001 comparados ao grupo veiculo (ANOVA seguida do teste post hoc
de Tukey).

veiculo IMIP MIRI 10

Figura 16: Fotomicrografias representativas de células Ki67-positivas. As setas indicam células
Ki67-positivas na ZSG (A-C) e na ZSV (D-F), representadas no aumento de 20x.
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4.5. Avaliacédo da neurogénese na ZSG hipocampal e ZSV
A expressao de neurbnios DCX-positivos no GD do hipocampo foi utilizada

para avaliar o efeito do tratamento repetido de 21 dias com veiculo, IMIP ou MIRI 10
na geracao de neurdnios jovens (neurogénese).

Houve um aumento significativo na quantidade de neurénios DCX-positivos
na ZSG do GD do grupo MIRI 10 (F,20=8,12, p=0,01) e do grupo IMIP (F,20=8,12,
p=0,004), quando comparados ao grupo veiculo (Figura 17A). ANOVA mostrou,
ainda, aumento significativo na quantidade de neurdénios DCX-positivos na ZSV do
grupo IMIP (F220=6,15, p=0,0089), quando comparado ao grupo veiculo. Entretanto,
apenas uma tendéncia em aumentar a quantidade de neurdnios DCX-positivos,
nessa area, foi encontrada no grupo MIRI 10 (F.20=6,15, p=0,055), quando
comparado ao grupo veiculo (Figura 17B).

Fotomicrografias representativas, contendo células DCX-positivas para cada
grupo experimental, estdo representadas da Figura 18. As fotomicrografias de A-C
representam o GD hipocampal e de D-F a ZSV.
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Figura 17: Tratamento repetido de 21 dias com IMIP ou MIRI 10 aumentou o numero de
neurbnios DCX-positivos na ZSG hipocampal (A) de camundongos. Os animais receberam
administragdo i.p. de veiculo, IMIP ou MIRI 10 durante 21 dias consecutivos. Logo apds a analise
comportamental, os animais tiveram seus cérebros adequadamento retirados e processados para a
deteccdo imunohistoquimica de DCX, um marcador de neurbnios jovens, para verificacdo de
neurogénese. Células positivas para DCX foram quantificadas por toda a extensdo da ZSG (A) e ZSV
(B). As colunas representam as médias e as barras verticais os EPMs dos grupos veiculo (n=7), IMIP
(n=7) e MIRI 10 (n=7). *p<0,05 e **p<0,01 comparados ao grupo veiculo (ANOVA seguida do teste
post hoc de Tukey).

veicul IMIP MIRI 10

Figura 18: Fotomicrografias representativas de células DCX-positivas. As setas indicam
células DCX-positivas na ZSG (A-C) e na ZSV (D-F), representadas no aumento de 20x.
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4.6. Avaliagdo da sobrevivéncia celular na ZSG
Para a avaliagcdo da sobrevivéncia celular os animais tratados durante 28 dias

com veiculo, IMIP ou MIRI 10 receberam injecdo de BrdU nos 14°, 15° e 16° dias.
Apoés o término do tratamento, ou seja, 14 dias apds a administracdo de BrdU, os
animais foram sacrificados e realizou-se a analise imuno-histoquimica, com
revelacdo colorimétrica com DAB, para quantificacdo das células sobreviventes que
incorporaram o BrdU no seu DNA. No GD hipocampal, as células progenitoras estéo
localizadas na ZSG. Essas células proliferam-se e migram para a CCG do GD, onde
se maturam em células granulares excitatérias e, finalmente, integram se ao circuito
hipocampal. Aqui, os nucleos corados das células BrdU-positivas ainda aparecem
escuros e distribuidos uniformemente pela camada celular da ZSG do GD
hipocampal, onde sao tipicamente encontrados e ja demonstram-se arredondados,
como indicativo do inicio da maturacdo e migracdo para a CCG, como pode ser
observado na figura 20. ApGs a quantificacdo das células BrdU-positivas na ZSG,
ANOVA revelou que ndo houve diferenca significativa no nimero dessas células
entre os grupos (F,,16=2,39, p>0,05), 14 dias apoés a injecéo de BrdU (Figura 19A).

