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RESUMO

A depressdo pode ser desencadeada por fatores imunes/inflamatérios e
possui alta comorbidade com o comportamento doentio e a ansiedade. Os
medicamentos antidepressivos existentes apresentam eficicia limitada. O zinco e o
paracetamol, além de interferirem com o sistema imune, j& demonstraram efeito
benéfico no tratamento da depressao, quando administrados concomitantemente a
doses subefetivas dos antidepressivos. O objetivo do estudo foi utilizar o zinco e/ou
paracetamol como tratamento do comportamento doentio, da ansiedade e do
comportamento tipo-depressivo em ratos. Induzimos o comportamento doentio e
tipo-depressivo em ratos Wistar adultos com administracdes repetidas de
lipopolissacarideo (LPS, endotoxina bacteriana gram-negativa). Os ratos receberam
zinco e/ou paracetamol por trés dias consecutivos. Avaliagdes: (1) comportamento
doentio (diariamente pelo peso corporal e atividade geral em campo aberto); (2)
ansiedade (teste claro-escuro); (3) comportamento tipo-depressivo/antidepressivo
(teste do nado forcado); (4) corticosterona e interferon (IFN)-gama plasmaticos; e (5)
proteina glial fibrilar &cida (GFAP) e tirosina hidroxilase (TH) encefélicos. Avaliacdes
4 e 5 sdo biomarcadores ligados ao sistema neuroimune e/ou a depresséo, para
entendimento dos mecanismos envolvidos. O LPS induziu o comportamento doentio
e 0 comportamento tipo-depressivo, assim como elevou os niveis de IFN-gama e a
expressao de GFAP nos ratos. O zinco preveniu tanto 0s prejuizos comportamentais
quanto os bioquimicos. Embora o tratamento com paracetamol e a associacao
zinco+paracetamol tenham revelado aparente efeito benéfico na melhora de alguns
parametros, ndo se pode afirmar este ser um efeito robusto. A ansiedade,
corticosterona e TH parecem ndo estarem relacionadas as demais alteracoes
comportamentais e neuroimunes. Assim, pode-se destacar o efeito benéfico do
sulfato de zinco no tratamento do comportamento doentio e tipo-depressivo, sem 0
auxilio de antidepressivos. Além disso, os achados relativos ao IFN-gama e GFAP
revelaram sua relacdo com a génese do comportamento doentio e da depresséo e
gue os tratamentos que tenham a capacidade de interferir com os niveis de IFN-
gama e a expressdo de GFAP podem auxiliar na melhora dos sintomas desses

transtornos.

Palavras-Chave: Depressao; Ansiedade; LPS; Comportamento doentio.



ABSTRACT

Depression can be triggered by immune/inflammatory factors and presents
high comorbidity with sickness behavior and anxiety. Antidepressant drugs are
considered to be of limited effectiveness. Zinc and paracetamol interfere with immune
system and have demonstrated a beneficial effect on depression treatment when
administered concomitant with subeffective doses of antidepressant drugs. The
objective of this study was to use zinc and/or paracetamol as treatment of sickness
behavior, anxiety, and depressive-like behavior in rats. We induced sickness
behavior and depressive-like behavior in adult Wistar rats with repetitive
lipopolysaccharide (LPS, gram-negative bacteria endotoxin) administrations. Rats
received zinc and/or paracetamol for three consecutive days. Evaluations: (1)
sickness behavior (daily body weight and open field general activity); (2) anxiety
(light-dark test); (3) depressive-like/antidepressant behavior (forced swim test); (4)
plasmatic corticosterone and interferon (IFN)-gamma levels; and (5) glial fibrillary
acidic protein (GFAP) and tyrosine hydroxylase (TH) brain expression. Evaluations 4
and 5 are biomarkers linked with neuroimmune system and/or depression, evaluated
to understand the mechanisms involved. LPS induced sickness behavior and
depressive-like behavior, as well as elevated IFN-gamma levels and GFAP
expression. Zinc prevented both behavioral and biochemistry impairments. Although
paracetamol and zinc+paracetamol association induced apparent beneficial effect
ameliorating some parameters, this was not a robust effect. Anxiety, corticosterone,
and TH seem not to be related with the other behavioral and neuroimmune changes.
Concluding, sulfate zinc treatment was beneficial for sickness behavior and
depressive-like behavior, without antidepressant concomitant administration. IFN-
gamma and GFAP data revealed their relation with sickness behavior and
depressive-like behavior genesis. Moreover, treatments which interfere with IFN-
gamma levels and GFAP expression may be considered to treat symptoms of these

disorders.

Key-words: Depression; Anxiety; LPS; Sickness behavior.
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1 INTRODUCAO

A depressdo caracteriza-se pela perda de prazer nas atividades diarias,
anedonia, apatia, diminuicdo da capacidade de raciocinar adequadamente, de se
concentrar, de tomar decisoes, lentiddo, fadiga, sensacao de fraqueza, alteragdes do
sono (insdnia ou hipersonoléncia), alteracées do apetite (diminuicdo ou aumento),
reducdo do interesse sexual, retraimento social, ideacdo suicida e prejuizo funcional
significativo, incluindo piora do desempenho escolar e auséncias no trabalho,
considerada como uma das principais causas de afastamentos e desemprego em
todo o mundo (THOMPSON et al., 2001; CARROLL; CASSIDY; COTE, 2003). Um
dado alarmante é que de 40 a 60% dos suicidios tém causa depressiva (CLARK,
1990; LONNQVIST et al., 1995).

E estimado que mais de 15% dos adultos vao experimentar pelo menos um
episodio de depressdo em algum momento da vida, e as mulheres mais afetadas
gue os homens (20% versus 10%) (MURRAY; LOPEZ, 1997; PARKER; BROTCHIE,
2010). Os custos relacionados a essa desordem representa um encargo econdmico
de dezenas de bilhdes de ddlares por ano (JENKINS; GOLDNER, 2012). Portanto,
somando a alta incidéncia desta desordem de humor, dela ser uma das principais
causas de afastamentos, desemprego e suicidio, e os altos custos relacionados ao
seu tratamento, a depressdo vem sendo considerada por muitos como o mal do
século 21.

