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RESUMO

O transtorno depressivo maior (TDM) é um transtorno heterogéneo e
multifatorial, envolvendo muitos sistemas fisiolégicos. Estudos tém
demonstrado que o estresse crdnico, considerado o principal fator de
risco ambiental para o TDM, pode promover a desregulacdo do sistema
imune levando a um aumento do perfil inflamatério em pacientes com
TDM e em modelo animais de depressdo. Neste sentido, 0 objetivo desta
tese foi avaliar o envolvimento do inflamassoma NLRP3 e do
imunorreceptor CD300f no TDM, duas proteinas expressas na microglia
e envolvidas na exacerbacéo e controle da inflamacéo, respectivamente.
Nossos resultados mostram que o estresse cronico imprevisivel (ECI)
aplicado em camundongos Swiss fémeas por 21 dias induziu um
comportamento depressivo e prejuizo de memoria. Além disso, o ECI
levou a um aumento nos niveis de noradrenalina, diminuicdo nos niveis
de dopamina e aumento nos niveis de IL-1p no cértex pré-frontal. O
tratamento com glibenclamida (5 mg/kg, v.0.) utilizada como um
inibidor do NLRP3, foi capaz de prevenir as alteracbes comportamentais
induzidas pelo ECI, além de prevenir a diminuicdo de dopamina e o
aumento de IL-B no cortex pré-frontal. Além disso, a glibenclamida per
se aumentou os niveis de noradrenalina no cortex pré-frontal. Para
adicionar um valor translacional aos nossos achados, n6s demonstramos
gue um polimorfismo de troca Gnica no gene NLRP3 (rs10754558, C/G)
nao esta diretamente associado ao diagnostico de TDM em um estudo
transversal de base populacional avaliando 615 individuos controles e
485 individuos com TDM. Contudo, o genotipo GG foi associado a
niveis séricos maiores de IL-1p em individuos com o genétipo GG e
com o diagndstico de TDM (avaliando uma subamostra de 161
individuos). A fim de avaliar o papel dos imunorreceptores CD300f no
TDM, usamos camundongos C57BL/6J com deplecdo genética dos
imunorreceptores CD300f (CD300f-/-). As analises comportamentais
demonstraram que os animais fémeas CD300f-/- com 5 meses de idade
apresentam um comportamento depressivo e aneddnico que é observado
também aos 18 meses de idade. As fémeas CD300f-/- com 5 meses de
idade apresentaram alteracdes na expressdao génica das citocinas IL-6,
ILIRN e IL-10 no cérebro indicando um estado neuroinflamatdrio
moderado e, também apresentaram uma diminuicdo nos niveis
hipocampais de noradrenalina. O tratamento agudo com bupropiona (10
mg/kg, i.p.), um inibidor da recaptacdo de noradrenalina/dopamina
melhorou o comportamento anedénico nas fémeas CD300f-/-. Por outro
lado, o tratamento agudo com lipopolissacarideo (LPS, 2 mg/kg i.p.) em



camundongos fémeas CD300f-/- exacerbou o comportamento aneddnico
guando comparado as fémeas selvagens que também receberam LPS.
Em humanos, o alelo T do polimorfismo de troca Unica (rs2034310 C/T)
no gene dos imunorreceptores CD300f foi associado a protegdo contra o
TDM especialmente em mulheres em um estudo transversal de base
populacional que incluiu 625 controles e 485 individuos com TDM. Ao
todo, nossos dados em animais ampliam os mecanismos que associam 0
complexo inflamassoma NLRP3 e o TDM, sugerindo um possivel
envolvimento da neurotransmissdo noradrenérgica e dopaminérgica e,
pela primeira vez, caracterizam o potencial dos imunorreceptores
CD300f na regulagdo do humor e dos processos heddnicos. Nossos
resultados em humanos reforgam a ideia de que 0 TDM é uma condigéo
heterogénea na qual a identificacdo de potenciais marcadores genéticos
associados & inflamacdo e respostas neuroimunes podem ser (teis ndo
apenas como biomarcadores de diagnoéstico, mas também como novos
alvos para uma intervencdo farmacoldgica em grupos especificos de
pacientes.

Palavras-chave: Depressdo. Anedonia. Inflamacdo. Inflamassoma
NLRP3. Imunorreceptores CD300f. Monoaminas.



ABSTRACT

Major depressive disorder (MDD) is a multifactorial heterogeneous
disorder involving many physiological systems. Studies have shown that
chronic stress, considered the main environmental risk factor for MDD,
may promote the dysregulation of the immune system leading to an
increase in the inflammatory profile in patients with MDD and in animal
models of depression. In this sense, the aim of this thesis was to evaluate
the involvement of NLRP3 and CD300f immunoreceptors in MDD, two
proteins expressed in microglia and involved in exacerbation and control
of inflammation, respectively. Our results show that chronic
unpredictable stress (CUS) applied in female Swiss mice for 21 days
induced a depressive behavior and memory impairment. In addition,
CUS led to an increase in noradrenaline levels, a decrease in dopamine
levels, and an increase in IL-1B levels in the prefrontal cortex.
Treatment with glibenclamide (5 mg/kg, p.o.) used as an inhibitor of
NLRP3 was able to prevent behavioral changes induced by CUS in
addition to preventing the decrease of dopamine and the increase of I1L-f3
in the prefrontal cortex. In addition, glibenclamide per se increased
noradrenaline levels in prefrontal cortex. To add a translational value to
our findings, we demonstrated that a single nucleotide polymorphism in
the NLRP3 gene (rs10754558, C/G) was not directly associated with
MDD diagnosis in a cross-sectional population-based study evaluating
615 control subjects and 485 individuals with MDD. However, the GG
genotype was associated with higher serum levels of IL-1f in
individuals with the GG genotype and with the diagnosis of MDD (in a
subsample of 161 individuals). In order to investigate the role of
CD300f immunoreceptors in MDD, we used C57BL/6J mice with
genetic depletion of the CD300f (CD300f-/-) immunoreceptors.
Behavioral analysis showed that 5 months old female CD300f-/- mice
presented depressive and anhedonic behavior that is also observed at 18
months of age. The 5-month-old CD300f-/- females presented
alterations in the gene expression of IL-6, ILIRN and IL-10 cytokines in
the brain indicating a moderate neuroinflammatory status and presented
decreased hippocampal noradrenaline levels. Acute treatment with
bupropion (10 mg/kg, i.p.), a noradrenaline/dopamine reuptake inhibitor
improved the anhedonic behavior in CD300f-/- females. On the other
hand, acute treatment with lipopolysaccharide (LPS, 2 mg/kg i.p.) in
female CD300f -/- mice exacerbated anhedonic-like behavior when
compared to wild-type females who also received LPS. In humans, the T
allele from the single nucleotide polymorphism on CD300f



immunoreceptors (rs2034310 C/T) was associated with protection
against MDD especially in women in a cross-sectional population-based
study that included 625 controls and 485 subjects with MDD. Overall,
our studies in rodents amplify the mechanisms that associate the NLRP3
inflammatory complex to MDD, suggesting a possible involvement of
noradrenergic and dopaminergic neurotransmission, and for the first
time characterize the potential of CD300f immunoreceptors in the
regulation of mood and hedonic processes. Our results in humans
reinforce the idea that MDD is a heterogeneous condition in which the
identification of potential genetic markers associated with inflammation
and neuroimmune responses may be useful not only as diagnostic
biomarkers but also as new targets for pharmacological intervention in
specific groups of patients.

Keywords:  Depression.  Anhedonia.  Inflammation.  NLRP3
Inflammasome. CD300f Immunoreceptors. Monoamines.



LISTA DE FIGURAS

INTRODUGAO

Figura 1. Heterogeneidade das alteracGes fisiopatoldgicas
0bservadas N0 TDM........ccoociiiiiinieenese e
Figura 2. Eixo HPA e sistema nervoso autbnomo na
FESPOSLA A0 ESITESSE. ....cveveeeiieteirieiere ettt
Figura 3. Mecanismos de comunicacdo bidirecional das
respostas inflamatorias...........ccocvvvevvereiiic s
Figura 4. Componentes do inflamassoma e dominios
BSLIULUFAIS. ....c.veiveivieteeie et
Figura 5. Sinalizacdo mediada pelo inflamassoma NLRP3...
Figura 6. Representacdo esquemdtica dos imunorreceptores
CD300 em humanos € em roedOreS. .........ccvrevererieererieennen.

RESULTADOS

Capitulo I: Envolvimento do inflamassoma NLRP3 no
Transtorno Depressivo Maior

1. Estudo em roedores: O tratamento com
glibenclamida previne o comportamento depressivo
induzido pelo estresse crénico e induz alteragdes
neuroquimicas e inflamatorias

Figura 1. Delineamento do estudo...................ccoeenvnnn

Figura 2. Efeitos do ECI e do tratamento com
glibenclamida (5 mg/kg, v.0.) por 21 dias no peso corporal,
peso da adrenal e niveis séricos de glicoSe.........ccocevvevriennnnns
Figura 3. Efeitos do ECI e do tratamento com
glibenclamida (5 mg/kg, v.0.) por 21 dias nos
comportamentos associados a depressdo e locomocao
ESPONEANEA. ... e.veevesircteeteee ettt te ettt sae e ens
Figura 4. Efeitos do ECI e do tratamento com
glibenclamida (5 mg/kg, v.0.) por 21 dias no
comportamento associado a ansiedade no teste do labirinto
€M CrUZ €leVadO.......cccevrvreriee e
Figura 5. Efeito do ECI e do tratamento com glibenclamida
(5 mg/kg, v.0.) por 21 dias na memoéria espacial avaliada
no teste de realocacao de Objetos...........coevvrveririeeireine

31

34

41

46
48

54

67

75

7

78

79



Figura 6. Efeito do ECI e do tratamento com glibenclamida
(5 mg/kg, v.0.) por 21 dias nos niveis de caspase-1..............
Figura 7. Efeito do ECI e do tratamento com glibenclamida
(5 mg/kg, v.0.) por 21 dias sobre os niveis de IL-1p.............

2. Estudo em humanos: Efeito do polimorfismo de
troca Unica rs10754558 no gene do inflamassoma
NLRP3, niveis séricos de interleucina-1p e prevaléncia
do Transtorno Depressivo Maior

Figura 1. Niveis periféricos de IL-1p de acordo com o
0enotipo € diagNOSTICO......cvvveiriericrere e

Capitulo 11: Envolvimento do imunorreceptor CD300f
no Transtorno Depressivo Maior

1. Estudo em roedores: A delecdo genética do
imunorreceptor CD3oof induz alteracoes
comportamentais e neuroquimicas associadas ao
Transtorno Depressivo Maior

Figura 1. Efeito da deplecdo genética dos receptores
CD300f na locomocgdo espontanea e habituacao...................

Figura 2. Comportamento depressivo, motivacional e
anedonico em fémeas CD300f-/- de cinco meses de

Figura 3. Avaliacdo dos comportamentos associados a
ansiedade em fémeas CD300f-/- de cinco meses de idade....

Figura 4. Alteragbes comportamentais em machos de cinco
MESES A& TAATE. ......cveiciiiece e
Figura 5. Awvaliacdo de comportamentos associado a
locomogao, depressdo e anedonia em fémeas com 18 meses
08 AR, ... s
Figura 6. Alteracbes nos niveis de neurotransmissores
monoaminérgicos no hipocampo das fémeas CD300f-/-.......

80

83

97

110

111

112

113

115

116



Figura 7. O tratamento agudo com bupropiona melhora o
comportamento aneddnico nas fémeas CD300f-/- com 5
MESES AE TUAUE ...vvvveeeeeei e
Figura 8. Efeito da deplecdo genética dos receptores
CD300f-/- na sinalizagdo mediada pelo inflamassoma
NLRP3 L.t
Figura 9. Sinalizacdo mediada por outras citocinas no
cérebro das fémeas CD300f-/-.........cccevvinenieniine e
Figura 10. O tratamento com LPS exacerba o
comportamento aneddnico nas fémeas CD300f-/- com 5
MESES A 1AL ....ecvvvecieecce e

2. Estudo em humanos: Polimorfismo nos receptores
CD300f e protecdo contra o Transtorno Depressivo
Maior em um estudo transversal de base populacional

Figura 1: Niveis periféricos de IL-1B de acordo com o
[0 T=TaT0] (oo TSRS

CONCLUSAO
Figura 1: Resumo dos resultados obtidos............cc.cecvrvenene.