Para a avaliacdo da sobrevivéncia celular por meio da técnica de
imunofluorescéncia, foram analisados os mesmos tecidos, porém novas seccgoes,
utilizados na analise anterior. Aqui, 0s nucleos das células BrdU-positivas emitem luz
em um comprimento de onda que gira em torno de 488 nm, sendo observados em
verde fluorescente e distribuidos pela camada celular da ZSG do GD hipocampal
(Figura 21). Da mesma forma, ndo houve diferenca significativa no nimero dessas
células entre os grupos (F2,16=1,14, p>0,05), 14 dias ap6s a injecdo de BrdU (Figura
19B).
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Figura 19: Tratamento repetido de 28 dias com IMIP ou MIRI 10 ndo aumentou a taxa de
sobrevivéncia celular na ZSG hipocampal de camundongos, 14 dias ap6s a inje¢ao de BrdU,
analisada por meio de imuno-histoquimica (A) e de imunofluorescéncia (B). Os animais
receberam administracéo i.p. de veiculo, IMIP ou MIRI 10 durante 28 dias. Nos dias 14°, 15° e 16° do
tratamento, os animais receberam injecao i.p. de BrdU (100 mg/Kg) durante os 3 dias consecutivos.
No dia posterior ao término do tratamento os animais tiveram seus cérebros adequadamente
retirados e processados para a deteccdo de imunorreatividade para o BrdU, para verificacdo da
sobrevivéncia celular. Células positivas para BrdU foram quantificadas por toda a extensédo da ZSG.
As colunas representam as médias e as barras verticais os EPMs dos grupos veiculo (n=6), IMIP
(n=6) e MIRI 10 (n=5). Para todos os parametros analisados, p>0,05 (one-way ANOVA).

veiculo IMIP MIRI 10

Figura 20: Fotomicrografias representativas de células BrdU-positivas no aumento de 20x.
As setas indicam as células BrdU-positivas na ZSG, representadas no aumento de 20x.

veiculo IMIP MIRI 10
BrdU/NeuN BrdU/NeuN BrdU/NeuN

Figura 21: Fotomicrografias representativas de células BrdU-positivas no aumento de 40x.
As setas indicam as células BrdU-positivas na ZSG, representadas no aumento de 20x.
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4.7. Avaliacao da diferenciacao celular na ZSG
Para posterior andlise da diferenciacdo celular, realizou-se a técnica de

imunofluorescéncia para marcadores de sobrevivéncia celular, astrocitos e
neurénios maduros (BrdU, GFAP e NeuN, respectivamente). O intuito dessa analise
foi avaliar se as células sobreviventes se diferenciaram em astrocitos ou em
neurdnios, ou seja, se o tratamento repetido com veiculo, IMIP ou MIRI 10 favoreceu
a diferenciacdo em alguma linhagem neuronal especifica.

Como pode ser observado nas figuras 23A, 23F e 23K os nucleos das células
BrdU-positivas emitem luz em um comprimento de onda que gira em torno de 488
nm, emitindo luz verde fluorescente e distribuidos uniformemente pela camada
celular da ZSG do GD hipocampal. Os astrocitos séo visualizados na cor vermelha e
emitem luz em uma comprimento de onda de cerca de 594 nm. Essas células
apresentam-se distribuidas por todo o GD, o0 que pode ser evidenciado nas figuras
23B, 23G e 23L.

Os neurbnios maduros séo observados nas figuras 23C, 23H e 23M na cor
azul, referente ao comprimento de onda em torno de 647 nm, constituindo a CCG
gue compde o giro denteado. Por fim, as figuras 23D, 23L e 23N representam as
trés marcacdes, simultaneamente, nos diferentes grupos de tratamento, no aumento
de 20x, enquanto as figuras 23E, 23J e 230 representam essas marcagdes no
aumento de 40x.

ApoOs a quantificacdo das células BrdU/NeuN-positivas na ZSG, 14 dias ap0s
a injecao de BrdU, ANOVA revelou que houve um aumento significativo no nimero
dessas células duplamente marcadas no grupo MIRI (F;16=25,90, p=0,0002) e no
grupo IMIP (F216=25,90, p=0,0004), quando comparados ao grupo veiculo (Figura
22).
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Figura 22: Tratamento repetido de 28 dias com IMIP ou MIRI 10 aumentou a geragdo de novos
neurbnios na ZSG hipocampal de camundongos, 14 dias ap6s a injecédo de BrdU, analisada por
meio de imunofluorescéncia. Os animais receberam administrag&o i.p. de veiculo, IMIP ou MIRI 10
durante 28 dias. Nos dias 14°, 15° e 16° do tratamento, os animais receberam inje¢éo i.p. de BrdU
(100 mg/Kg) durante os 3 dias consecutivos. No dia posterior ao término do tratamento os animais
tiveram seus cérebros adequadamente retirados e processados para a deteccdo de
imunorreatividade para o BrdU, GFAP e NeuN para verificacdo da diferenciacao celular. Células
duplamente positivas para BrdU e NeuN e para BrdU e GFAP foram quantificadas por toda a
extensdo da ZSG. As colunas representam as médias e as barras verticais os EPMs dos grupos
veiculo (n=6), IMIP (n=6) e MIRI 10 (n=5). ***p<0,001 comparado ao grupo veiculo (ANOVA seguida
do teste post hoc de Tukey).
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veiculo IMIP MIRI 10