Infelizmente, pouco se sabe sobre a etiologia e patofisiologia da depresséao,
podendo ser considerada uma desordem de causas multifatoriais, incluindo fatores
genéticos, eventos estressores (como perdas de entes proximos), doencas,
desequilibrio hormonal, medicamentos, drogas de abuso, bem como hipéteses
monoaminérgicas ligadas a alteragbes de neurotransmissores como serotonina e
noradrenalina (CARROLL; CASSIDY; COTE, 2003; COLMAN; ATAULLAHJAN,
2010). A hipétese monoaminérgica € aceita e reconhecida ha muitos anos, inclusive
tendo muito dos antidepressivos prescritos atualmente baseados nela; porém, falha
em explicar/tratar muitos dos aspectos da depressao, abrindo a possibilidade de
investigacao de causas adicionais (RAEDLER, 2011).

Outras hipdteses que vém ganhando forca nos ultimos tempos incluem

ativacdes imunes/inflamatorias como indutoras da depressdo (SMITH, 1991,



MILLER; MALETIC; RAISON, 2009). Smith (1991) prop6s a teoria do macrofago da
depressao, que afirma que a liberagdo excessiva de interleucina (IL)-1, entre outros
produtos de macrofagos estariam envolvidos na patogénese da depressdo. Alguns
pacientes diagnosticados com depressao também apresentam aumento nos niveis
de citocinas como fator de necrose tumoral (TNF)-alfa e IL-6 no sangue (DOWLATI
et al., 2010). Diversos pacientes que foram tratados com medicamentos
imunoestimulantes, como interferon (IFN)-alfa, como terapia contra hepatite C, ou
cancer, também desenvolveram depressao (LOFTIS; HAUSER, 2004). Mais ainda,
mesmo doses baixas de lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina bacteriana,
administrada a pacientes humanos voluntarios, sdo capazes de aumentar niveis
séricos de citocinas pro-inflamatérias e induzir anedonia, que é uma das principais
caracteristicas da depressdao (EISENBERGER et al, 2010). O LPS é um
componente da parede celular de bactérias gram-negativas que, quando em contato
com o organismo animal, mimetiza uma infeccdo bacteriana (MEYER; FELDON;
FATEMI, 2009). Essa endotoxina induz no organismo a sintese e liberacdo de IL-1
beta, IL-6 e TNF-alfa, além de ativar o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA),
resultando em aumento de glicocorticoides na corrente sanguinea periférica
(ADEREM; ULEVITCH, 2000; HAVA et al., 2006; KIRSTEN et al., 2013).

Portanto, interferéncias neuroimunes parecem representar um importante
papel na génese da depressdo. Baseado nessas hipéteses, muitos medicamentos e
diversas substancias que interferem com o sistema imune e suas relacdes
bidirecionais com o sistema nervoso central tém sido testados para o tratamento da
depressao; exemplo sdo os anti-inflamatoérios (RAEDLER, 2011). O celecoxibe, um
inibidor ciclooxigenase 2 (COX-2), tem a capacidade de inibir a producédo de
citocinas pro-inflamatdrias. O celecoxibe melhorou as respostas antidepressivas em
pacientes depressivos que ja eram tratados com o antidepressivo reboxetina
(inibidor seletivo da recaptagdo da noradrenalina) (MULLER et al., 2006). Resultados
semelhantes foram encontrados com a combinacdo de celecoxibe com fluoxetina
(inibidor seletivo da recaptacao da serotonina) (AKHONDZADEH et al., 2009). Outro
exemplo interessante € o uso de inibidores de TNF-alfa (como etanercepte e
infliximabe), que reduziram sintomas depressivos em pacientes com psoriase e
doenca de Crohn e tém sido examinados como potenciais tratamentos para
pacientes depressivos (PERSOONS et al., 2005; TYRING et al., 2006).



A ansiedade é caracterizada por um sentimento vago e desagradavel de
medo, apreensdao, tensédo ou desconforto derivado de antecipacéo de perigo, de algo
desconhecido ou estranho (SWEDO; LEONARD; ALLEN, 1994; ALLEN; LEONARD;
SWEDO, 1995). Diversos estudos apontam para uma alta comorbidade entre a
ansiedade e a depressao (KOVACS; DEVLIN, 1998). Por exemplo, criancas e
adolescentes diagnosticados com ansiedade muitas vezes precedem para quadros
depressivos (KOVACS; DEVLIN, 1998; KIRCANSKI et al., 2016). Outro exemplo
estd na associacdo entre sintomas ansiosos e a depressao unipolar (FREEMAN;
FREEMAN; MCELROY, 2002). J4 existem evidéncias de que esses dois transtornos
dividem o mesmo substrato neurobiolégico, envolvendo neurotransmissores como a
serotonina e o0 acido gama-aminobutirico (GABA) (FREEMAN; FREEMAN;
MCELROQY, 2002; KIRCANSKI et al., 2016).

O comportamento doentio é considerado como um conjunto organizado de
alteracbes adaptativas neuroimunes e comportamentais, temporarias e especificas
em resposta a processos infecciosos/inflamatorios, no intuito de otimizar o processo
de cura, dentre outras estratégias comportamentais benéficas ao hospedeiro e a sua
coldnia (HART, 1988; KENT et al., 1992). Destacam-se entre os diversos sintomas
presentes no comportamento doentio a febre, letargia, prostracéo, apatia, anorexia,
soniléncia, hipofagia, a diminuicdo da atividade exploratéria, dos contatos sociais e
da atividade sexual, e prejuizo na memoria e aprendizado (LARSON; DUNN, 2001;
DANTZER; KELLEY, 2007). O comportamento doentio e a depressdo podem
apresentar alta correlacdo, uma vez que o mesmo gatilho imune, como, por
exemplo, o LPS, pode induzir ambos distlrbios (YIRMIYA, 1996; FRENOIS et al.,
2007; DANTZER et al., 2008; BAY-RICHTER et al., 2011).