117

119

120

121

134

139



LISTA DE TABELAS

INTRODUCAO

Tabela 1. Critério diagnoéstico para o transtorno depressivo
maior segundo 0 DSM-5.......cciiiiiie e
Tabela 2. Acdo das citocinas, definidas pela célula-alvo e
SUas fUNGOES PrIMANIAS.......ccvoviereieerie e

RESULTADOS

Capitulo I: Envolvimento do inflamassoma NLRP3 no
Transtorno Depressivo Maior

1. Estudo em roedores: O tratamento com
glibenclamida previne o comportamento depressivo
induzido pelo estresse crénico e induz alteractes
neuroquimicas e inflamatorias

Tabela 1. Protocolo de estresse cronico imprevisivel.........
Tabela 2. Efeito do ECI e do tratamento com
glibenclamida sobre os niveis de neurotransmissores
MONOAMINEIGICOS. ....eveveeereeietesie et seeneeas

2. Estudo em humanos: Efeito do polimorfismo de
troca Unica rs10754558 no gene do inflamassoma
NLRP3, niveis séricos de interleucina-1p e prevaléncia
do Transtorno Depressivo Maior

Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas e clinicas da
amostra de acordo com o diagndstico para o TDM..............
Tabela 2. Distribuicdo genotipica e alélica de acordo com o
diagnadstico para 0 TDM......ccccoveviiveneine e

28

39

68

82

94



Capitulo 11: Envolvimento do imunorreceptor CD300f
no Transtorno Depressivo Maior

1. Estudo em roedores: A delegdo genética do
imunorreceptor CD300f induz alteracdes
comportamentais e neuroquimicas associadas ao
Transtorno Depressivo Maior

2. Estudo em humanos: Polimorfismo nos receptores
CD300f e protecdo contra o Transtorno Depressivo
Maior em um estudo transversal de base populacional

Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas e clinicas da
amostra de acordo com o diagnostico para o TDM..............
Tabela 2. Distribuicdo genotipica e alélica de acordo com o
diagnadstico para 0 TDM......ccocvviviiinenniine e
Tabela 3. Distribuicdo genotipica e alélica de acordo com o
sexo e 0 diagndstico para 0 TDM.......cccccovvveveivvciecinsiesieennns

132

133



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACTH Hormdnio adrenocorticotrépico

AlIM2 Ausente em melanoma-2

ASC Adaptor apoptosis-associated speck-like protein
containing a card

ATP Adenosina trifosfato

AVC Acidente vascular cerebral

AVP Arginina vasopressina

BHE Barreira hemaencefalica

BIR Dominio repetitivo inibidor de baculovirus

BSA Albumina bovina sérica

CARD Dominio de recrutamento de caspase

CD30of Subtipo de receptor pertencente a familia dos
receptores CD300

CRH Horménio liberador de corticotropina

CTRA Resposta transcricional conservada frente a
adversidades

DAMP Padrdo molecular associado ao dano

DM Depressdo Maior

DNA Acido desoxirribonucleico

DO Densidade éptica

DSM-5 Manual diagnéstico e estatistico de doencas
mentais - 52 edi¢do

ECI Estresse cronico imprevisivel

EROs Espécies reativas de oxigénio

G-CSF Fator estimulante de colénia de granuldcitos

GM-GSF Fator estimulante de colbnia de macrofagos e
granulécitos

Grb2 Proteina 2 ligada a receptores para fatores de
crescimento

GWAS Genoma wide scan study

HPA Eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal

IC Intervalo de confianca

IFN Interferon

IL Interleucina

IL-18 Interleucina-18



IL-1B
IL-6
ITIM

LPS
LRR
MCP-1
M-CSF
MyD88

NAIPs
NATCH

NBD
NF-xB
NLR
NLRC4

NLRP1
NLRP2
NLRP3
NOD
NR100
OMS
PAMP
PI3K
PRR

PYD
RC

Interleucina-1p

Interleucina-6

Sequéncias de inibicdo de imunorreceptor
baseada em tirosina

Lipopolissacarideo

Dominio repetido rico em leucina

Proteina quimiotatica de monécitos 1

Fator estimulante de coldnia de macréfagos
Proteina adaptadora de resposta primaria a
diferenciacdo mieldide 88

Proteinas inibidoras da apoptose neuronal
Neuronal apoptosis inhibitory protein (naip),
mhc class ii transcription activator (ciita),
incompatibility locus protein from podospora
anserina (het-e), and telomerase-associated
protein (tpl)

Dominio de ligacdo a nucleotideos

Fator de transcri¢do nuclear kappa B

Receptor semelhante ao nod

Familia de receptores do tipo nod contendo um
dominio de recrutamento de caspases card 4
Familia de receptores do tipo nod contendo o
dominio pirina 1

Familia de receptores dotipo nod contendo o
dominio pirina 2

Familia de receptores do tipo nod contendo o
dominio pirina 3

Dominio de oligomerizacdo e ligacdo de
nucleotideo

Dominio amino-terminal do nlrpl de roedores
com 100 amino&cidos

Organizacdo Mundial da Salde

Padréo molecular associado ao patdgeno
Fosfatidilinositol-3-cinase

Receptor de reconhecimento padréo citosélico
Dominio de pirina

Razdo de Chances



RNAM
RR
SHP-1
SHP-2
SIT
SNC
SNP

SNP
TCA
TDM
TH
THP-1

TLR
TNF
TNF-a
TRIF

TSC
VEGF

YLD
3’ UTR

Acido ribonucleico mensageiro

Risco Relativo

Small heterodimer partner 1

Small heterodimer partner 2

Transportadores de influxo

Sistema Nervoso Central

Polimorfismo de troca Unica — Single nucleotide
polymorphism

Sistema Nervoso Periférico

Teste do campo aberto

Transtorno Depressivo Maior

Transtorno de humor

Linhagem humana de células de leucemia
monocitica aguda

Receptores do tipo toll

Teste do nado for¢ado

Fator de necrose tumoral-o

Toll-interlekin 1 receptor (tir)-domain containing
adapter-inducing interferon g

Teste de suspensdo pela cauda

Fator de crescimento do endotélio vascular
Tirosina

Anos vividos com incapacidade

Three prime untranslated region



1.2
1.3
1.4

1.5

41
4.2
421

422

SUMARIO

INTRODUGAO........ooeeimeeieeenieeeeereeeeeessnseenanes
Transtorno depressivo maior: caracterizacéo,
epidemiologia e comorbidades............cccccveevvvennenn

Estresse e alteracdes fisiopatoldgicas no transtorno
depressivo MaiOr........ccvevereieiereeeeere e
O sistema imunoldgico no transtorno depressivo

O papel do imunorreceptor CD300f na resposta
IMUNOIOGICA. ..o

JUSTIFICATIVA ...

HIPOTESES.....oiiineneeinseiseieseseississssssssenes
Envolvimento do inflamassoma NLRP3 no
transtorno depressivo Maior...........ccoevveeveeeenieneen
Envolvimento dos imunorreceptores CD300f no

OBJIETIVOS......o oot
Objetivo geral..........ccocovvviviieieiieee e
Objetivos eSpecifiCos.......cccevvrerieirieneiseeecene
Envolvimento do inflamassoma NLRP3 no
transtorno depressivo Maior...........cvcvvvvervevereneniens
Envolvimento do imunorreceptor CD300f no
transtorno depressivo Maior...........ccoeeveeveeeenenen

RESULTADOS........cooiiiieiene e

27
32
36
44
52
59
61
61
61
62
62
62

62



11
1.2
1.3
131
1.3.2
1.3.3
1.3.4
1.35
1.4
1.5

1.6
1.7

1.8
1.9

2.1
211
212

2.1.3
2.1.4

Capitulo I: Envolvimento do inflamassoma
NLRP3 no Transtorno Depressivo Maior.......

1. Estudo em roedores: O tratamento com
glibenclamida previne 0o comportamento
depressivo induzido pelo estresse cronico e
induz alteractes neuroquimicas e
inflamatirias...........ccoovevvieicici e

MELOTOS. ...t
Animais, tratamento e delineamento do estudo..

Protocolo experimental de ECI de 21 dias..........

Anélises comportamentais...........cccveerveerereenens
Teste do campo aberto.........ccoceevvevevevieeinieeieas
Teste de suspensdo pela cauda ............ccecvvveneenens
Teste do nado forgado.........cccoeveevenieiieiieen,
Teste do labirinto em cruz elevado......................
Teste de realocacdo de objetos ..........ccceveeveeennee.

Avaliag8o do ciclo estral...........ccoeevveiiiniinnnns
Obtencdo das amostras, peso da adrenal niveis
de glicose N0 SANQUE........c.ccvvveeerererirrirsie e
WeStern BIOt.........cccovvvveiiinieec e
Cromatografia Liquida de alta resolucdo

AnNalises estatistiCas.........coovverereieneiieiseieee
RESUITAdOS. ..o
Alteracdes comportamentais induzidas pelo ECI
e pelo tratamento com glibenclamida..................
AlteracBes de peso corporal, niveis séricos de
glicose e peso da adrenal............ccccoeeveveieninrennn,
Comportamento associado & depressdo e
10COMOGAD. ...
Comportamentos relacionados a ansiedade.........
Meméria espacial........cc.cccceveveiriiinineiesieieeeieas

64

64
66
66
68
68
69
69
69
70
70
71

71
72

72
73
73
74

74
74
75

7
78



2.2
221
222
2.3

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5

11
1.2
121
1.2.2
123
1.2.4

Alterac0es NeuroquUIMICas.........ccoevvvervevseriennnns
Niveis de caspase-1 e pro-caspase-1..........ccco.....
Niveis de monoamingas.........ccoceeeeerereeeserieiennenns
AlteracOes inflamatorias...........c.ccoevereivcinriennen,
DISCUSSED. ......veveeieiisieieiesieiste e

2. Estudo em humanos: Efeito do
polimorfismo de troca Unica rs10754558 no
gene do inflamassoma NLRP3, niveis séricos
de interleucina-1p e prevaléncia do
Transtorno Depressivo Maior ...........cccccevenene
MELOTOS. ...t
Desenho do estudo e selecdo dos participantes...
Coleta de amostra SANQUE........c.cvevereerverereereneens
GeNOtIPAgEM.......ccveveiece e

RESUIATOS. ...ttt
DISCUSSAD. ...veeeeeveiee ittt e s eree s eree e s st s e e e serreee s e

Capitulo 1: Envolvimento do
imunorreceptor CD300f no Transtorno
Depressivo Maior.........ccccovveveivnenesese e

1. Estudo em roedores: A dele¢do genética
do imunorreceptor CD300f induz alteracGes
comportamentais e neuroquimicas associadas
ao Transtorno Depressivo Maior....................

ANIMAIS ..
Analises comportamentais...........cocoeervreerennees
Teste do campo aberto ........cccceevvevevevesnrieeienas
Teste de suspensdo pela cauda ............ccccevvvenenens
Teste do nado forgado.........ccovvevercevnccicnineeen,
Teste de borrifagem de sacarose............cc.cccvenee.n.

79
79
80
82
83

89
91
91
91
92
92
93
93
97

102



1.25
1.3
1.4
1.5
151
15.2
153

1.6
2.1

2.11
2.1.2

2.1.3
2.2

2.3

2.4

24.1
2.5

251
2.5.2
2.5.3

Teste de esconder esferas..........c.ccvvvvevvveivriverennnns
Administracdo de lipopolissacarideo...................
Tratamento farmacol6gico com bupropiona........
Analises moleculares e bioquimicas....................
Expressdo génica por gPCR.........ccccvevvecvvernennne.

Alteragbes comportamentais em fémeas de
cinco meses de idade.........ccocoveviiininie e
Locomocao e habituacdo ao ambiente.................
Comportamento depressivo, motivacional e
ANEAONICO. ....vvcvecieiciece s
Comportamentos relacionados a ansiedade.........
Alteragbes comportamentais em machos adultos
de cinco meses de idade........ccocovevrieneiiniieennn,
Comportamentos associados a depressdo e
anedonia em fémeas de dezoito meses de

Niveis hipocampais de monoaminas...................
Alteracdes inflamatérias nas fémeas CD300f-/-..
Envolvimento da via do inflamassoma NLRP3...
Envolvimento de outras citocinas inflamatdrias..
Efeitos comportamentais da administragdo de
lipopolissacarideo em fémeas CD300f-/-............

DISCUSSAD. ... et ee et e et eeeen e e

110
111

112

114

116
116
118
118
119



1.1
1.2
1.3
1.4
1.5

2. Estudo em humanos: Polimorfismo nos
receptores CD300f e protecdo contra o
Transtorno Depressivo Maior em um estudo

transversal de base populacional...................... 127
L] (0o o3 127
Delineamento do estudo e participantes.............. 127
Coleta de amostra de Sangue..........ccccevvevvrvereenns 128
[C1-] g To ] o= To =] o S 128
ELISA ..o 129
Analises estatistiCas........ccccvvrereivnieieeinsierieeenens 130
RESUIAAODS. .....c.veceiieciece e 130
DiSCUSSAD......ecuvirierieieiie ettt 135
CONCLUSAO.......ocorrieennrineiesessissesessenens 138
PERSPECTIVAS.......ccoot e 141

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS............. 142






27

1. INTRODUCAO

1.1. Transtorno depressivo maior: caracterizagao,
epidemiologia e comorbidades

Os transtornos de humor sao condigfes psiquiatricas duradouras e
recorrentes com alta prevaléncia afetando milhdes de pessoas no mundo
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION et al, 2013; KESSLER
e BROMET, 2013). Do ponto de vista clinico, estes transtornos incluem
sintomas psicoldgicos, comportamentais e fisioldgicos, causam uma
consideravel morbidade psiquiatrica, perda da produtividade, além de
serem fatores de risco independente para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares,  metabdlicas, isquemia  cerebral,  doencas
neurodegenerativas, entre outras (NEMEROFF e OWENS, 2002).