Figura 234: Fotomicrografias representativas de células BrdU, GFAP e NeuN-positivas. As
setas indicam as células BrdU-positivas (A, F e K), GFAP-positivas (B, G e L) e NeuN-positivas (C, H
e M) na ZSG, nos diferentes grupos de tratamento. As fotomicrografias D, | e N representam as trés
marcacdes simultdneas, no aumento de 20x e as fotomicrografias E, J e O no aumento de 40x.
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5. Discusséao

A MIRI, um composto que apresenta um perfil de antipsicotico atipico (Pereira
et al.,, 2011), foi analisada em relacdo a sua possivel atividade antidepressiva, por
meio do TSC, e ao seu impacto sobre a neurogénese adulta em roedores.

Anteriormente ao TSC os animais foram submetidos ao teste do CA, no intuito
de avaliar a sua atividade locomotora. Esse teste & bem validado, e permite verificar
se o tempo de imobilidade apresentado pelos animais no TSC foi decorrente de
alteracdes na locomocéo, causadas pela dose dos tratamentos aplicados. Como néo
foi observada diferenca de locomocao, analisada no CA, entre os grupos tratados
com IMIP e MIRI em relacdo ao grupo tratado com veiculo, pode-se constatar que as
doses utilizadas para ambas as drogas ndo prejudicam a atividade locomotora, nédo
causando interferéncia no TSC (Walsh & Cummins, 1976; Pereira et al., 2011).

O TSC consiste em um dos mais antigos testes para se avaliar atividade
antidepressiva de drogas, apresentando boa validade preditiva (Cryan et al., 2002).
Sua premissa € de que em situacdo de estresse inescapavel os animais adquirem
uma postura de imobilidade, que € reduzida por drogas com atividade
antidepressiva, sendo que maior tempo de imobilidade é tomado como
comportamento tipo-depressivo (Ripoll et al., 2003; Varty et al., 2003).

No TSC realizado uma hora apés o tratamento a MIRI ndo foi eficaz em
diminuir o tempo de imobilidade dos animais nos quatro minutos finais do teste. E
provavel que a administracdo i.p. diaria por 21 dias, tenha gerado estresse e
desconforto aos animais, infuenciando de forma negativa a resposta destes ao teste.
Além disso, o comportamento dos animais uma hora apds as injecdes reflete o efeito
agudo das drogas e ndo o efeito residual do tratamento. Ja o resultado do TSC
realizado vinte e quatro horas apds o tratamento demonstrou eficacia da IMIP
(usada como controle positivo) e MIRI em diminuir o tempo de imobilidade dos
animais nos quatro minutos finais do teste. Levando em conta que um dos
mecanismos de acao proposto para a MIRI seja a inibicdo da nNOS, nossos
resultados estdo de acordo com diversos trabalhos que demonstram o papel do NO
na neurobiologia da depressdo, bem como no efeito antidepressivo de algumas
drogas disponiveis. Hoje se sabe que a serotonina e a dopamina sao moduladas

pelo NO (Fossier et al., 1999; Wegener et al., 2000), j& que a administracdo local ou
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sistémica de inibidores da nNOS aumentam a concentracdo extracelular desses
neurotransmissores no hipocampo ventral de roedores, uma das &reas mais
envolvidas com a patofisiologia da depressdo (Volke et al.,, 2003). Quando o
precursor de NO, L- Arg, é administrado, em roedores, observa-se o efeito oposto,
sendo, entdo, demonstrado que o NO enddgeno age como um controle negativo
sobre os niveis de serotonina e dopamina no hipocampo (Harkin et al., 2003; Dhir et
al., 2011). Além das evidéncias citadas, encontradas em estudos com animais, é
importante ressaltar que estudos em humanos mostraram que o nivel plasmatico de
metabdlitos do NO em pacientes depressivos suicidas foi significantemente maior do
que em individuos controle (Suzuki et al., 2001; Harkin et al., 2004; Lee et al., 2006).