O zinco é um elemento quimico essencial para o organismo, atuando em
diversos processos fisiolégicos, como proliferacdo e diferenciacdo celular,
crescimento e desenvolvimento, no metabolismo de proteinas e acidos nucleicos,
sintese e degradacdo de carboidratos e na atividade de inUmeras enzimas, como,
por exemplo, superéxido dismutase e citocromo ¢ oxidase (MARET; SANDSTEAD,
2006; CHAFFEE; KING, 2012). O zinco também tem papel fundamental nos
sistemas nervoso e imune, participando da imunidade inata e adaptativa (TUERK;
FAZEL, 2009; MAYWALD; RINK, 2014).
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O paracetamol originalmente é prescrito pelo seu potencial analgésico e agéo
antipirética, e classicamente conhecido por apresentar baixa atividade anti-
inflamatoria. Porém, estudos apontam para efeito similar aqueles encontrados apés
a administracdo de inibidores de COX-2, que inibem a sintese de
prostaglandinas (GRAHAM; SCOTT, 2005). Um dado interessante a respeito do uso
do paracetamol, que motiva ainda mais sua pesquisa para outros fins, é que, a
menos que administrado em doses elevadas, durante periodos prolongados, ou
associado ao alcool, por exemplo, € considerado como ndo causador de efeitos
adversos (SHEEN et al., 2002).

Os IFNs sao um grupo de proteinas que possuem uma importante atividade
antiviral inata, provavelmente devido a propriedades reguladoras de crescimento, a
inibicdo da angiogénese, a regulacdo da diferenciacdo celular e ao aumento da
expressdo de antigenos (SHIFFMAN, 2001). Os IFNs tém efeitos diversos sobre
células imunes inatas e adaptativas durante a infeccdo com virus, bactérias,
parasitas e fungos, direta e indiretamente através da inducdo de outros mediadores
(MCNAB et al., 2015). E sabida da relacéo dos IFNs com a depresséo. Por exemplo,
administracdo de IFN-alfa induz comportamentos tipo-depressivos em roedores
(MYINT et al., 2009). Em pacientes humanos fendmenos semelhantes acontecem,
em que a imunoterapia com IFN-alfa induz a enzima indoleamina 2,3-dioxigenase
(IDO) e menor disponibilidade de triptofano no plasma (WICHERS et al., 2006).

Considerando a relacdo da depressdo com fatores neuroimunes e sua
comorbidade com a ansiedade e o comportamento doentio, o presente estudo
utilizou o zinco e o paracetamol como tratamento destes distirbios sem o auxilio de

antidepressivos.

1.1 Justificativa

Estudos clinicos revelaram que muitos pacientes depressivos apresentam
hipozinquemia sérica, inclusive com correlacdo negativa entre a concentragdo de
zinco e a severidade do quadro (MAES et al., 1994; NOWAK; SZEWCZYK; PILC,
2005). Além disso, a hipozinquemia pode ser normalizada ap0s tratamento com
antidepressivos (MCLOUGHLIN; HODGE, 1990; MAES et al., 1997). A associagéo

de zinco com antidepressivos aumentou a eficiéncia dos antidepressivos em
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pacientes com depressédo unipolar (NOWAK et al., 2003; SIWEK et al., 2009).
Existem indicios que a suplementagdo com zinco ndo s6 contribui para a melhora do
quadro depressivo, mas também com relacdo aos niveis de ansiedade em pacientes
com anorexia nervosa (KATZ et al., 1987).

Em modelos animais os resultados s&o similares. Por exemplo, em
camundongos foi demonstrado que tratamento com nanoparticulas de 6xido de
zinco melhorou a memoaria espacial, aléem de melhorias eletrofisiologicas, quando
estes apresentavam comportamentos tipo-depressivos, comparadas aos animais
que receberam somente LPS (XIE et al., 2012). Além disso, doses subefetivas de
zinco administradas em combinacdo com doses subefetivas de antidepressivos
(como imipramina) resultaram em efeitos tipo-antidepressivos no teste do nado
forcado, da suspenséo pela cauda e no modelo de estresse crénico imprevisivel em
ratos e camundongos (CIESLIK et al., 2007; CUNHA et al., 2008; SZEWCZYK et al.,
2009).

Embora ja esteja bem estabelecida a relacdo da hipozinquemia com muitos
pacientes depressivos, diversos estudos revelaram que a administracdo de zinco
sem estar associada a um antidepressivo pode néo ser capaz de melhorar quadros
depressivos. Um exemplo € o estudo conduzido em mais de 600 criangcas com a
suplementacao com 6xido de zinco ou placebo durante seis meses. Nesse caso, nao
foram encontradas diferencas nos quadros depressivos das criancas entre os dois
grupos (DIGIROLAMO et al., 2010). Outro exemplo mostra efeito benéfico do zinco
hidroaspartato no nado forcado de camundongos apenas na dose mais alta, de 30
mg/kg, sem efeitos nas doses de 5, 10 e 15 mg/kg, comparado aos valores do grupo
controle (SZEWCZYK et al., 2002). Por outro lado, esse estudo mostra que mesmo
as doses ineficientes de zinco hidroaspartato (como 10 mg/kg), quando combinadas
com subdoses de antidepressivos, como imipramina e citalopram apresentam
resultados benéficos (SZEWCZYK et al., 2002).

Foi delineado como primeiro objetivo deste trabalho avaliar o eventual efeito
antidepressivo do zinco em um modelo experimental de depressdao em ratos
induzido por LPS. Nao existem estudos dos efeitos do sulfato de zinco com o modelo
de inducdo de comportamentos tipo-depressivos aqui proposto e que serdo
explicados mais a frente. Especificamente, o zinco pode interferir no mecanismo de

acao do LPS, pois as citocinas produzidas a partir da exposicdo do organismo ao
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LPS induzem a producdo da metalotioneina (MT), uma proteina ligante que
sequestra o zinco, resultando em hipozinquemia (COYLE et al., 2009). Portanto, o
tratamento com zinco tem o potencial de reverter os danos causados pelo LPS.