Os transtornos de humor sdo caracterizados principalmente por
perturbacGes no humor e disfungdo nos processos heddnicos, além de
uma série de outros sintomas que podem variar entre os individuos e que
podem ser desenvolvidos sob circunstancias Unicas (KRISHNAN e
NESTLER, 2008). Neste contexto, o Manual Diagndstico e Estatistico
de Transtornos Mentais 5 (DSM-5, do inglés Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders 5) classifica os transtornos de humor de
acordo com a sintomatologia especifica do paciente em: Transtorno
disruptivo da desregulacdo do humor; Transtorno depressivo persistente
(Distimia); Transtorno disférico pré-menstrual; Transtorno depressivo
induzido por substancia/medicamento; Transtorno depressivo devido a
outra condicdo médica; Outro transtorno depressivo especificado;
Transtorno depressivo ndo especificado e o Transtorno Depressivo
maior (TDM), que é o foco deste trabalho (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION et al, 2013).

O TDM, também conhecido como depressdao maior ou apenas
depressdo é um dos subtipos de transtornos de humor mais estudados e
com alta prevaléncia e incidéncia na populagdo. Acredita-se que o0 TDM
afeta 7% da populacéo anualmente e 20% ao longo da vida (KESSLER
e BROMET, 2013). Até o momento, seu diagndstico é realizado atraves
de uma entrevista clinica utilizando os critérios do DSM-5, onde o TDM
¢ caracterizado pela presenca de no minimo 5 sintomas que s&o
relatados pelo individuo dentro de um panorama de 9 possiveis
sintomas, 0s quais devem estar presentes por um periodo minimo de 2
semanas (Tabela 1). Para o diagndstico de TDM, € necessario que dentre
0s 5 sintomas o individuo relate a presenca de humor deprimido na
maior parte do dia e/ou anedonia, caracterizada pela diminuicdo de
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prazer e interesse nas atividades diarias (BENTLY, PAGALILAUAN e
SIMPSON, 2014; AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION, et al,
2013; NEMEROFF, 2007).

Tabela 1. Critério diagndstico para o transtorno depressivo maior segundo
0 DSM-5
Transtorno Depressivo Maior — Critério diagnéstico segundo DSM-5
Humor deprimido
Anedonia
Perda ou ganho significativo de peso
Insdnia ou hipersonia
Agitacdo ou retardo psicomotor
Fadiga ou perda de energia
Sentimentos de inutilidade ou culpa
Capacidade diminuida para pensar, concentrar-se ou decidir

© 00 N o O b~ W N

Pensamentos recorrentes de morte, ideacéo ou tentativa de suicidio
Legenda: Sintomas presentes no TDM de acordo com o DSM-5. TDM:
Transtorno depressivo maior; DSM-5: Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders 5 (Adaptado de AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION et al., 2013).

Em 1990 o TDM foi considerado como um desencadeador de
demais patologias trazendo uma preocupacdo epidemioldgica
consideravel, uma vez que se espera que sintomas depressivos possam
afetar uma grande parte da populacdo até o ano de 2020, contribuindo
fortemente para os Anos Vividos com Incapacidade (YLD, do inglés:
Years Lived with Disability) em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (VOS, et al.,, 2015; MURRAY e LOPEZ, 1996).
Considerando que os episddios depressivos estdo fortemente associados
a morbidades clinicas severas como doencas cardiovasculares
(CHAUVET-GELINIER e BONIN, 2016; MAVRIDES e NEMEROFF,
2015), diabetes mellitus e obesidade (CHEN et al., 2016; ONYIKE et
al., 2003), além de condicGes de dor crénica ou outras condi¢des que
apresentam um perfil inflamatério (PATTEN et al., 2016), pode-se
dimensionar o grau de impacto que o TDM pode causar no individuo, na
sua familia, e na sociedade.

Sabe-se que o impacto econdmico geral causado pelo TDM é
extremamente alto, sendo dividido pelos investigadores em “custos
diretos”, que sdo aqueles gerados para tratar diretamente os sintomas do
TDM e os “custos indiretos”, que avaliam o impacto secundario causado
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na produtividade, morbidade e mortalidade, qualidade de vida, entre
outros fatores (FOSTICK et al., 2010). O TDM atingiu um gasto total de
83 bilhdes de ddlares no ano de 2000 nos Estados Unidos da América
(GREENBERG et al., 2003). No Brasil, os estudos do impacto
econdmico do TDM séo mais escassos, contudo, foi demonstrado que o
TDM gera um gasto médio de quase 6 mil délares por pessoa ao ano, no
que se refere ao desempenho prejudicado no trabalho e reducdo da
produtividade (EVANS-LACKO e KNAPP, 2016). Contudo, ndo é
apenas o tratamento e as consequéncias do TDM que sdo responsaveis
por custos altissimos para a sociedade. A falta de aderéncia ao
tratamento farmacoldgico esta associada a altos gastos econdmicos, uma
vez que um paciente que ndo termina corretamente o tratamento tem um
aumento nas chances de recorréncia dos episddios depressivos (HO et
al., 2016).

Além dos diversos pontos negativos acima citados, o TDM
também esta associado a reducdo na qualidade de vida dos individuos
afetados e ao prejuizo psicossocial, levando ao mau funcionamento e
aderéncia social, prejuizo na comunicacéo social, reducéo da percepcéo
e das redes sociais (KUPFERBERG et al., 2016). O impacto social
negativo para o individuo é igual ou maior do que aquele gerado por
algumas condigdes clinicas crbnicas como a diabetes mellitus e a
osteoartrite (HAYS et al., 1995). Contudo, estudos demonstram que a
qualidade de vida é significativamente recuperada principalmente na
fase aguda do tratamento com farmacos antidepressivos
(PAPAKOSTAS et al., 2004).

O TDM afeta duas vezes mais mulheres do que homens, que
também reportam maior severidade de sintomas (HAY et al, 2018;
SCHUCH et al., 2014; KORNSTEIN et al., 2000). Um estudo de coorte
realizado entre os anos de 1995-2013 na Dinamarca acompanhou
5.103.669 individuos e observou que nesta populagdo as mulheres
apresentaram um risco duas vezes maior de desenvolver o TDM
comparado aos homens. A taxa de mortalidade associada ao TDM foi de
2,32 (IC: 2,30 — 2,35) para homens e 1,93 (IC: 1,92 — 1,95) para
mulheres, e 0 TDM parece reduzir a expectativa de vida em 14,1 anos
em homens e 10,1 anos em mulheres, considerando os individuos que
foram diagnosticados aos 15 anos de idade (LAURSEN et al., 2016).
Contudo, outros fatores bioldgicos e sociais, incluindo o estigma,
caracteristicas diferentes do TDM entre homens e mulheres, e até
mesmo a busca por diagndstico e tratamento, podem influenciar esses
dados de prevaléncia.
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E evidente que o TDM é um problema de sadde global, sendo
necessario um continuo investimento em pesquisas, medidas de
prevencdo e tratamento, pois o tratamento farmacoldgico atual néo é
eficaz para 30 - 50% dos pacientes, apresentando muitos efeitos
colaterais e inicio tardio de acdo (GURURAJAN et al., 2016). Essa
discrepancia na resposta dos pacientes ao tratamento farmacoldgico
provavelmente ocorre porque o TDM é um transtorno heterogéneo e
multifatorial, envolvendo multiplas alteracGes fisiologicas, endocrinas e
celulares, onde cada paciente parece apresentar uma combinacdo de
mecanismos neuropatoldgicos Unicos (DEAN e KESHAVAN, 2017).
Ainda se tém pouca compreensdo sobre os mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos no TDM, sabe-se que esta € uma condicdo multifatorial
caracterizada por alteragcBes em diversos circuitos encefalicos, maltiplos
sistemas de neurotransmissores e vias de sinalizacdo (KRISHNAN e
NESTLER, 2008; NEMEROFF e OWENS, 2002; NESTLER et al.,
2002). Atualmente sabe-se que o TDM esta acompanhado de um
aumento no risco cardiovascular (KAHL, WESTHOFF-BLECK e
KRUGER, 2017; VAN-AGTMAAL et al., 2017), de alteracGes
enddcrinas diversas como nos niveis de cortisol, niveis de leptina e
grelina associados com a sindrome metabodlica e distdrbios de apetite,
além de um risco aumentado para o desenvolvimento de diabetes
mellitus (JOSEPH e GOLDEN, 2017; MARAZZITI et al., 2014),
alteragdes nos horménios sexuais (WANG et al., 2016), alteracfes
gastrointestinais e na microbiota (MAYER et al., 2014), alteracfes
genéticas e epigenéticas variadas (CAPSI e MOFFITT, 2006) e
alteragdes no sistema imunoldgico (IWATA et al., 2013) (Figura 1).

Além das alteracGes fisiopatoldgicas que podem levar ao TDM,
uma vez com o TDM o individuo possui maiores chances de
desenvolver outras patologias agregando, desta forma, comorbidades ao
transtorno (DUMAN et al., 2016). Doencas cardiacas sdo as condi¢Ges
mais observadas em individuos com TDM quando comparados aqueles
gue ndo o tém, com risco relativo (RR) de 1,81 e intervalo de confianca
95% (IC 95%) de (1,53 - 2,15). Ja as doencas neurodegenerativas como
a doenca de Alzheimer [RR: 1,66 (IC 95%: 1,29-2,14)], doencas
metabdlicas como a diabetes mellitus [RR: 1,60 (IC 95%: 1,37-1,88)], a
obesidade [RR: 1,58 (IC 95%: 1,33-1,81)] e até mesmo o cancer [RR:
1,29 (IC 95%: 1,14-1,46)] possuem um riscO um pouco menor, mais
ainda significativo de serem desencadeadas em individuos com TDM
(OTTE et al., 2016; PENNINX et al., 2013). Além disso, em pacientes
com TDM, a presenca de uma, duas ou trés doencas clinicas associadas
aumenta em respectivamente 3,6, 6,4, e 14,9 vezes a chance de tentativa
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de suicidio, sugerindo um agravamento dos sintomas psiquiatricos pela
frequéncia das comorbidades (OH et al., 2018).

Figura 1: Heterogeneidade das alteracfes fisiopatoldgicas observadas no
transtorno depressivo maior

Y 7
Estresse w 9

Sistemas neuroendocrinos, Polimorfismos génicos e
eixo HPA e cortisol alteragdes epigenéticas

Sls(gma ?mfllme m‘at_o:‘ \ ) R , ; Alteragoes
citocinas inflamatonias; = VN Y{< cardiovasculares

monocitos e microglia ( i '( o \
) oL
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' Alteragdes em circuitos encefalicos, alteragdes
comportamentais e sintomas psiquidtricos Alteragdes no sistema GI
Alteragdes hormonais

Comorbidades: obesidade, diabetes mellitus,
doengas cardiovasculares e inflamatorias

Legenda: A diversidade de sistemas envolvidos na patologia do TDM resulta
em diversos determinantes para a heterogeneidade deste transtorno. Por outro
lado, o TDM também leva a uma desregulagdo de muitos sistemas, estando
associado a diversas comorbidades. Comumente se observa alteragdes no eixo
HPA ap6s um evento estressor concomitante com o aumento de cortisol.
Adicionalmente, polimorfismos e alteragcdes epigenéticas, como alteracfes no
padrdo de metilacdo do DNA, podem influenciar a expressdo génica e estar
associados ao risco de desenvolver o TDM. Fatores de risco cardiovascular e
alteragBes cardiacas como nos niveis de VEGF e outros fatores, alteracdes
imunes como o aumento de citocinas pro-inflamatorias e células do sistema
imune, alteracGes no sistema gastrointestinal e na composi¢do da microbiota
também sdo observadas. Além disso, existe uma desregulagdo hormonal nos
niveis de grelina, leptina e hormdnios sexuais, dentre eles a progesterona e a
testosterona. Todas essas alteracfes podem estar associadas ao TDM em
diferentes grupos de pacientes. Gl: Gastrointestinal; TDM: Transtorno
depressivo maior; HPA: Eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal; VEGF: Fator de
crescimento do endotélio vascular (Adaptado de DUMAN et al., 2016).
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1.2. Estresse e alteracBGes fisiopatolégicas no transtorno
depressivo maior

A manutencdo da vida depende criticamente da capacidade do
individuo manter seu milieu interno constante frente as adversidades do
ambiente (BERNARD, 1965; HARRISON, 1951). Contudo, todos estdo
suscetiveis a enfrentar situacdes estressoras ao longo da vida, que sdo as
situacdes que causam estresse. A palavra “estresse”, a qual refere-se
com frequéncia, é definida como um processo de pressdo ambiental
crbnica ou de intensidade superior a capacidade de adaptacdo de um
organismo, exceto em individuos considerados resilientes, e resulta em
uma demanda psicolégica e em desafios biol6gicos que podem
desencadear patologias (COHEN, KESSLER e GORDON, 1995).
Existem trés perspectivas sobre a definicdo de estresse, a saber (1)
estresse ambiental: envolve as situacBes ou experiéncias ambientais
relacionadas as demandas adaptativas substanciais; (2) estresse
psicolégico: diz respeito as avaliagcbes pessoais subjetivas de suas
habilidades em lidar com certas situacGes e experiéncias; e por fim o (3)
estresse biolégico: o qual enfatiza as funcdes dos sistemas fisiolégicos
de um organismo que sdo reguladas por condigdes psicoldgicas e fisicas
(SALLEH, 2008).