Além de sua acédo sobre a sintese de NO, outro mecanismo de acao proposto
para a MIRI é a inibicdo da fosforilacdo da PKC, e consequente inibicdo de sua
ativacdo (Meotti et al., 2006a). Levando em consideragédo que enzimas como a PKC
podem modular a fosforilagdo/defosforilacdo de receptores NMDA, a MIRI poderia
atuar indiretamente, diminuindo a fosforilagdo dos receptores NMDA e, com isso,
diminuir a producédo de NO, uma vez que a producédo de NO esta ligada ao influxo de
Ca'? por esses receptores (Cheng & Huang, 1992). Esses mecanismos de acao
propostos para a MIRI poderiam explicar, pelo menos em parte, o efeito tipo-
antidepressivo gerado no TSC, ap6s administracéo repetida dessa substancia.

J& no tratamento repetido de 28 dias ndo foi possivel observar o mesmo
efeito, tanto no grupo tratado com IMIP como no grupo tratado com MIRI,
provavelmente devido a grande variabilidade de resposta dos animais. A
administracao i.p. diaria de 28 dias juntamente com as injecdes adicionais de BrdU
pode ter gerado estresse nos animais, o que influencia a resposta destes aos testes,
como ocorrido no TSC uma hora apos o tratamento.

Em relacdo ao impacto do tratamento repetido sobre a proliferacdo celular,
nossos dados mostraram que houve aumento das células Ki67-positivas na ZSG do
GD hipocampal no grupo tratado com MIRI, quando comparado com o veiculo,
enquanto no grupo tratado com IMIP uma tendéncia foi observada. Um aumento
significativo na proliferacdo foi encontrado nos grupos tratados com IMIP ou MIRI,
guando se analisou a ZSV dos ventriculos laterais. Vale ressaltar, que o Ki67 néo

consiste em um marcador para um fenoétipo celular especifico, ou seja, as células
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Ki67-positivas ndo possuem, necessariamente, um fenotipo neuronal comprometido,
nao se diferenciando, necessariamente, em neurdonios. Como a ZSV consiste em
uma area extremamente ativa em roedores, € possivel que a proliferacdo celular
nesse nicho seja mais intensa do que na ZSG. E provavel, ainda, que a
administrac@o i.p. diaria por 21 dias, tenha causado estresse e desconforto aos
animais, infuenciando negativamente a proliferacdo celular na ZSG. O estresse é
conhecido por elevar os niveis circulantes de esteréides suprarrenais e estimular a
liberacdo de glutamato na formacdo do hipocampo (De Bruin et al.,, 1990;
Moghaddam B, 1993). Estudos em animais e em primatas mostraram que esses
hormonios, secretados em resposta ao estresse, suprimem a proliferacdo de células
precursoras granulares hipocampais de ratos e de primatas durante o
desenvolvimento e na fase aduta (Gould & Cameron, 1996; Gould et al., 1998).
Assim, a supressao da proliferacao celular, induzida pelo estresse, pode envolver
fatores hormonais e neurais. Em conjunto com outros dados sobre a resposta da
formacdo do hipocampo de ratos e primatas para situacdes de estresse, estudos
sugerem que a inibicdo na producao de neurdnios granulares durante a idade adulta,
resultante de experiéncias estressantes, pode ser comum a muitas espécies,
incluindo humanos (Gould et al., 1998).

Em relagcdo a neurogénese, ambos os tratamentos (IMIP e MIRI) foram
efetivos em aumentar o numero de células DCX-positivas na ZSG do GD
hipocampal. Ja na ZSV, somente o tratamento com a IMIP levou ao aumento da
neurogénese. O resultado para o tratamento com a IMIP esta de acordo com
diversos trabalhos que demonstram que o tratamento crénico com ADs de varias
classes, incluindo os triciclicos, como a imipramina e os inibidores seletivos de
recaptacdo da serotonina (ISRS), como a fluoxetina, aumentam o numero de células
progenitoras no hipocampo de roedores (Malberg et al., 2000; Santarelli et al., 2003;
Sairanen et al., 2005; Sairanen et al., 2007; Chen et al.,, 2010). Em relacdo ao
tratamento repetido com a MIRI, nossos resultados estdo de acordo com estudos,
gue mostraram aumento na neurogénese hipocampal apds tratamento repetido com
antipsicoticos atipicos (Wang et al., 2004; Halim et al., 2004). Segundo Kodama et
al., 2004, a administracdo repetida de 28 dias do antipsicotico atipico olanzapina

aumentou a neurogénese na ZSG hipocampal, sendo que este aumento nao foi
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observado na ZSV. Esses resultados suportam os achados obtidos com o
tratamento repetido com a MIRI.