Também foi objetivo deste trabalho encontrar outra substancia, nao
propriamente anti-inflamatoria, que pudesse potencializar os efeitos antidepressivos
induzidos pelo zinco. Foram avaliados os efeitos do paracetamol (acetaminofeno)
em conjunto (e separado) com o zinco na eventual melhora do comportamento tipo-
depressivo induzido pelo LPS. Foi escolhido o paracetamol, pois estudos recentes
revelam que, assim como o zinco, pode atuar em sinergismo com antidepressivos,
como a fluoxetina, potencializando a melhora do quadro depressivo (MANNA,;
UMATHE, 2014).

A respeito do uso do paracetamol no tratamento da depressdo, além do
estudo j& citado, do efeito sinérgico com a fluoxetina (MANNA; UMATHE, 2014), ndo
foi encontrado qualquer outro estudo fazendo essa ligacdo. Porém, devido ao
potencial efeito anti-inflamatoério (GRAHAM; SCOTT, 2005) que o paracetamol pode
induzir apds a ativacdo imune induzida pela administracdo de LPS e pelo efeito
antidepressivo causado em camundongos ap6s doses nao efetivas de fluoxetina
(MANNA; UMATHE, 2014), acredita-se que o tratamento com paracetamol,
combinado ao zinco, tenha o potencial de ser capaz de reverter os danos causados
pelo LPS e o comportamento tipo-depressivo.

Com base no conhecimento supracitado, que a depressdo pode ser
desencadeada por fatores imunes, e o fato da limitacdo dos medicamentos
antidepressivos existentes, além de cada vez mais se investir na busca por
antidepressivos ligados a substancias que interferem no sistema neuroimune, o
objetivo do estudo foi utilizar o zinco e/ou paracetamol como tratamento do
comportamento doentio, dos niveis de ansiedade e do comportamento tipo-
depressivo em ratos. Para induzir os efeitos tipo-depressivos em ratos usamos um
modelo proposto na literatura por administracdes repetidas de LPS (YIRMIYA, 1996;
FRENOIS et al.,, 2007; DANTZER et al., 2008; BAY-RICHTER et al., 2011).
Primeiramente foi necessario verificar a indugéo, progressao e eventual remisséo do
comportamento doentio induzido por LPS, com avaliacdes diarias da atividade geral
em campo aberto e do peso corporal, segundo modelo descrito por Dantzer et al.

(DANTZER et al., 2008), ilustrado na figura 1. Foram avaliados também os niveis de
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ansiedade pelo teste claro-escuro, levando em consideracdo a possivel
comorbidade dos dois transtornos. O comportamento tipo-depressivo foi verificado
pelo teste do nado forcado. Foram avaliados o0s niveis plasmaticos de
biomarcadores ligados ao sistema neuroimune e a depresséao: corticosterona e IFN-
gama (ELISA), na busca pelo entendimento dos mecanismos envolvidos com as
alteracdes. Por fim, foram realizadas avaliagbes cerebrais (cortex pré-frontal, nacleo
accumbens e estriado, por técnica de imuno-histoquimica) para marcadores de
neuroinflamacéo (proteina glial fibrilar acida, GFAP) e sistema dopaminérgico
(tirosina hidroxilase, TH), também na busca pelo entendimento dos mecanismos

envolvidos com as alteracdes.

Figura 1 - Induc&o de comportamento tipo-depressivo pela administracdo de LPS em
roedores, segundo Dantzer et al. (2008): Administragdo periférica de LPS induz
comportamento doentio com apice de 2 a 6 horas, verificado pela liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias, e consequente reducdo gradual. O comportamento
tipo-depressivo atinge apice 24 horas apés o LPS, avaliado pelo aumento de
imobilidade no teste do nado forgcado ou no teste de suspensdo na cauda, bem
como pela diminuicdo de preferéncia de solucdo adocicada. O mecanismo de
acao apos liberacéo de citocinas pro-inflamatorias inclui aumento da atividade da
enzima indolamina 2,3 dioxigenase (IDO), que diminui os niveis de triptofano
(TRP) e aumenta a producdo de kinureninas (KYN) e outros metabdlitos
derivados do triptofano.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Utilizar o zinco e/ou paracetamol como tratamento do comportamento doentio,

dos niveis de ansiedade e do comportamento tipo-depressivo em ratos.

2.2 Objetivos especificos

» Induzir experimentalmente o0 comportamento doentio em ratos com
administracdes de LPS.

» Induzir experimentalmente o comportamento tipo-depressivo em ratos com
administracOes de LPS.

» Estudar os efeitos do zinco e do paracetamol quanto ao comportamento
doentio, por meio de avaliacGes diarias da atividade geral em campo aberto e
peso corporal.

» Estudar os efeitos do zinco e do paracetamol quanto aos niveis de ansiedade,
avaliado pelo teste claro-escuro.

» Estudar os efeitos do zinco e do paracetamol quanto ao comportamento tipo-
depressivo, avaliado pela pelo teste do nado for¢ado.

» Estudar os efeitos do LPS, do zinco e do paracetamol quanto aos niveis
plasmaticos de corticosterona por técnica de ELISA.

» Estudar os efeitos do LPS, do zinco e do paracetamol quanto aos niveis
plasmaticos de IFN-gama por técnica de ELISA.

» Estudar os efeitos do LPS, do zinco e do paracetamol quanto a expressao de
GFAP no cortex pré-frontal e ndcleo accumbens por técnica de imuno-
histoquimica.