Estudos epidemioldgicos relacionam eventos estressantes
durante a vida como o principal fator ambiental envolvido na
fisiopatologia do TDM (PLIEGER et al., 2015; MONROE, SLAVICH e
GEORGIADES, 2009; STROUD, DAVILA e MOYER, 2008;
HAMMEN, 2005). Aproximadamente 50-80% dos pacientes com TDM
reportam a ocorréncia de um evento estressor agudo ou crénico em sua
vida antes de um episédio do transtorno (MONROE, SLAVICH e
GEORGIADES, 2009). Uma classe de eventos estressores altamente
associada ao desencadeamento de episddios de depressdo incluem
eventos como o término de uma relacdo, uma perda financeira
significativa, problemas graves de salde, o término de um emprego, ou
a rejeigdo e exclusdo social (SLAVICH e IRIWN, 2014). Além disso,
estudos epidemioldgicos que tém como foco 0s eventos estressores na
infancia relacionados ao TDM na vida adulta mostram que situacdes
como o abuso sexual, negligéncia psicoldgica, exposicdo a violéncia
domeéstica e separacdo da crianga em relagdo aos pais estéo relacionados
a um maior risco, severidade e cronicidade do TDM (LI, D'ARCY e
MENG, 2016). Um estudo de coorte de 14.062 mulheres gravidas com
parto estimado entre 1° de abril de 1991 e 31 de dezembro de 1992
mostrou que o0 numero de eventos estressores de vida estava associado a
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sintomas depressivos e ao diagndstico de TDM na idade de 17 e 18 anos
nos filhos, evidenciando que o impacto do estresse pode ocorrer de
forma indireta na vida do individuo, ndo sendo ele o aceptor primario do
evento estressor (KINGSBURY et al., 2016).

Em resposta aos eventos estressores, 0 organismo inicia respostas
adaptativas que sdo constituidas por mudancas de curto prazo no sistema
nervoso, cardiovascular, endocrino e imunoldgico (SELYE, 1956). Uma
das principais respostas do organismo ao estresse é desencadeada pela
ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e do sistema
nervoso autbnomo. O eixo HPA constitui um dos principais sistemas
enddcrinos que mantém a homeostase quando o organismo é desafiado
ou estressado, sendo a resposta ao estresse mais importante do ponto de
vista enddcrino (JURUENA, 2014). A ativagdo do eixo HPA pode
ocorrer tanto em situaces de estresse agudo (SCHNEIDERMAN,
IRONSON e SIEGEL, 2005) quanto estresse cronico (CORYELL,
2006). Como pode ser orbservado na Figura 2, de forma geral, a
ativacdo do eixo HPA por um fator estressante interno ou externo leva a
liberagdo do hormonio liberador de corticotropina (CRH, do inglés
Corticotropin- Releasing Hormone) pelos neurbnios dos nucleos
paraventriculares do hipotdlamo. O CRH ¢é secretado na circulagdo
venosa porta e atinge a pituitaria, ligando-se a receptores especificos e
estimulando a liberacdo do hormdnio adrenocorticotrépico (ACTH, do
inglés Adrenocorticotropic Hormone) pelas células da pituitaria
anterior. O ACTH atinge a circulagdo sanguinea e atua nas glandulas
adrenais levando a liberacdo de glicocorticoides pelo cortex adrenal,
sendo o cortisol o principal glicocorticoide liberado pela espécie
humana, enguanto a corticosterona é o principal glicocorticoide em
outros animais, como os roedores (SMITH e VALE, 2006; JURUENA,
CLEARE e PARIANTE, 2004; YOUNG, KWAK e KOTTAK, 1995).
Em um contexto fisiol6gico, ap6s exercerem diversas agcbes em Varios
tecidos, como o controle do metabolismo e dos processos inflamatérios,
a ligacdo dos glicocorticoides em receptores localizados no hipotalamo,
pituitaria e no hipocampo exerce um mecanismo de inibi¢éo retrograda
diminuindo a ativacdo do eixo HPA quando o estressor ou ameaga se
extingue, regulando tanto a dura¢do quanto a magnitude do estresse na
intencdo de reestabelecer a homeostase (WALKER e SPENCER, 2018).
Sob condicfes basais, o controle da secrecdo de glicocorticoides é
realizada através dos receptores mineralocorticoides, enquanto sob
situacBes estressantes e altas concentragcBes de cortisol, a inibicdo
retrograda é realizada pela ativacdo dos receptores de glicocorticoide no
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hipocampo, hipotdlamo e na glandula pituitaria (JURUENA, 2014;
ULRICH-LAI e HERMAN, 2009).

Além disso, a ativagdo do sistema nervoso autbnomo gera uma
resposta imediata a exposicdo ao estressor através do sistema nervoso
simpético, levando a liberacdo de adrenalina e noradrenalina pelas
células da medula da glandula adrenal. A ativacdo simpética provoca
alteragBes répidas no organismo como um aumento na taxa de
batimentos cardiacos e forca da contracdo, vasoconstricdo periférica e
mobilizacdo das reservas energéticas, além disso, 0 sistema nervoso
simpéatico também projeta nervos para a glandula adrenal regulando a
secrecdo de glicocorticoides (ULRICH-LAI e HERMAN, 2009) e para a
medula dssea, onde controla a diferenciacdo de células precursoras
hematopoiéticas e a redistribuicdo e trafego de células imunes para a
corrente sanguinea (WOHLEB et al., 2016; WOHLEB et al., 2013).

Figura 2: Eixo HPA e sistema nervoso autdnomo na resposta ao estresse
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Legenda: O sistema simpatico-adrenomedular e o eixo HPA sdo os sistemas
primarios na manutencdo e reestabelecimento da homeostase em resposta ao
estresse. A exposi¢do ao estressor resulta na ativagdo dos neurdnios simpaticos
pré-ganglionares (mostrados em azul) na coluna intermediolateral (T1-L2) que
projetam neurbnios para 0s ganglios pré ou paravertebrais que por sua vez
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projetam para os 6rgdos e células na medula adrenal. Essa ativagdo simpética
representa a classica resposta de “luta ou fuga” e resulta no aumento da
liberacdo de adrenalina e noradrenalina levando a um aumento na taxa de
batimentos e forca da contragdo cardiovascular, vasoconstricdo periférica e
mobilizacdo de energia. JA 0 sistema nervoso parassimpatico (em vermelho)
projeta seus nervos para nucleos localizados proximos ou no proprio érgao
destino e levam geralmente a agdes opostas ao sistema nervoso simpatico. Em
relacdo ao eixo HPA, quando em resposta a um estressor, 0s neurbnios do
nlcleo paraventricular do hipotdlamo secretam horménios como o CRH,
arginina e AVP na circulagdo porta da eminéncia mediana. Esses hormdnios
atingem a pituitaria onde se ligam e levam a secrecdo do horménio ACTH que
age no cortex adrenal e leva a liberagdo de cortisol/corticosterona. Ademais, a
adrenal também é inervada pelo sistema nervoso simpético, o qual também
regula a secrecdo de glicocorticoides. HPA: Hipotalamo-pituitaria-adrenal;
CRH: Horménio liberador de corticotropina; AVP: Arginina vasopressina,;
ACTH: Hormobnio adrenocorticotropico (Adaptado de ULRICH-LAI e
HERMAN, 2009).

Contudo, quando uma ameaga ou estressor é persistente ocorre a
hiperativacdo do eixo HPA levando a liberacdo excessiva de
glicocorticoides e falhas nos mecanismos de inibigao retrograda. Apesar
de indispensaveis para a resposta do organismo ao estresse, 0 excesso de
glicocorticoides associado a falha dos mecanismos que controlam sua
sintese e liberagdo, pode resultar em um aumento da neurotoxicidade
através de modificagbes no metabolismo celular, excitotoxicidade,
inflamagdo e dano oxidativo (SATO et al., 2010; MADRIGAL et al.,
2006).

Diferentes modelos animais de depressao induzida por estresse
demonstram alteragbes no eixo HPA. Em um estudo com separacéo
materna, a prole apresentou aumento nos niveis plasmaticos de
corticosterona (DANIELS et al., 2009) e o mesmo efeito foi observado
em animais submetidos ao isolamento social, que também apresentaram
uma reducdo na quantidade de receptores glicocorticoides no hipocampo
(LIU et al., 2013). Adicionalmente, no modelo de estresse cronico
imprevisivel (ECI) também se observou aumento dos niveis plasméaticos
de corticosterona, CRH e ACTH acompanhados por um aumento no
perfil inflamatério plasmatico (LIU et al., 2013; LI et al., 2008). Com
relacdo aos estudos clinicos, evidéncias na literatura mostram que
pacientes com TDM apresentam elevacdes nos niveis de cortisol (ZORN
et al., 2017; COWEN, 2002) e que estes niveis podem estar associados
com um aumento na expressao dos transportadores de serotonina, o0 que
explicaria a diminuicdo deste neurotransmissor na fenda sinaptica
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(TAFET et al., 2001). Ainda, a hiperativacdo do eixo HPA é evidente
em pacientes com TDM, demonstrando um aumento nos niveis de CRH
e ACTH (VARGHESE ¢ BROWN, 2001). Um aumento nos niveis de
cortisol foi evidenciado mesmo durante a remissdo de sintomas em
mulheres com TDM quando comparado aos individuos controle
(HOLSEN et al., 2013). Contudo, apesar de uma grande parte dos
pacientes com TDM apresentarem aumento nos niveis de cortisol,
estudos de metandlise realizados mostram que esses achados variam
significativamente em relacdo ao tamanho do efeito encontrado entre
estudos individuais (LAMERS et al., 2013; JURUENA e CLEARE,
2007).

1.3. O sistema imunolégico no transtorno depressivo maior

As respostas imunoldgicas sdo respostas defensivas basicas de
todos o0s seres vivos, com a intencdo de manter a homeostase, a
integridade celular e a sobrevivéncia do hospedeiro (BUCHMANN,
2014). Historicamente o sistema imune €é dividido em dois grandes
bragos. O sistema imunoldgico inato é a primeira linha de defesa do
organismo que atua de maneira mais genérica, sendo observado em
vertebrados e é o sistema imunolégico Unico nos invertebrados. O
sistema imunoldgico inato age uma vez identificada a presenca de um
padrdo molecular associado ao patdgeno (PAMP, do inglés Pathogen
associated molecular pattern) ou ao dano (DAMP, do inglés Danger
associated molecular pattern), desencadeando a ativagdo de células de
defesa que reconhecem esses padrdes e induzem sinalizagBes e cascatas
enzimaticas no intuito de eliminar o invasor e/ou reparar 0 dano
(BOEHM e SWANN, 2014). Fazem parte deste sistema os macréfagos,
neutréfilos, células dendriticas, natural killer, basofilos e eosindfilos e o
sistema complemento (MURPHY/, 2014).

Por outro lado, quando o sistema imunolégico inato ndo é capaz
de eliminar o dano ou patégeno, outro sistema imunolégico é
requisitado, o adaptativo. O sistema imunol6gico adaptativo tem como
principal funcdo atribuida a grande especificidade em reconhecer o
patégeno e a capacidade de formagao de memoria em diversos tipos de
linfocitos. Quando a resposta imunoldgica adaptativa é requisitada, além
da atuacdo da resposta inata que ja estd em andamento para a elimingdo
do patégeno ou dano, entram em agdo os linfocitos T e B, as células
apresentadoras de antigenos e os anticorpos (MURPHY/, 2014).