Para analisar as fases mais tardias da neurogénese foi utilizado o marcador
BrdU. Como este possui a propriedade de integrar-se ao DNA da célula e
permanecer retido por toda a vida, € possivel estimar o tempo de sobrevivéncia das
células que o incorporaram e tracar a linhagem celular destas (célula glial ou
neurdnio). Nesse sentido, com o objetivo de determinar os efeitos da MIRI sobre a
sobrevivéncia das células em proliferacdo, a expressao de BrdU foi investigada apos
o tratamento de 28 dias e 14 dias apés a injecao de BrdU. No entanto, nenhuma
diferenca significativa entre os grupos tratados com IMIP, MIRI ou veiculo foi
observada. Vale ressaltar que, quantitativamente, a regulacdo na neurogénese
ocorre, principalmente, na fase do desenvolvimento neuronal, e ndo na fase de
expansdo, como se assume frequentemente (Kempermann et al., 2006). Isso
baseia-se no fato de que a proliferacdo de células precursoras gera um grande
namero de novos neurbnios, mas apenas uma pequena propor¢cao sobrevive
durante longos periodos de tempo (Kempermann et al., 2003). Aparentemente as
células que sobrevivem as primeiras 2 semanas serao integradas, estavelmente, ao
circuito do giro dentado por um longo periodo de tempo. Depois dessa fase, apenas
pequenas alteracbes no numero de células ocorre. Uma consequéncia desta
observacdo é que a neurogénese adulta, ao longo da vida, contribui para o
crescimento do giro denteado e ndo substitui as células mais velhas (Crespo et al.,
1986).

Em uma ultima etapa da investigacao sobre a influéncia do tratamento com a
MIRI sobre a neurogénese, analisou-se a diferenciacdo das células BrdU-positivas
sobreviventes, 14 dias apO6s a Ultima administracdo de BrdU. A identificacédo
fenotipica das células marcadas com BrdU foi realizada por meio da técnica de tripla
marcacao imunofluorescente com marcadores especificos, o NeuN e o GFAP. Os
resultados obtidos mostraram o aumento da neurogénese nos grupos tratados com
MIRI e IMIP, quando comparados com o grupo veiculo. Esse aumento € evidenciado
pelo alto nimero de células BrdU-positivas expressando o marcador de neurdnios
maduros NeuN, demonstrando, dessa forma, que a administracéo repetida de MIRI

ou IMIP exerce um efeito pré-neurogénico. Esse resultado esta de acordo com o

70



trabalho de Campos e colaboradores (2013), onde a administracdo repetida do
Canabidiol, uma substancia com perfil de antipsicitico atipico, apresentou
semelhante efeito proé-neurogénico, em camundongos. Corroborando esses
resultados, a administracéo repetida de 28 dias do antipsicotico atipico olanzapina
aumentou a neurogénese na ZSG hipocampal, com a maioria das células
sobreviventes diferenciando-se em neurdnios no hipocampo (Kodama et al., 2004;
Samuel et al., 2004).

Dessa maneira, nossos resultados indicam que a MIRI apresenta propriedade
tipo-antidepressiva, e que além de sua acdo de inibicdo sobre a PKC e sobre a
sintese do NO, esses efeitos obtidos podem estar relacionados com a capacidade
dessa substancia em aumentar a neurogénese hipocampal em camundongos.

Entretanto, neste estudo ndo avaliamos a toxicidade (aguda ou cronica) da
MIRI. Dessa forma, estudos adicionais devem ser conduzidos para avaliar a
seguranca do uso dessa substancia.
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6. Conclusao

O presente trabalho mostrou que o tratamento repetido com a MIRI
apresentou um efeito tipo-antidepressivo, quando avaliado no TSC, sem, entretanto,
alterar a atividade locomotora dos animais, analisada no CA.

Observou-se também a capacidade dessa substancia em aumentar a geracao
de novos neurbnios no hipocampo de camundongos, uma &rea relacionada a
fisiopatologia da depressao.

Nossos dados suportam a idéia de que a MIRI € um bom alvo de estudo para

a producdo de um novo farmaco com atividade antidepressiva.
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