» Estudar os efeitos do LPS, do zinco e do paracetamol quanto a expressao de

TH no estriado por técnica de imuno-histoquimica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 81 ratos (Rattus norvegicus) Wistar-Han machos adultos,
com 98-137 dias de vida, fornecidos pelo Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (Sao Paulo, SP).
Esses ratos foram mantidos no Biotério da Universidade Paulista (S&o Paulo, SP)
em gaiolas-moradia (45,5 x 34,5 x 20 cm, até 5 ratos por gaiola) com filtro na parte
superior, em sistema derack ventilado (Tecniplast, Buguggiate, VA, Italia),
permitindo aeracao e trocas de ar constante. Essas gaiolas-moradia foram forradas
com maravalha (esterilizada e livre de residuos). O ambiente possuia temperatura
(23°C £ 2°C) e umidade (entre 55% e 65%) controladas constantemente por sistema
automatizado. O ciclo de luz também era automatizado, com luz artificial (12-horas
claro/12-horas escuro, com as luzes ligadas as 7h00). Os animais tiveram livre
acesso a racéo irradiada (BioBase, Aguas Frias, SC, Brasil) e agua filtrada. Os
animais foram utilizados nesse estudo de acordo com as normas e procedimentos
éticos relativos ao uso de animais de laboratdrio da Universidade Paulista (CEUA-
UNIP, protocolo n° 316/15). Essas diretrizes sao baseadas nas normas do National
Institutes of Health (Bethesda, MD). Os experimentos foram realizados de acordo
com os protocolos de boas praticas de laboratério com métodos de garantia de
qualidade. Todos os esfor¢cos possiveis foram realizados para minimizar o sofrimento

dos animais.

3.2 Tratamentos, grupos e delineamento experimental

Ratos foram tratados por trés dias consecutivos com zinco e/ou paracetamol,
ou salina. Nos dois primeiros dias de tratamento, receberam também LPS ou salina
1 hora ap0s o zinco e/ou paracetamol, ou salina. Uma hora ap6s cada administragédo
de LPS ou da segunda dose de salina, e 24 horas apos a ultima administracdo de
LPS ou salina correspondente, esses ratos foram avaliados quanto a inducao e/ou
progresséo e/ou remissdo do comportamento doentio, por meio de avaliagfes diarias

da atividade geral em campo aberto e do peso corporal, totalizando trés avaliacbes
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(trés dias) por animal. No terceiro dia de experimento, imediatamente apds a
avaliagdo em campo aberto, os ratos foram avaliados quanto aos seus niveis de
ansiedade pelo teste claro-escuro. Imediatamente apds o teste claro-escuro, 0s ratos
foram avaliados quanto ao comportamento tipo-depressivo, verificados pelo teste do
nado forcado. Imediatamente apos a Ultima avaliagdo comportamental, o plasma foi
obtido para analises dos niveis de corticosterona e IFN-gama. Os encéfalos destes
mesmos animais foram coletados para avaliacbes da expressdo de GFAP e TH
(cortex pré-frontal, ndcleo accumbens e estriado). Um esquema do delineamento
experimental esta descrito na Figura 2. O protocolo detalhado de cada tratamento,
avaliagdo comportamental e bioquimica esta descrito nos subitens seguintes.

A relacdo das substancias administradas aos ratos, o planejamento dos
tratamentos e respectivos grupos experimentais sdo descritos a seguir. Os animais
foram tratados com solugéo de zinco, de paracetamol, e/ou LPS, e/ou seus veiculos.

O LPS foi obtido por extracdo fendlica a partir da bactéria Escherichia coli,
sorotipo 0127:B8 (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA). A solucéo de LPS foi diluida
em salina estéril a 0,9% e administrada via i.p., na dose de 1 mg/kg/dia, baseado
nos estudos de Bay-Richter et at. (BAY-RICHTER et al., 2011) em ratos Wistar. Essa
dose é considerada capaz de induzir comportamento doentio por menos de 24
horas, sem induzir sepse (BAY-RICHTER et al., 2011). Os ratos receberam LPS por
dois dias consecutivos.

O zinco foi administrado na dose de 2 mg/kg/dia de sulfato de zinco (ZnSQOy,
Sigma, St. Louis, MO, USA, cat. no. Z0635) em solucéo salina 0,9%, via subcutanea
(s.c.) na nuca do animal, baseada nos estudos do grupo de Coyle (CHUA et al.,
2012). Uma injecdo s.c. de zinco promove um aumento imediato e consistente dos
niveis de zinco plasmatico, que chega a quarto ou cinco vezes o nivel normal apds 2
horas da injecéo, retornando estes valores aos niveis normais a partir de 12 horas
apos a injecdo (SUMMERS; ROFE; COYLE, 2006). O restabelecimento dos niveis
de zinco nesse tratamento apds cerca de 12 horas deve coincidir com o periodo de
elevacdo nos niveis de citocinas ap0s a exposicdo ao LPS (GAYLE et al., 2004;
RENAUD et al., 2011); portanto, era esperado que o tratamento com zinco fosse
capaz de manter os niveis de zinco proximos da normalidade enquanto as citocinas

e 0 MT estivessem agindo. A solucdo de zinco foi sempre preparada no dia da
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administragdo. Os animais receberam 0 zinco por trés dias consecutivos, com
intervalo de 24h entre cada injecéao.

O paracetamol (Fagron, Sado Paulo, SP) foi administrado na dose de 100
mg/kg/dia, baseada nos estudos do grupo de Manna (2014). O paracetamol foi
inicialmente diluido em &lcool etilico absoluto. Apés a homogeneizacao da solucéo,
esta foi diluida em solucéo salina 0,9%, em uma proporcédo de 5% de etanol para
95% de salina. A solucéo foi administrada via i.p. Esta dose é considerada eficaz,
potencializando os efeitos antidepressivos, quando combinado a fluoxetina, por
exemplo (MANNA; UMATHE, 2014). Os animais receberam o paracetamol por trés
dias consecutivos, com intervalo de 24h entre cada injegao.

A solucdo salina estéril a 0,9% foi aplicada também para os ratos como
veiculo (grupo controle). A salina foi administrada em volume similar, 0,1 mL/100 g
também por via i.p. Além do grupo controle salina, foi avaliado outro grupo com o
veiculo etanol absoluto 5% diluido em salina, no caso, o veiculo dos grupos onde o
paracetamol foi utilizado.