Ao sistema nervoso central (SNC) era concedido o errdneo
conceito de ser um local privilegiado e ndo ativo imunologicamente, de



37

forma a ser isolado da periferia do organismo pela barreira
hematoencefalica (BHE) e ndo possuir vasos linfaticos (LOUVEAU,
HARRIS e KIPNIS, 2015; CARSON et al., 2006). Contudo, avancos
cientificos ao longo dos anos vém trazendo cada vez mais evidéncias de
gue o SNC ¢é altamente ativo, possuindo respostas complexas que séo
majoritariamente  baseadas em respostas imunoldgicas inatas
(LAMPRON, ELALI e RIVEST, 2013). As ceélulas da microglia
apresentam capacidade fagocitica e sdo consideradas a primeira linha de
defesa no SNC (YIRMIYA, RIMMERMAN e RESHEF, 2015).
Contudo, sabe-se que existe uma comunicacado efetiva entre as respostas
imunologicas periféricas e centrais (KAUFMANN et al., 2017). Em
2015, LOUVEAU e colaboradores demonstraram a existéncia de vasos
linfaticos no SNC, localizados sob os sinos durais e conectados aos
linfonodos cervicais. Estes vasos expressam todos os marcadores
moleculares das células endoteliais linfaticas, sendo capazes de conduzir
fluido, mediadores inflamatorios e células imunes (LOUVEAU et al.,
2015). Devido a pequena meia-vida das células mieloides no sangue e
em tecidos inflamados, a medula 6ssea precisa constantemente suprir a
demanda dessas células para influenciar a atividade inflamatéria
sistémica e local. Recentemente, HERISSON e colaboradores (2018)
demonstraram que em modelos de isquemia e inflamacdo cerebral
aguda, a medula 6ssea do cranio contribui significativamente para a
producdo de neutrdfilos quando comparada a medula 6ssea da tibia.
Porém, o mais interessante desta descoberta é que as células miel6ides
migram através do cérebro inflamado por canais microscopicos que
atravessam o cOrtex interno do cranio e conectam diretamente a
cavidade da medula dssea do cranio com a dura-méter, contribuindo
desta forma para as respostas inflamatoérias (HERISSON et al., 2018).
Entre os principais mediadores extracelulares envolvidos na
resposta imunoldgica podemos destacar as citocinas, as quimiocinas, 0s
fatores de crescimento, os eicosandides, as proteinas do sistema
complemento e alguns peptideos (MURPHY, 2014). Destes, as citocinas
sdo moléculas mediadoras que participam da resposta imunoldgica
cronica e aguda via conexdes de sinalizagdo (TURNER et al., 2014). Na
periferia, as citocinas sdo liberadas por diversas células do sistema
imunoldgico, mas também por células endoteliais e agem sob diferentes
alvos, os quais estdo resumidamente expostos na Tabela 2. As citocinas
também podem ser classificadas quanto a sua resposta imunologica, por
exemplo: (1) as citocinas que atuam na imunidade adaptativa e incluem
ligantes das seguintes familias de receptores: Familia de receptores de
cadeia comum y [IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21], Familia de
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receptores de cadeia comum f - CD131 [IL-3, IL-5 e o Fator
estimulador de colbnias de granuldcitos], Familia de receptores de
cadeia IL-2f compartilhada [IL-2 e IL-15] e Familia de receptores
compartilhados [IL-13 (complexo IL-13R-IL-4R)]; (2) as citocinas que
atuam na sinalizagdo prd-inflamatéria e incluem ligantes das seguintes
familias de receptores: Familia de receptores IL-1 [IL-1a, IL-1p, IL-1ra,
IL-18, IL-33, IL-360, IL-36B, IL-36y, IL-RA, IL-37 e IL-1Hy2],
Familia de receptores IL-6 [IL-6, IL-11, IL-31, Fator neurotrdfico ciliar,
Cardiotrofina-1, Fator inibidor de leucemia, Osteopontina e Oncostatina
M], Familia de receptores TNF-« [Fator de necrose tumoral-o, Fator de
necrose tumoral-B, BAFF ¢ APRIL], Familia de receptores IL-17 [IL-
17A-F e IL-25 (IL-17E)], Familia de receptores de interferon tipo |
[Interferon-o, Interferon-p, Interferon- ®, Interferon-k e Limitina],
Familia de receptores de interferon tipo Il [Interferon-y], Familia de
receptores de interferon tipo Ill [Interferon-A1 (IL-29), Interferon-A2
(IL-28A) e Interferon-A3 (IL-28B)]; (3) as citocinas que atuam na
sinalizacdo anti-inflamatdria e incluem ligantes das seguintes familias de
receptores: Familia de receptores IL-12 [IL-12, IL-23, IL-27 e IL-35] e
Familia de receptores IL-10 [IL-10, IL-19, IL-20, 1L22, IL-24, IL-26,
IL-28 e IL-29] (TURNER et al., 2014).

No SNC, as citocinas funcionam como neuromoduladores que
atuam regulando o neurodesenvolvimento, a transmissdo sinaptica e a
neuroinflamac&o. Além disso, essas moléculas também sdo cruciais para
a funcdo imunoldgica central, atuando na vigilancia, na facilitacdo do
trafego de leucocitos para o parénquima encefalico e no recrutamento de
outros fatores inflamatdrios (TAKESHITA e RANSOHOFF, 2012). Sob
determinados estimulos tanto as células imunoldgicas quanto as prdprias
células do SNC produzem citocinas. As células da microglia, os
astrocitos, os oligodendrdcitos, as células mielinizantes do SNC e as
células de Schwann no sistema nervoso periférico (SNP), as células
endoteliais da microvasculatura cerebral e até mesmo os neur6nios séo
capazes de produzir e secretar essas moléculas neuromoduladoras que
vao atuar de maneira pardcrina e autocrina através da ligagdo a
receptores especificos (RAMESH, MACLEAN e PHILIPP, 2013).
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Tabela 2. Agdo das citocinas, definidas pela célula-alvo e suas funcdes

primarias

Fungdes das citocinas. Agdo das citocinas, definidas pela célula-alvo e suas funcdes primarias

Citocina

IL-2
IL-3

IL-4

IL-5

IL-8
IL-9
IL-10
IL-11
IL-12
TNF-a

TNF-p

IFN-o
IFN-B
INF-y

G-CSF
GM-CSF

M-CSF

Eritropoetina

TGF-p

Principal fonte

Macrofagos, células Be T,
células dendriticas

Células T
Células T, células Natural
Killer
Células T helper

Células T helper

Células T helper,
macrégafos, fibroblastos
Células estromais da medula
0Ossea, células epiteliais
Macréfagos
Células T
Células T

Células estromais da medula
Ossea

Células T

Macréfagos
Monécitos, células T

Leucdcitos
Fibroblastos
Células T

Fibroblastos, endotélio
Células T, macréfagos,
fibroblastos
Fibroblastos, endotélio

Endotélio

CélulasBe T

Célula-alvo
Interleucinas

Células B e T, células Natural Killer

Células B e T ativadas, células Natural killer

Células-tronco

Células B e T, macréfagos

Eosindfilos, células B

Células B ativadas, células plasmaticas

Células-tronco

Neutrofilos
Células T

Células B, macréfagos

Células B

Células Natural Killer
Fatores de necrose tumoral
Macréfagos

Fagdcitos, células tumorais

Interferons
Vérios
Vérios

Vérios

Fatores estimuladores de colonia
Células-tronco e medula 6ssea
Células-tronco

Células-tronco
Células-tronco
Outros

Células T e B ativadas

Principal fungéo

Pirogénica, pré-inflamatéria, proliferacdo e
differenciagdo, proliferagao de células da
medula 6ssea
Proliferacdo e ativacdo
Proliferagéo e diferenciacéo de células
precursoras hematopoiéticas
Proliferacdo de células B e T citotoxicas,
aumenta a expressao de MHC de classe 11,
estimula produgéo de 19G e IgE
Proliferacdo e maturagéo, estimula a
producéo de IgA e IgM
Diferenciagdo em células plasméticas,
produgéo de 19G

Fatores de crescimento de células Be T

Quimiotaxia, pré-inflamatéria
Crescimento e proliferacio
Inibicdo da producéo de citocinas e da
fungao de células mononucleares, anti-
inflamatéria
Diferenciagéo, induz proteinas de fase
aguda

Ativacéo de células Natural Killer

Citotoxicidade tumoral, caquexia
Quimiotaxia, fagocitose, oncostética, induz
outras citocinas

Anti-tumoral
Anti-tumoral, anti-proliferativo
Anti-tumoral, ativacao de macréfago,
aumenta funcéo de neutréfilos e
monécitos, induz a expressdo de MHC de
classe | e Il nas células

Produgéo de granulécitos
Producéo de granuldcitos, eosinéfilos e
monécitos
Producéo e ativagdo de mondcitos

Produgéo de células sanguineas

Inibicao da proliferagdo de célulasBe T,
inibicéo da hematopoiese, promocéo da
cicatrizacdo de feridas

Legenda: FuncgOes e agbes das citocinas. IL: Interleucina; TNF: Fator de
necrose tumoral; IFN: Interferon; G-CSF: Fator estimulante de col6nia de
granulécitos; GM-GSF: Fator estimulante de colénia de macrdfagos e
granuldcitos; M-CSF: Fator estimulante de coldnia de macrofagos (Adaptado
de TURNER et al., 2014).
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A comunicagdo bidirecional entre o sistema imunoldgico e o
SNC pode ocorrer por diversos mecanismos, 0S quais estdo
resumidamente ilustrados na Figura 3 (KAUFMANN, et al.,, 2017;
MILLER, MALETIC e RAISON, 2009). Através da sinalizacdo
humoral, as citocinas periféricas podem ter acesso ao SNC por
transportadores de influxo (SIT, do inglés saturable influx transporter)
ou pelo sistema de transporte axonal retrdgrado, entrando neste através
dos 6rgdos circunventriculares ou pela BHE permeével ou rompida.
Adicionalmente, as células endoteliais perivasculares ou os macrdfagos
circulantes podem secretar citocinas que podem adentrar o SNC por
difusdio (WOHLEB et al.,, 2013; DANTZER et al.,, 2008). Na
sinalizacdo neural, PAMPs e citocinas podem ativar 0s neurbnios
aferentes, como 0 nervo vago, pois eles expressam receptores para
citocinas e receptores do tipo toll (TLR). Uma vez ativados, 0s nervos
aferentes levam os sinais periféricos do sistema imunol6gico para o
SNC, onde geram uma resposta em diversas areas que regulam o humor.

Um reflexo central-imune ativa os nervos autondmicos que
liberam dopamina, acetilcolina e noradrenalina que podem controlar a
diferenciacdo e atividade das células imunoldgicas periféricas. Projecoes
do sistema nervoso simpatico para a medula 6ssea sdo estimuladas pelo
estresse e controlam a diferenciacdo e redistribuicdo de células
precursoras hematopoiéticas e de células imunes para o sangue
(WOHLEB et al., 2016; WOHLEB et al., 2013). Na sinalizacdo
celular, mondcitos periféricos ativados podem cruzar ou se infiltrar pela
BHE gerando uma resposta no SNC (KAUFMANN et al., 2017;
WOHLERB et al., 2013). Outrossim, a recente descoberta da presenca de
vasos linfaticos no SNC e de pequenos canais microscopicos no cranio
gue conectam a medula dssea com a dura-mater deve elucidar grande
parte desta comunicacdo bidirecional (HERISSON et al., 2018;
LOUVEAU et al., 2015).
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Figura 3: Mecanismos de comunicacdo bidirecional das respostas
inflamatdrias
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Legenda: A comunicacdo bidirecional entre o sistema imunolégico e 0 SNC
pode ocorrer por diversos mecanismos: (1,2) Via humoral: A ativacdo de células
imunes periféricas por DAMPS ou PAMPS leva a produgdo de moléculas
inflamatorias que séo secretadas pelas células e acessam o SNC (3) Via neural:
PAMPS e citocinas periféricas ativam nervos primarios aferentes levando a uma
resposta no SNC ou um reflexo neuroimune regula a liberagdo de
neurotransmissores e ativacao e diferenciagdo de células imunes (4) Via celular:
mondcitos periféricos ativados atravessam a BHE. Todos esses mecanismos
levam a um aumento na neuroinflamagdo. SNC: Sistema nervoso central;
PAMPS: Padrdes moleculares associados ao patégeno; BHE Barreira
hematoencefalica; IL-18: Inteleucina-18; IL-18: Interleucina-18; SIT:
Transportadores de influxo, OCV: Orgdos circunventriculares (Adaptado de
KAUFMANN et al., 2017).

Desta maneira o sistema imunoldgico periférico é capaz de gerar
ou exacerbar uma resposta no SNC. Contudo, esta é uma via de mao-
dupla, e de maneira contraria, uma resposta primariamente gerada no
SNC pode levar a alteragdes periféricas (IWATA et al., 2013). Sabe-se
gue o estresse psicoldgico evoca uma resposta imunolédgica na auséncia
de dano tecidual ou patégenos, essa resposta € conhecida como
inflamac&o estéril e pode ser muito danosa para a saude fisica e mental
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(FLESHNER, FRANK e MAIER, 2016). Porém, o impacto do estresse
na resposta imunolégica e seu envolvimento na etiologia do TDM ainda
precisa ser melhor elucidado.

Na resposta ao estresse e no TDM existe uma exacerbacdo das
respostas do sistema imunoldgico tanto inato quanto adaptativo. SMITH
(1991) postulou a “teoria macrofagica da depressdo”, a qual traz a
hipotese de que a depressdo estd acompanhada de uma secre¢do
exacerbada de citocinas pelos macréfagos, o que levaria ao surgimento
dos sintomas. Esta teoria também explica a associagdo entre 0 TDM e
outras doencas que possuem um perfil inflamatério (SMITH, 1991). De
fato, esta hipotese tem sido confirmada em diversos modelos pré-
clinicos de estresse cronico, onde foi demonstrada uma exacerbacéo
evidente da producdo e liberagdo de células mieldides, como os
monacitos e granulécitos, sendo que este perfil associado ao estresse
torna os mondcitos periféricos circulantes mais inflamat6rios
(WHOLERB et al., 2014). Além disso, alteragdes nos niveis de citocinas
pré-inflamatorias e anti-inflamatorias sdo frequentemente encontradas
em pacientes com TDM (SYED et al.,, 2018; CHEN et al., 2017,
PANDEY, 2017; GAZAL et al., 2015; MOTA et al., 2013). A
exposicdo a um estresse agudo também é capaz de induzir um aumento
precoce e mobilizacdo de células imunoldgicas como neutréfilos, células
T helper (Th), células T citotdxicas e linfécitos B na corrente sanguinea
(DHABHAR et al, 2012), demonstrando vigorosamente o
envolvimento do sistema imunolégico em transtornos psiquiatricos
como o TDM.