O tratamento com zinco e/ou com paracetamol ocorreu sempre 1 hora antes a
exposicao ao LPS. Foram avaliados nove grupos (n = 8-10 ratos por grupo, exceto
para o grupo etanol, com n = 5), definidos na Tabela 1.
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Figura 2 - Delineamento dos experimentos realizados: indu¢cdo do comportamento doentio e comportamento tipo-depressivo pela
administracdo de LPS e tratamento com zinco e/ou paracetamol. Foram avaliados também os niveis de ansiedade, de
corticosterona, de interferon (IFN)-gama, de proteina glial fibrilar acida (GFAP) e de tirosina hidroxilase (TH).
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Tabela 1 — Grupos experimentais e seus respectivos tratamentos (solugBes administradas), divididos por dias e periodos (intervalos de
administracdo). Ratos foram tratados por trés dias consecutivos com zinco e/ou paracetamol, ou salina. Nos dois primeiros dias
de tratamento, receberam também LPS ou salina 1 hora apds o zinco e/ou paracetamol, ou salina. Foram avaliados nove grupos
(n = 8-10 ratos por grupo, exceto para o grupo etanol, com n =5).

Grupo dial dia 2 dia 3

Oh 1h Oh 1h
SAL+SAL (grupo controle) salina salina salina salina salina
SAL+LPS salina LPS salina LPS salina
Zn+SAL zinco salina zinco salina zinco
Zn+LPS zinco LPS zinco LPS zinco
PAR+SAL paracetamol salina paracetamol salina paracetamol
PAR+LPS paracetamol LPS paracetamol LPS paracetamol
Zn+PAR+SAL zinco e paracetamol  salina zinco e paracetamol salina zinco e paracetamol
Zn+PAR+LPS zinco e paracetamol  LPS zinco e paracetamol LPS zinco e paracetamol
ET+SAL etanol 5% salina etanol 5% salina etanol 5%
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3.3 Avaliacdo do comportamento doentio pela atividade geral em campo aberto e

peso corporal

No aspecto experimental, a avaliagdo da atividade geral em campo aberto e
do peso corporal dos individuos doentes sédo testes muito utilizados para a avaliagdo
do comportamento doentio em roedores (YIRMIYA, 1996; SWIERGIEL; DUNN,
2007). A atividade geral em campo aberto e o peso corporal (g) foram avaliados uma
hora apés cada administracdo de LPS ou salina correspondente e 24 horas apoés a
dltima administragdo de LPS ou salina correspondente. Portanto, cada animal foi
avaliado quando a atividade geral em campo aberto por trés vezes, nos dias 1,2 e 3
de experimento (Figura 2). Para a analise do peso corporal, além dessas trés
avaliacbes (2h, 24 e 48h), os ratos foram previamente pesados antes dos
tratamentos, sendo considerados como avaliagdo a Oh. Essa pesagem foi importante
para calcular a diferenca de peso progressiva dos animais ao longo dos dias, isto &,
calculando o valor dos pesos em cada dia subtraido do valor do tempo Oh, de modo
a desconsiderar variacdes prévias de peso antes dos tratamentos.

A atividade geral em campo aberto avalia principalmente parametros motores
e exploratorios (PATTI et al.,, 2005). A arena de campo aberto consistiu em uma
arena redonda (96 cm de diametro em madeira, 29 cm altura da parede em metal,
tinta acrilica impermeavel, cinza claro), subdividida em 25 partes. Os animais foram
individual e gentilmente colocados no centro da arena e foram avaliados em sessfes
de 5 minutos. Os parametros avaliados foram: frequéncia de locomocé&o (nimero de
unidades do chao adentradas com todas as patas), frequéncia de levantar (nUmero
de vezes que o animal apresenta postura de permanecer apoiado nas patas
posteriores, com o tronco perpendicular ao chdo, podendo ou ndo tocar com as
patas anteriores as paredes do campo aberto), e tempo em segundos de
imobilidade. A sala teste contendo a arena possuia iluminacéo fraca e era isolada do
experimentador durante a realizagcdo do teste. Uma filmadora colocada acima da
arena foi utilizada e os videos foram analisados posteriormente. O aparato foi limpo
com solucdo etanol/agua 5% antes de colocar cada animal na arena, para eliminar
possiveis tracos de odor deixados pelos outros animais que poderiam interferir no

comportamento.
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3.4 Avaliacéo dos niveis de ansiedade pelo teste claro-escuro

Apos a ultima avaliacdo no teste do campo aberto (no dia 3 de experimento),
os animais foram conduzidos para o teste claro-escuro. Esse modelo é baseado na
aversdo inata de roedores a locais claros/iluminados, gerando o conflito entre o
impulso por explorar o ambiente novo, e em evitar o compartimento iluminado
(CRAWLEY; GOODWIN, 1980; CAMPOS et al., 2013). O aparato consistiu em uma
caixa de acrilico (80 cm de comprimento, 40 cm de largura, 30 cm de altura)
contendo dois compartimentos (separados por uma porta de 13 cm de largura por 8
cm de altura): um compartimento escuro, com paredes e piso pretos (34 cm de
comprimento); outro compartimento claro, com paredes e piso brancos (44 cm de
comprimento) e diretamente iluminado com lampada fluorescente branca (15W,
4100K). Cada rato foi inserido no centro do compartimento claro, orientando sua
cabeca para a parede oposta da porta do compartimento, podendo explorar
livremente o aparato em sessdo de 5 minutos. Os parametros avaliados foram:
laténcia (em segundos) para entrar no lado escuro; tempo total de permanéncia (em
segundos) no lado escuro; tempo total de permanéncia (em segundos) no lado claro;
frequéncia de levantar no lado escuro; frequéncia de levantar no lado claro; e
frequéncia de levantar total (somatéria dos lados escuro e claro). A sala teste, que
era uma sala pequena e com luz de baixa intensidade, era isolada do
experimentador. Essa sala continha uma filmadora disposta acima da arena, que foi
utilizada para coletar os videos que foram analisados posteriormente. O aparato foi
limpo com solugédo éalcool/dgua 5% antes de colocar cada animal na arena, para
eliminar possiveis tracos de odor deixados pelos outros animais que poderiam

interferir no comportamento.