Interessantemente, se pensarmos em situagoes de estresse que nos
remetem & evolugdo e aos desafios enfrentados pela espécie humana ao
longo do tempo como as ameacas fisicas histéricas, por exemplo ao
fugir de um predador, um sistema fisiologico de alto desempenho deve
ser ativado para nos preparar para tal ameaca (SCHNEIDERMAN,
IRONSON e SIEGEL, 2005). Atualmente, situacdes ameagadoras como
as que a espécie humana enfrentou no passado ja ndo sdo mais tdo
comuns. Por outro lado, estamos constantemente sujeitos a eventos
estressores da modernidade, que sdo as ameagas sociais
contemporaneas. Ambas desencadeiam um mecanismo fisioldgico
levando a ativagdo de uma resposta transcricional conservada frente a
adversidades (CTRA, do inglés Conserved Transcriptional Response to
Adversities), caracterizada por aumentar a expressdo de genes pro-
inflamatdrios e diminuir a expressdo de genes envolvidos na resposta
antiviral inata de interferon tipo |, sendo que esta resposta leva a um
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risco elevado do individuo desenvolver doencas inflamatorias ou
adquirir infecgdes virais (FREDRICKSON et al., 2015).

A resposta CTRA tem uma contribuicdo do sistema nervoso
simpético, que permite ao SNC comunicar-se com 0 sistema
imunoldgico periférico através da liberagdo de noradrenalina, que age
nos receptores [-adrenérgicos ativando e guiando as células
imunoldgicas para um fenétipo pro-inflamatério (POWELL et al.,
2013). Por outro lado, a resposta CTRA também leva a hiperativacéo do
eixo HPA. Inicialmente os glicocorticoides atuam na supressdo da
transcricio de genes pro-inflamatorios, contudo, em situacGes
exacerbadas ou crénicas de estresse uma dindmica diferente é observada
e encontra-se um perfil pré-inflamatério ao invés de anti-inflamatério
(SLAVICH e IRWIN, 2014; IWATA et al., 2013). De fato, o fenémeno
de exacerbacdo da resposta inflamatdria ocorre quando as células
imunoldgicas se tornam menos sensiveis e resistentes aos efeitos dos
glicocorticoides (COHEN et al., 2012; BARNES e ADCOCK, 2009;
CHROUSOS et al., 1996). Estudos realizados demonstraram que as
citocinas pré-inflamatérias diminuem a expressdo do receptor de
glicocorticoide nas células imunolégicas, bloqueiam a sua translocacéo
para o nucleo e desfazem a ligagdo do receptor de glicocorticoide com o
DNA através de interagBes proteina-proteina diminuindo assim sua
funcdo anti-inflamatéria (PACE e MILLER, 2009). Além disso, o
excesso de glicocorticoides foi demonstrado ser capaz de realizar uma
sensibilizagdo do inflamassoma NLRP3 (familia de receptores do tipo
NOD contendo o dominio pirina 3, um complexo sinalizador capaz de
induzir a maturacdo de citocinas pro-inflamatérias), que com um
estimulo subsequente pode potencializar a resposta inflamatoria central
e periférica (FRANK, WATKINS e MAIER, 2015; FRANK et al.,
2014; BUSILLO, AZZAM e CIDLOWSKI, 2011). Desta forma, o
excesso de glicocorticoides juntamente com um aumento na producéo
de citocinas pro-inflamatérias potencializa a inflamacdo e esta
intimamente associado a alteracfes comportamentais e neuroquimicas
observadas no TDM. Além do aumento de cortisol em pacientes com
TDM ou corticosterona em modelos animais de depressdo, se observa
claramente um aumento de moléculas pré-inflamatorias como
interleucina-1p (IL-1p), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-o.
(TNF-a)) e um aumento na ativagdo microglial e infiltracdo de mondcitos
no encéfalo. Também é claramente observado um aumento de IL-1f, IL-
6, TNF-a, proteina C reativa, trdfego de mondcitos e granuldcitos no
sangue durante o TDM (WHOLEB et al., 2016; IWATA et al., 2013;
MILLER, MALETIC e RAISON, 2009).
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1.4. O inflamassoma NLRP3 no transtorno depressivo maior

O inflamassoma é um complexo proteico soltvel localizado no
citoplasma das células que tem como funcdo a ativacdo de caspases,
especialmente a caspase-1, que por sua vez, pode clivar e ativar as
formas precursoras das interleucinas IL-1p e interleucina-18 (IL-18) em
suas formas ativas, induzindo ou potencializando a resposta inflamatéria
(GURUNG, LUKENS e KANNEGANTI, 2014; WALSH, MURUVE e
POWER, 2014; HALLE et al., 2008). O complexo inflamassoma esta
presente em diversos tipos celulares, incluindo células do sistema imune
periférico e células do SNC como nos neurbnios e microglia
(ALCOCER-GOMEZ et al., 2014; LAMKANFI e DIXIT, 2014; PAN et
al., 2014). Em geral, os complexos inflamassomas possuem trés
componentes principais: um receptor de reconhecimento padréo
citosolico (PRR, do inglés Pattern Recognition Receptor); uma enzima
caspase-1; e uma proteina adaptadora ASC (Adaptor apoptosis-
associated speck-like protein Containing a CARD) com papel de
facilitar a interagdo entre o PRR e a caspase-1 (WALSH, MURUVE e
POWER, 2014).

Existem diversos tipos de inflamassomas centrados em diferentes
membros da familia de receptores semelhantes ao NOD (NLRs, do
inglés Nucleotide-binding Oligomerization Domain — Like Receptors)
como PRR, sendo que até o momento 22 genes em humanos para 0S
NLRs foram identificados, contudo, apenas alguns destes formam
complexos oligoméricos que resultam na ativacdo de caspases (ABAIS
et al., 2014). Os NLRs possuem trés dominios: um dominio repetido
rico em leucina (LRR, do inglés Leucine Rich Repeat) carboxi-terminal;
um dominio de nucleotideo central denominado NATCH; e na porcédo
amino-terminal, um dominio de interagdo varidvel que poderd ser um
dominio de pirina (PYD, do inglés Pyrin domain), um dominio de
recrutamento de caspase (CARD, do inglés Caspase activation and
recruitment domain) ou um dominio repetitivo inibidor de baculovirus
(BIR, do inglés Baculovirus apoptosis inhibitory repeat) (KIGERL et
al., 2014; LAMKANFI e DIXIT, 2014; WALSH, MURUVE e POWER,
2014) (Figura 4). Em relagdo aos NLRs com dominios PYD, o
inflamassoma NLRP3 é o mais bem estudado e amplamente implicado
na ativacdo da caspase-1 (WALSH, MURUVE e POWER, 2014). O
NLRP3 interage com a proteina adaptadora ASC através do dominio
PYD presente tanto no NLR como na ASC. Por outro lado, a caspase-1
interage com a proteina adaptadora ASC através do dominio CARD,
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presente em ambas, e assim forma-se um complexo multiproteico. No
SNC grande atencdo tem se dado ao inflamassoma NLRP1 que foi
evidenciado em neur6nios, Ausente em melanoma-2 (AIM2, do inglés
Absent in melanoma-2) que embora néo seja um NLR est4 presente em
neurdnios e é capaz de formar um complexo inflamassoma e reconhecer
dupla-fita de DNA, NLRC4 demonstrado em microglia e macréfagos
sendo capaz de detectar patdgenos derivados de bactérias, NLRP2
evidenciado em astrocitos e o proprio NLRP3 presente em microglia
(KAUFMANN et al., 2017; DE RIVERO VACCARI, DIETRICH e
KEANE, 2014; WALSH, MURUVE e POWER, 2014; MINKIEWICZ,
RIVERO VACCARI e KEANE, 2013).
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Figura 4: Componentes do inflamassoma e dominios estruturais
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Legenda: A formagdo dos complexos multiproteicos é determinada por
diversos componentes. Nos NLRs, o componente sensor é formado pela regido
LRR. A oligomerizacdo dos NLRs é mediada pelo dominio de ligacdo a
nucleotideos (NBD). O dominio de pirina (PYD) medeia interaces proteina-
proteina entre o sensor do inflamassoma e a proteina adaptadora ASC, a qual
também contém um dominio de PYD. A por¢do CARD da ASC medeia
interagdes proteina-proteina com a porcdo CARD da pro-caspase-1. O NLRC4 e
0 NLRP1 podem interagir diretamente com a pro-caspase-1 através dos seus
dominios CARD. Os inflamassomas NLRP1A-C estéo presentes em roedores e
em vez de um dominio de PYD como no NLRP1 possuem um dominio NR100.
Os NAIPs sdo uma subfamilia dos NLRs e contém um dominio BIR. No
inflamassoma AIM2 o dominio de ligagdo de DNA (HIN-200) é o componente
sensor e 0 dominio de PYD medeia a interagdo com a ASC. NLRs: Receptores
do tipo NOD; LRR: Dominio carboxi-terminal rico em leucina; NBD: Dominio
de ligagdo a nucleotideos; ASC: Adaptor apoptosis-associated Speck-like
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protein Containing a CARD; CARD: Dominio de recrutamento de caspase;
NR100: Dominio amino-terminal do NLRP1 de roedores com 100 amino&cidos;
NAIPs: Proteinas inibidoras da apoptose neuronal; BIR: dominio repetitivo
inibidor de baculovirus (Adaptado de: WALSH, MURUVE e POWER, 2014).

Durante uma resposta desencadeada por um dano tecidual ou por
patégenos, a inflamagdo é induzida quando hd o reconhecimento de
PAMPs, que consistem em moléculas conservadas derivadas de
patégenos, ou DAMPs, que sdo moléculas préprias e enddgenas
liberadas em resposta a um sinal de estresse, dano ou morte celular
(WALKER et al., 2014; LAMKANFI e DIXIT, 2012). A ativacdo do
complexo NLRP3 ocorre por uma grande variedade de estimulos, e em
geral requer dois sinais (Figura 5) (GURUNG, LUKENS e
KANNEGANTI, 2014). O primeiro sinal ocorre via TLR que também é
considerado um PRR. A familia dos TLRs esta presente na membrana
plasmatica e endossomal, podendo assim, detectar PAMPs e DAMPs
presentes no espaco extracelular (LAMKANFI e DIXIT, 2012). Este
sinal via TLRs, com exce¢cdo do TLR-3, induz uma sinalizagdo
intracelular que leva ao recrutamento da proteina adaptadora MyD88
(do inglés, Myeloid Differentiation primary response 88) que recruta e
ativa outros fatores levando, por fim, a ativagdo do fator de transcricdo
nuclear kappa B (NF-xB, do inglés Nuclear Factor Kappa B) e a
transcricdo dos genes que codificam as interleucinas IL-1B e IL-18, além
do proprio inflamassoma NLRP3 (CHOI e RYTER, 2014; KIGERL et
al., 2014; TSUCHIYA e HARA, 2014; HANAMSAGAR, HANKE e
KIELIAN, 2012; BAUERNFEIND et al., 2009). Entdo, um segundo
sinal é necessario para que os NLRs formem um oligbmero definido,
capaz de recrutar a proteina adaptadora ASC, que com seu dominio
CARD ira recrutar uma prd-caspase-1, que sera ativada por auto-
protedlise formando a caspase-1, e essa unido de proteinas forma uma
particula sinalizadora, o inflamassoma (LECHTENBERG, MACE e
RIEDL, 2014; SINGHAL et al., 2014; PROELL et al., 2013). Uma vez
gue o inflamassoma estd montado e a caspase-1 esta ativada, ha a
converso das pro-formas de IL-1p e IL-18 nas formas ativas
(SINGHAL et al.,, 2014), iniciando desta maneira, uma resposta
inflamatoria.
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Figura 5: Sinalizacdo mediada pelo inflamassoma NLRP3
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Legenda: A ativacdo do inflamassoma depende de dois sinais. Primeiramente
ocorre 0 reconhecimento de DAMPs ou PAMPs pelos receptores TLRs,
comumente pelo TLR-4, o qual induz uma sinalizagdo intracelular nas células
microgliais levando a ativacdo e translocagdo do fator de transcricdo NF-xB
para o nlcleo onde ele estimula a transcrigdo dos genes das formas imaturas de
IL-1P e IL-18 e os préprios componentes do inflamassoma. Um segundo sinal,
que podem ser DAMPs, EROs ou outros estimulos ndo conhecidos, séo
necessarios para induzir a oligomerizagdo dos NLRs seguido pelo recrutamento
da proteina adaptadora ASC e o recrutamento e ativagdo da pré-caspase-1 em
caspase-1 madura. Uma vez que a caspase-1 € ativada (ndo mostrado), o
inflamassoma NLRP3 pode processar as pro-formas de IL-1B e IL-18 em
interleucinas maduras que sdo liberadas e podem atuar como mediadores pré-
inflamatérios. DAMPs: Padrfes moleculares associados ao dano; PAMPs:
Padrdes moleculares associados a patégenos; TLRs: Receptors do tipo Toll;
NFkB: Fator nuclear kappa B, IL-1§: Interleucina-1p; IL-18: Interleucina-18,
EROs: Espécies reativas de oxigénio (Adaptado de KAUFMANN et al., 2017).