3.5 Avaliagcéo do comportamento tipo-depressivo pelo teste do nado forgado

No ultimo dia dos experimentos, imediatamente apds o teste do claro-escuro,
0os animais foram avaliados quanto ao comportamento tipo-depressivo e eventual
efeito antidepressivo no teste do nado forcado (CRYAN; MARKOU; LUCKI, 2002;
O'CONNOR et al., 2009; BAY-RICHTER et al., 2011). Esse teste € a ferramenta

mais utilizada para avaliar atividade antidepressiva pré-clinica. Ele se baseia no fato
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da &gua ser aversiva para 0s ratos, gerando comportamento de tentativa de
escapada. Porém, ap6s movimentos de natacdo e escalada, os ratos tendem a
desenvolver postura imovel. Essa postura imovel representa falha no
comportamento de persisténcia de escalada, sendo que quanto mais o animal ficar
imovel, ndo tentando escapar, representa maior comportamento tipo-depressivo
(CRYAN; MARKOU; LUCKI, 2002).

O aparato consiste em um cilindro acrilico transparente (46 cm de altura, 20
cm de diametro) contendo 30 cm de agua a 23°C + 1°C. Cada animal foi individual e
gentilmente inserido no aparato, e la mantido por 7 minutos. Foi avaliada a laténcia
(em segundos) para a primeira imobilidade. Além disso, o tempo total de imobilidade
(em segundos) foi avaliado ao longo de toda a sessdo de 7 minutos filmada.
Imobilidade foi considerada pela auséncia de comportamentos ativos, isto €, quando
o animal ndo esteve nadando ou escalando, e permaneceu passivamente flutuando,
ou realizando apenas movimentos minimos necessarios para manter as narinas
acima da agua. Por fim, foi avaliado o tempo total de escalada (em segundos) ao
longo de toda a sessao. A sala teste, que era uma sala pequena e com luz de baixa
intensidade, era isolada do experimentador. Essa sala continha uma filmadora
disposta em frente da arena, que foi utilizada para coletar os videos, os quais foram
analisados posteriormente. A 4gua do cilindro era trocada entre a avaliacdo de cada
animal, realizando a limpeza das paredes e remocdo de qualquer dejeto deixado
pelo animal anterior, para eliminar possiveis tracos de odor que poderiam interferir
no comportamento. As imagens da camera eram transmitidas ao vivo para a sala do
lado, onde os experimentadores monitoravam se algum rato iniciasse afogamento,
para propiciar pronto resgate. Entretanto, nenhum animal se afogou ou precisou ser

removido das analises.

3.6 Corticosterona e IFN-gama

Imediatamente apds a avaliagcdo no nado forgado, os ratos foram decapitados,
e 0 sangue do tronco foi coletado em tubos conicos que continham 10% de &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). As amostras foram centrifugadas (3.500 RPMs,
15 min) e o plasma foi obtido. Amostras de plasma de cada animal foram aliquotadas

e estocadas em diferentes tubos cbnicos para andlises separadas dos niveis de
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corticosterona e IFN-gama, usando kits comerciais de ensaio de imunoabsorgao
enzimatica (ELISA) em duplicata, de acordo com as instru¢des contidas nos manuais
dos fabricantes. Os niveis de corticosterona foram determinados com o kit Arbor
Assays (cat. no. KO014-H, Ann Arbor, USA). Os niveis de IFN-gama foram
determinados com o kit da R&D Systems (Rat IFN-gamma Quantikine ELISA Kit,
R&D Systems, SRIF00). Os resultados estdo expressos em ng/mL.

3.7 GFAP e TH

Os encéfalos dos mesmos ratos onde o sangue foi coletado, também foram
coletados e imediatamente e fixados em solucao de formol a 10% em tampéao fosfato
por pelo menos 48 horas para desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em parafina.
Cortes transversais de 5 um foram obtidos, montados em laminas histolégicas e
corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina (H-E), sendo observados e
fotografados em fotomicroscopio Nikon E200. Cortes histologicos de blocos
selecionados foram colhidos em laminas tratadas com silano (Sigma) a 4% em
acetona, objetivando uma melhor aderéncia dos mesmos. Tais cortes foram
desparafinados em xilol e hidratados em série decrescente de etanol absoluto,
etanol a 95%, a 80%, a 70% e a 50% e, a sequir, fervidos durante 15 minutos em
forno de micro-ondas convencional (poténcia maxima), imersos em tampao citrato
0,01 M (&cido citrico 0,01 M e citrato de sédio 0,01 M, 1:3, pH 6,0). Depois de
resfriados durante 20 minutos, a peroxidase enddgena foi bloqueada incubando-se
as laminas por 30 minutos em metanol contendo 10% de peréxido de hidrogénio 30
volumes.

Para a marcacao imuno-histoquimica da GFAP e TH, o método utilizado foi o
da avidina-biotina, sendo cada procedimento intercalado por lavagem das laminas
em solugdo salina tamponada com fosfato. Os cortes foram incubados durante 16
horas a 4°° em camara Umida, com o anticorpo monoclonal primario anti-GFAP
(Rabbit anti-cow GFA, code number ZO334, Dako) e anticorpo monoclonal anti-TH
(prediluted mouse anti-tyrosine hydroxylase, catalog number IHCR1005-6, Chemicon
IHC Select Research), ambos padronizados na diluicdo 1:1000, a qual, por prévia
titulacdo, foi considerada a mais adequada. Para tal diluicdo foi utilizada solugéo

contendo soro-albumina bovina a 5% em agua destilada (1,25 mL), azida sddica a
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5% em agua destilada (2,5 mL) e solu¢éo salina tamponada (59 ml). Posteriormente,
foi realizada a incubacédo dos cortes por 30 minutos com o anticorpo secundario anti-
imunoglobulinas de coelho (Universal LSABTM 2 Kit / HRP, Rb / Mo, KO609-1, Dako)
na diluicdo 1:400 e, ap0s, a aplicacdo por 30 minutos do conjugado estreptavidina-
biotina-peroxidase, diluido em solucdo salina tamponada com fosfato (Universal
LSABTM 2 Kit / HRP, Rb / Mo, Dako). A imunorreatividade foi visualizada pela
aplicacdo sobre os cortes de diaminobenzidina (DAB, Sigma) a 0,1% como
cromogeno e peroxido de hidrogénio a 0,5%. Os cortes foram contracorados com
hematoxilina, desidratados, diafanizados e montados com resina sintética sob
laminula. Todas as reacdes foram acompanhadas por laminas controle negativo,
submetidas a todas as etapas do procedimento, porém suprimindo-se a aplicacdo do
anticorpo primario.

As areas encefalicas escolhidas para este estudo foram o cértex pré-frontal, o
estriado e o nucleo accumbens, por suas relacdes com a depressdo e com a
neuroinflamacédo (DANTZER et al., 2008; BAY-RICHTER et al., 2011). Foi analisada
a resposta astrocitaria mediante estudo da expressdo de GFAP. Além disso, foi
avaliada a expressao de TH, a primeira enzima na via de biossintese de dopamina
(BAKER et al., 2003).

Dez fotomicrografias do cortex pré-frontal e do estriado (caudado e putamen)
e quatro fotomicrografias do nucleo accumbens foram feitas usando objetiva de 40x
do microscépio Nikon E200. A area de astrécitos e de seus processos e de
neurdnios positivos para TH, marcados em marrom, foram automaticamente
calculadas, em pixels, respectivamente por meio dos softwares Image pro plus 6® e
Methamorph®, calibrado com os filtros de cores digitais regulando os bits vermelho,
verde e azul. Apenas as células positivas foram incluidas e o fundo foi excluido da
medida. Os resultados obtidos para os distintos grupos foram analisados

estatisticamente para possiveis diferencas.

3.8 Andlise estatistica (forma de analise dos resultados)

Foi verificado a homocedasticidade e normalidade dos dados (teste de
Bartlet). Para os dados paramétricos com andlises de oito ou nove grupos foi

utiizada a analise de variancia ANOVA de uma via, seguida do pOs-teste de
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comparagdes multiplas de Newman-Keuls. Nos casos de avaliagbes em dias
consecutivos, a ANOVA de duas vias foi utilizada, seguida do poés-teste de
comparacdes multiplas de Newman-Keuls. O nivel de significancia de 5% (p < 0,05)
foi considerado suficiente para mostrar diferencas significativas em todos os dados

analisados. Os dados foram expressos como média + erro padréao (EP).
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4 RESULTADOS

O LPS induziu o comportamento doentio e 0 comportamento tipo-depressivo,
assim como elevou os niveis de IFN-gama e a expressdo de GFAP nos ratos. O
zinco preveniu tanto os prejuizos comportamentais quanto os bioquimicos. Embora o
tratamento com paracetamol e a associagcdo zinco+paracetamol tenham revelado
aparente efeito benéfico na melhora de alguns parametros, ndo se pode afirmar este
ser um efeito robusto. A ansiedade, corticosterona e TH parecem nado estarem
relacionadas as demais alteragBes comportamentais e neuroimunes.

Este volume de Dissertacdo de Mestrado apresenta somente o resumo dos
principais resultados obtidos com este estudo. Para maiores detalhes, consultar a
publicacdo em artigo cientifico, ou contatar o orientador deste estudo via e-mail:
Prof. Dr. Thiago B. Kirsten, thik@outlook.com
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5 DISCUSSAO

Este volume de Dissertacdo de Mestrado apresenta somente as conclusdes
do trabalho, sem sua discussdo. Para maiores detalhes, consultar a publicagdo em
artigo cientifico, ou contatar o orientador deste estudo via e-mail: Prof. Dr. Thiago B.

Kirsten, thik@outlook.com

28


mailto:thik@outlook.com

6 CONSIDERACOES FINAIS

Concluindo, a administracdo de LPS induziu o comportamento doentio e o
comportamento tipo-depressivo, assim como elevou os niveis de IFN-gama e a
expressdo de GFAP (inflamacéo periférica e central) nos ratos. O zinco preveniu
tanto o comportamento doentio quanto o comportamento tipo-depressivo, e a
elevacdo de IFN-gama e de GFAP. Embora o tratamento com paracetamol e a
associacao zinco+paracetamol tenham revelado aparente efeito benéfico na melhora
de alguns parametros comportamentais e bioguimicos, ndo se pode afirmar este ser
um efeito robusto.

Os niveis de ansiedade e de corticosterona ndo foram afetados por nenhum
dos tratamentos (LPS, zinco e paracetamol). A expressdo de TH também nao
pareceu estar relacionada as alterac6es comportamentais e nheuroimunes.

Assim, pode-se destacar o efeito benéfico do sulfato de zinco no tratamento
do comportamento doentio e tipo-depressivo, sem o auxilio de antidepressivos.
Nossos resultados sugerem o uso do zinco em estudos clinicos, no caso, como
tratamento de pacientes deprimidos.

Além disso, os achados relativos ao IFN-gama e GFAP revelaram sua relacao
com a génese do comportamento doentio e da depresséo e que os tratamentos que
tenham a capacidade de interferir com os niveis de IFN-gama e a expressado de

GFAP podem auxiliar na melhora dos sintomas desses transtornos.
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CERTIFICADO

CERTIFICAMOS, gue o protocolo n® 316/15 CEUA/UNIP, sobre o projeto de
pesquisa intitulado “"Efeitos do zinco e do paracetamol no comportamento doentio
e no comportamento tipo-depressivo de ratos induzido por lipopolissacarideo" faz

parte do projeto “Efeitos do zinco e do paracetamol no comportamento tipo-

depressivo de ratos induzido por lipopolissacarideo"”, “Espécie utilizada: - ” Rato
“Numero de animais utilizados: 81 machos- ” sob a responsabilidade de “ THIAGO
BERTI KIRSTEN, RENAN MONTEIRO e DANILO CABRAL ", esta de acordo
com os Principios Eticos, seguindo as diretrizes e normas regulamentadoras de
pesquisa envolvendo animais, conforme a Lei Federal n°® 11.794/08 que institui o
Cddigo de Protegao aos Animais do Estado de Sao Paulo e foi aprovado por este
Comité de Etica em Pesquisa.

Universidade Paulista, em S0 Paulo-SP, aos 15 dias do més de abril de 2015.
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