Os sinais que levam a unido dos componentes do inflamassoma
NLRP3 ainda sdo pouco elucidados. PAMPs como virus, parasitas e
bactérias, além de diversos DAMPs foram indicados como ativadores do
inflamassoma, assim como o efluxo de K* causado pela ativagdo dos
receptores de adenosina trifosfato (ATP) do subtipo P2X7
(MARIATHASAN et al., 2006), cristais de silica (HORNUNG et al.,
2008), de ureia (MARTINON et al., 2006) e o peptideo B-amiloide
(HALLE et al, 2008). Além disso, a sinalizacdo mediada por espécies
reativas de oxigénio (EROs) e o excesso de glicocorticoides também



49

parecem estar envolvidos na ativagdo do inflamassoma NLRP3
(FRANK, WATKINS e MAIER, 2015; ALFONSO-LOECHES et al.,
2014; FRANK et al., 2014; GURUNG, LUKENS e KANNEGANTI,
2014; HARIJITH, EBENEZER e NATARAJAN, 2014; BUSILLO,
AZZAM e CIDLOWSKI, 2011). Contudo, ainda ndo estd claro se
apenas uma via de sinalizagdo pode ativar o inflamassoma NLRP3 ou se
multiplas vias de sinalizacdo cooperam para sua ativacdo (TSUCHIYA e
HARA, 2014). A grande diversidade de estimulos que pode levar a
ativacdo do inflamassoma NLRP3 sugere um importante papel como
sensor de dano celular e estresse, eventos envolvidos em uma série de
patologias incluindo o TDM (WALSH, MURUVE e POWER, 2014;
IWATA et al., 2013).

Estudos clinicos e pré-clinicos mostram que o TDM esta
acompanhado por um deshalango no perfil inflamatorio, caracterizado
em geral, por um aumento de citocinas pré-inflamatérias e diminuicdo
de citocinas anti-inflamatérias (MOTA et al., 2013; HAYLEY, 2011;
DOWLATI et al., 2010; HENRY et al., 2009). Em especial, a IL-1p tem
sido alvo de diversas investigacdes ao longo dos anos e é indicada como
um passo importante na resposta pré-inflamatoria na patologia do TDM
(IWATA et al, 2013). Niveis aumentados de IL-1p ja foram
identificados no soro de pacientes com TDM (MOTA et al., 2013;
DOWLATI et al., 2010; HOWREN et al., 2009). Além disso, KOO e
DUMAN (2008) mostraram que o bloqueio de IL-1B inibe os
comportamentos depressivos induzidos por um modelo de ECI em
camundongos (KOO e DUMAN, 2008). A IL-18, outra citocina pro-
inflamatdria, apresentou niveis aumentados no soro de pacientes com
TDM quando comparados aos individuos controles e em modelos
animais de depressdo (SYED et al., 2018; YANG et al., 2010; KROES
et al., 2006; KOKAI et al., 2002).

Os receptores TLRs estdo presentes tanto perifericamente quanto
no SNC, sendo expressos pela microglia e diversos TLRs ja foram
reportados em neurdnios (KIGERL et al., 2014). Dentre os TLRs, o
receptor TLR-4 é essencial para o0 reconhecimento de
lipopolissacarideos (LPS), além de reconhecer uma variedade de
condicbes estressantes, moléculas danosas e morte por necrose
(TAKEDA, KAISHO e AKIRA, 2003). A presenca e sinalizagdo por
estes receptores na patologia do TDM tem sido evidenciada (LIU,
BUISMAN-PIJLMAN e HUTCHINSON, 2014). O aumento na
expressao do TLR-4 foi observado no cérebro de ratos submetidos a um
modelo de depressdo induzida por estresse cronico (GARATE et al.,
2011) e em um modelo de estresse agudo, onde o tratamento com
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inibidor de TLR-4 (TAK-242) preveniu os efeitos do estresse
(GARATE et al., 2014). Além disso, pacientes com TDM apresentaram
expressao elevada de TLR-4 nas células mononucleares, efeito revertido
pela psicoterapia (KERI et al., 2014).

Estudos recentes apontam para o envolvimento do inflamassoma
NLRP3 na patologia do TDM, visto que, as citocinas inflamatorias
controladas pelo inflamassoma estdo aumentadas neste transtorno
(SYED et al., 2018; SINGHAL et al., 2014; ALCOCER-GOMEZ ¢
CORDERO, 2014; IWATA et al., 2013). O aumento da expressdo do
inflamassoma NLRP3 e dos componentes da via do NF-xB foram
observados no cortex de ratos expostos ao estresse cronico,
principalmente na microglia, efeitos que foram revertidos pelo
tratamento com fluoxetina (PAN et al., 2014). Ainda, ZHANG e
colaboradores (2014), mostraram que a administracdo de LPS causou
um comportamento depressivo associado a um aumento na expressao do
inflamassoma NLRP3 e de IL-1p, efeitos revertidos pelo inibidor de
caspase-1 (Ac-YVAD-CMK). No mesmo contexto, o uso de um inibidor
especifico para o inflamassoma (VX-765) também diminuiu a ativacdo
do NLRP3 e o comportamento depressivo (ZHANG et al., 2014). Os
estudos farmacoldgicos de inibicdo do inflamassoma NLRP3 na
patologia da depressdo foram posteriormente confirmados pelo uso de
animais nocautes para o inflamassoma NLRP3, o qual ndo apresentou
comportamento depressivo, anedbnico e disfuncdo social apés
protocolos de estresse, além de menores niveis de IL-1B e ativagdo
microglial no hipocampo (SU et al., 2017; ALCOCER-GOMEZ et al.,
2016; IWATA et al., 2016). Além disso, animais nocautes para o
inflamassoma NLPR3 e tratados repetidamente com LPS nédo
apresentaram comportamento alterado no teste do nado forcado (TNF)
(WICKENS et al., 2017). Em estudos clinicos foi observado que
pacientes com TDM apresentaram expressdo aumentada de NLRP3 e de
caspase-1 e maiores niveis séricos de IL-1B quando comparados com o
grupo controle, e que o tratamento com antidepressivos reverteu esses
parametros (ALCOCER-GOMEZ et al., 2017; ALCOCER-GOMEZ et
al., 2014). Também, pacientes diagnosticados com TDM nunca tratados
apresentaram aumento periférico nas proteinas do inflamassoma NLRP3
comparados aos controles saudaveis (SYED et al., 2018).

Tém-se observado que polimorfismos no gene que codifica a
proteina NLRP3, o qual esta na localizacdo 1944 do genoma, estdo
associados a diversas patologias de cunho inflamatério. O SNP
rs10754558 (C/Q), particularmente, foi identificado na regido 3’'UTR do
exon 11 e foi analisado quanto a sua funcionalidade. HITOMI e
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colaboradores (2009), através do ensaio da luciferase em uma linhagem
de células mieloides humanas (THP-1) transfectadas com as variantes
génicas deste polimorfismo, verificaram que o alelo ancestral G esta
associado a uma alta estabilidade do acido ribonucleico mensageiro
(RNAmM) do NLRP3. Os constructos que tinham o alelo G do
polimorfismo rs10754558 possuiam 1,3 vezes mais atividade da
luciferase do que os constructos que tinham o alelo C. Além disso, um
teste realizado em mondcitos periféricos humanos de doadores
saudaveis que possuiam heterozigoze para o polimorfismo rs10754558
(C/G), demonstrou que ter o alelo G aumentou a expressdo do RNAm de
NLRP3 em 1,5 vezes (HITOMI et al., 2009). De fato, o alelo G do
polimorfismo rs10754558 é considerado de risco e estd associado a
diversas doencas como diabetes mellitus tipo-2 (WANG et al., 2015),
colite ulcerativa (ZHANG et al., 2014), doenca arterial coronariana
(ZHOU et al., 2016), artrite reumatdide (ADDOBBATI et al., 2018)
doencas autoimunes (LEE e BAE, 2016), obesidade e resistencia a
insulina (RHEINHEIMER et al., 2017; ZHANG et al., 2016).

Com relacdo a patologias do SNC, um estudo realizado
recentemente avaliou a associacdo entre a frequencia alélica do
polimorfismo rs10754558 em individuos com a doenca de Alzheimer
comparado a controles saudaveis (TAN et al., 2013). Neste estudo, ndo
foram observadas diferencas entre os individuos com ou sem a doenca
em relacdo a frequencia do alelo G (de risco). Contudo observou-se que
guando o individuo é portador do alelo de risco para 0 NLRP3 e do alelo
de risco para APOE &4 (apolipoproteina E) as chances de ter a doenca
de Alzheimer aumentam. Além disso, a analise de regressao logistica
demonstrou que hd uma interagdo entre o gendtipo para APOE &4 e para
0 NLRP3, sugerindo que possa haver um efeito sinérgico desses dois
genes para 0 aumento no risco da doenca de Alzheimer (TAN et al.,
2013). Em um estudo conduzido com pacientes chineses que sofreram
acidente vascular cerebral (AVC) isquémico obeservou-se que ser
heterozigoto para o polimorfismo rs10754558 (C/G) aumenta as chances
de ter AVC isquémico [RC: 1,52 (IC 95%: 1,19 — 1,97)], enquanto que
se o individuo for homozigoto GG essas chances sdo ainda maiores [RC:
2,65 (IC 95%: 2,18 — 3,67)]. Neste mesmo estudo os autores avaliaram a
influéncia deste polimorfismo na expressdo do gene do NLRP3 através
da analise de expressdo do NLRP3 nas células mononucleares de sangue
periférico dos individuos homozigotos (C/C ou G/G) e heterozigotos
(C/G) com AVC isquémico e verificaram que apenas a presenca do alelo
G (seja na condicdo C/G ou G/G) aumenta significativamente a
expressdao do NLRP3 quando comparado aos individuos com AVC
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isquémico, mas portadores dos alelos C/C (ZHU et al., 2016). De fato,
especula-se que o alelo G pode desfazer o sitio primario de ligaco,
influenciando no recrutamento e ligacdo do microRNA-223 o qual foi
demonstrado suprimir a expressdo do NLRP3 através de um sitio de
liga¢do conservado dentro da regido 3’UTR, por fim levando a redugdo
da transcricdo do gene NLRP3 (ZHU et al., 2016; BAUERNFEIND et
al., 2012).

Os resultados mostrados apontam para 0 envolvimento do
inflamassoma NLRP3 na fisiopatologia de diversas doengas. Com
relagdo aos transtornos de humor, como o TDM, apesar das evidéncias
pré-clinicas em diferentes modelos, os estudos clinicos ainda sédo
bastante escassos na literatura e muitas questdes permanecem n&o
esclarecidas.

1.5. O papel do imunorreceptor CD300f na resposta
imunoldgica

Os imunorreceptores CD300 comp8em uma familia multigénica
com 7 membros de receptores de membrana regulatérios localizados no
cromossomo 17 em humanos e com 9 genes localizados no cromossomo
11 em roedores. Esses receptores atuam na regulagdo, direcionamento
ou término de respostas imunes ativas (CLARK et al., 2001),
principalmente  coordenando  fungBes nas células  mieldides
(MARTINEZ-BARRIOCANAL et al., 2010), mas também ja foram
identificados em neurdnios e microglia (PELUFFO et al., 2012). Os
imunorreceptores CD300 sdo glicoproteinas transmembranares com um
dominio Unico tipo IgV extracelular e uma membrana extensa na regido
proximal que é rica em aminoacidos como prolinas, serinas e treoninas,
os quais ligam a porcéo Ig ao dominio transmembrana (VITALLE et al.,
2018; CLARK et al., 2009). Dentre os receptores da familia CD300 ha
um gene para o imunorreceptor CD300f em humanos e seu ortlogo
CLM-1 estad presente em roedores. Sabe-se que o0 equivalente humano
esta altamente expresso no pulmdo e no baco e em células como
mondcitos, macrofagos, células dendriticas, neutrdfilos, eosindfilos e
mastocitos, além de estar presente, porém menos expresso em outras
células. J& o imunorreceptor CD300f em roedores estd altamente
expresso no baco, nas células como os granuldcitos e mastécitos e nas
células dendriticas da medula 6ssea. Enquanto que no SNC, tanto em
humanos quanto em roedores, o imunorreceptor CD300f est4
majoritariamente expresso na microglia (VITALLE et al., 2018;
CLARK et al., 2009).
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Embora haja uma grande semelhanca na estrutura dos receptores
desta familia, o imunorreceptor CD300f contém na sua cauda
citoplasmatica sequéncias de inibicdo de imunorreceptor baseada em
tirosina (ITIM, do inglés immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motif), além de outros motivos de tirosinas. O dominio citoplasmatico
dos imunorreceptores CD300f contém motivos de internalizacdo e a
expressdo dessa molécula na superficie das células deve ser em parte
regulada pela internalizacdo. De fato, a internalizacdo indica que este
receptor esta envolvido em processos como fagocitose, exposicdo de
antigenos, regulacdo de mecanismos efetores e até mesmo infeccéo viral
(CHOI et al.,, 2011). O imunorreceptor CD300f humano possui 5
motivos baseados em tirosinas (Y205, Y236, Y249, Y284 e Y263) na
sua cauda citoplasmatica, sendo 2 motivos com a sequéncia classica
ITIM (I/V/LXYxXL/V) e um terceiro com a sequéncia ITIM ndo classica
ou permissiva (I/V/L/SITxYxxL/V/I) (Figura 6). Os outros 2 motivos
possuem sequéncias YxXxM que iniciam nas tirosinas Y236 e Y263 e
levam a interagdo do receptor com a subunidade regulatoria p85a da
proteina fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K), com um desses motivos
sendo capaz de se ligar adicionalmente ao fator de transcricdo Grb2 (do
inglés, Growth fator receptor-bound protein 2). JA o imunorreceptor
CD300f de roedores possui dois motivos ITIM classicos e um ndo
classico, um motivo de ligacdo para PI3K e um motivo de ligacdo para
Grb2 (VITALLE et al., 2018; TIAN et al., 2014; BORREGO, 2013;
ALVAREZ-ERRICO, SAYOS e LOPEZ-BOTET, 2007).
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Figura 6: Representacdo esquemética dos imunorreceptores CD300 em
humanos e em roedores
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Legenda: Os imunorreceptores CD300 estdo representados em humanos (A) e
em roedores (B). O dominio extracelular dos receptores que contém um motivo
ITIM estdo representados em azul turquesa, enquanto os ndo-ITIM estdo
representados em verde. Os motivos de sinalizacdo de cada receptor estdo
indicados e as interagfes que cada um faz com moléculas como as fosfatases,
moléculas adaptadoras e as cinases estdo representadas na cauda citoplasmatica
de cada receptor. Os pontos de interrogagdo indicam que a sinalizagéo ainda néo
foi determinada. Em particular, o imunorreceptor inibitério CD300f em
humanos possui dois motivos ITIM-classicos, um ndo-classico e um sitio de
ligagdo para PI3K e um para Grb2 na sua cauda citoplasmatica e faz interacfes
com as fosfatases SHP-1, SHP-2 e SHIP, com a proteina cinase PI3K e com a
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proteina Grb2. Ja o imunorreceptor CD300f em roedores possui 0S mesmos
motivos na sua cauda citoplasmética e pode fazer interagbes com as fosfatases
SHP-1 e SHP-2, com a proteina Grb2 ¢ com uma cadeia FcR y. ITIM:
Sequéncias de inibicdo de imunorreceptor baseada em tirosina; PI3K:
Fosfatidilinositol-3-cinase; Grb2: Proteina 2 ligada a receptores para fatores
de crescimento (Adaptado de BORREGO et al., 2013).

Os motivos de ITIM quando fosforilados sdo capazes de recrutar
diferentes fosfatases dependendo do tipo celular. Tanto o
imunorreceptor CD300f em humanos quanto em roedores parecem estar
associados com as proteinas tirosina fosfatase SHP-1 e SHP-2, as quais
sdo essenciais para o efeito inibitorio do CD300f (KIM et al., 2011). Em
um estudo com células de uma linhagem mielomonocitica (U937),
verificou-se através de imunoprecipitacdo que a fosfatase SHP-1 pode
ser recrutada pelo CD300f (ALVAREZ-ERRICO, SAYOS e LOPEZ-
BOTET, 2007). Utilizando-se de células THP-1 observou-se que tanto a
fosfatase SHP-1 quanto SHP-2 sdo fosforiladas pelo imunorreceptor
CD300f e inibem o aumento da interleucina-8 induzida pelo tratamento
das células com LPS (KIM et al., 2011).

Utilizando o tratamento de células THP-1 com anticorpos
monoclonais e peptideos sintéticos representativos dos motivos ITIM do
imunorreceptor CD300f, observou-se o blogueio na expressdo da
interleucina-8 e da metaloproteinase-9 mediada pelos receptores TLR-
2, 3, 4 e 9. Além disso, se observou que houve a inibicdo da molécula
MyD88, supressdo da ativagdo da cinase IkB e consequentemente
inibicdo da fosforilagdo e degradacdo de IkB e supressdo do fator de
transcricio NFxB (LEE et al., 2011). Além disso, esses peptideos
sintéticos foram capazes de inibir TNF-a e a proteina quimiotatica de
monocitos 1 (MCP-1, do inglés Monocytic chemoattractant preotein-1)
além da via TRIF (Toll-interlekin 1 receptor (TIR)-domain containing
adapter-inducing interferon ) mediada pelos receptores TLR através do
recrutamento de SHP-1 e PI3K ao imunorreceptor CD300f, indicando
que esses peptideos sintéticos podem ser utilizados para regular
respostas imunes que envolvem ativacdo inflamatéria mediada pelos
TLRs em macréfagos (LEE, SUK e LEE, 2012).

Foi demonstrado que a ceramida extracelular parece ser um
ligante natural dos imunorreceptores CD300f e induz a fosforilacdo do
receptor e o recrutamento de SHP-1 e SHP-2 (IZAWA et al., 2012). Em
mastdcitos a ceramida é capaz de ligar-se ao CD300f regulando de
forma inibitéria o receptor de alta afinidade FceRI que medeia a
ativagdo dos mastocitos (IZAWA et al., 2012). Animais com deplecéo
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genética para o imunorreceptor CD300f apresentam alta propensdo para
desenvolver colite, porém, o tratamento com a ceramida diminuiu o
quadro de colite em animais selvagens e inibiu a sinalizagdo do receptor
P2X7 via ATP exdgeno em mastocitos, demonstrando que a ceramida
atua na inibicao da ativacdo de mastocitos através dos imunorreceptores
CD300f (MATSUKAWA et al., 2015). A ceramida, atuando nos
imunorreceptores CD300f, foi capaz de inibir a inflamacdo de pele
induzida por LPS, implicando este receptor como um regulador negativo
da sinalizagdo de TLR-4 in vivo (SHIBA et al., 2017). Foi demonstrado
gue o imunorreceptor CD300f tem como ligante outros fosfolipidios.
Um exemplo é a ligagdo de fosfatidilserina que resulta na ativacdo do
imunorreceptor CD300f e aumenta a fagocitose das células apoptéticas
pelos mastdcitos (IZAWA et al., 2014).

Uma caracteristica do CD300f é que ele também exibe um
potencial de ativacdo que é mais evidente quando o imunorreceptor
CD300f esta em ligacdo cruzada em células que expressam receptores
com motivos ITIM mutados (BORREGO, 2013). Além disso, um estudo
avaliou as interacGes entre os membros da familia dos receptores CD300
e demonstrou que os imunorreceptores CD300f sdo capazes de formar
heterodimeros em células COS-7 transfectadas com o imunorreceptor
CD300c e o CD300b, contudo, apenas a atividade do CD300b foi
engrandecida com a presenca do CD300f (MARTINEZ-
BARRIOCANAL et al, 2010). Ainda, quando o imunorreceptor
CD300f esta co-localizado com o receptor IL-4Ra ocorre uma
potencializacdo da resposta imune pelo aumento da sinalizacéo,
liberacdo e ativagdo de IL-4 e IL-13 (MOSHKOVITS et al., 2015).
Nesse contexto, a sinalizacdo envolvida e os ligantes que agem nesses
heterocomplexos ainda precisam ser melhor elucidados, trazendo a
possibilidade da existéncia de muitas outras a¢des que talvez possam ser
executadas ou iniciadas pelos receptores da familia das moléculas
CD300.

Poucos estudos até o momento foram realizados no intuito de
evidenciar o papel neuroprotetor dos imunorreceptores CD300f.
PELUFFO e colaboradores (2012) mostraram que 0 aumento da
expressdo do CD300f em modelo animal de dano excitotoxico induzido
pela administracio estriatal de N-metil D-aspartato (NMDA) diminui
significativamente a &rea da lesdo (PELUFFO et al., 2012). Além disso,
ocorre um aumento da expressdo do RNAm e dos niveis proteicos dos
imunorreceptores CD300f apds a lesdo de nervo cidtico em modelo
animal, o que provavelmente deve estar envolvido na regulacdo da
neuroinflamacdo, no recrutamento e polarizacdo de macrofagos e na
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regeneracdo do nervo (PELUFFO et al., 2015). Um estudo recente
utilizando uma co-cultura de astrdcitos transfectados com CD300f e
neurbnios hipocampais demonstrou que 0 aumento da expressdo
induzida de CD300f nos astrdcitos diminuiu a perda neuronal induzida
pelo peptideo B-amiloide, efeito que deve ocorrer devido a interacdo
célula-célula entre neurdnios-astrocitos (LIMA et al., 2017).

Um estudo de genoma wide scan (GWAS) que avaliou 17.686
mulheres saudaveis identificou no loci 17925.1 do genoma um
polimorfismo rs10512597 pertencente ao CD300f com uma importante
associacdo com 0s niveis aumentados de proteina C reativa e
fibrinogénio na trombose, agregacdo plaquetaria e inflamacéo (DANIK
et al., 2009). Interessantemente, esta localizagdo 17q do genoma ja havia
sido associada com outra doenca de base inflamat6ria como a psoriase
(NAIR et al., 1997). Por outro lado, em um estudo de casos e controles
de esclerose mdltipla, o alelo T do polimorfismo rs2034310 (C/T) foi
identificado como um alelo de risco para a esclerose multipla. O
primeiro estagio deste estudo encontrou a associacdo da doenga com o
alelo T deste polimorfismo e incluiu 975 casos com esclerose maltipla e
1.466 controles no Reino Unido. Outra associacdo foi verificada em um
segundo estadgio do estudo com individuos do Reino Unido e dos
Estados Unidos considerando 1.038 casos e 1.379 controles. Uma
terceira fase do estudo incluiu 2.406 casos e 1.216 controles, com
individuos pertencentes & Australia, Itdlia e Reino Unido, contudo
nenhuma associagdo foi significativa. Por fim, a analise combinada de
dados incluindo os resultados encontrados em todas as fases do estudo
apontam para uma associagdo significativa entre o alelo T do
polimorfismo rs2034310 e a esclerose multipla (BAN et al., 2010). Nao
se sabe ainda qual o impacto do polimorfismo rs2034310 na
funcionalidade do imunorreceptor CD300f. Contudo, um estudo recente
identificou que o polimorfismo (rs1411171369) no gene do
imunorreceptor CD300f é responsavel por uma troca dos aminoacidos
arginina por glutamina na posi¢do 33 (R33Q). Essa alteracdo parece
levar a uma diminuicdo da expressdo do CD300f na superficie dos
mondcitos periféricos de pacientes com esclerose mdultipla quando
comparados aos individuos controles. A mutacdo ndo demonstrou afetar
a capacidade dos receptores CD300f de formarem complexos, porém, a
forma do receptor R33Q mutada pode afetar a estabilidade da proteina
(MARTINEZ-BARRIOCANAL et al., 2017). De fato, alteracbes na
funcionalidade do imunorreceptor CD300f podem explicar uma
diminuicéo da sinaliza¢do anti-inflamatéria.
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Apesar das evidéncias demonstrando um potencial neuroprotetor
e anti-inflamatdrio dos imunorreceptores CD300f, ndo existem estudos
demonstrando seu envolvimento nos transtornos de humor, que também
possuem um perfil inflamatério. Além disso, o efeito de um
polimorfismo de troca Gnica, como o rs2034310 (C/T) ainda ndo foi
avaliado em doencas psiquiatricas como o0 TDM.
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2. JUSTIFICATIVA

Segundo os dados mais recentes da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), referentes a 2015, o TDM afeta 322 milhdes de pessoas
no mundo, sendo duas vezes mais prevalente em mulheres do que em
homens. Em um periodo de 10 anos (de 2005 a 2015) o ndmero de
individuos afetados cresceu 18,4%, atingindo 4,4% da populagdo
mundial. No Brasil, estima-se que 5,8% da populacdo apresente 0 TDM,
0 que corresponde a um total de 11,5 milhdes de brasileiros. Segundo 0s
dados da OMS, o Brasil é o pais com maior prevaléncia de TDM da
América Latina e o segundo com maior prevaléncia nas Américas,
ficando atras dos Estados Unidos, que tém 5,9%. Atualmente, o TDM é
a principal causa de incapacidade em todo o mundo, levando a um
grande impacto social e a uma baixa qualidade de vida para o sujeito e
sua familia, gerando um importante impacto econémico no sistema
publico de salide (KUPFERBERG et al., 2016; de VOS et al., 2015;
FOSTICK et al., 2010). Além disso, em 2015 o suicidio representou
quase 1,5% de todas as mortes no mundo, figurando entre as 20 maiores
causas de morte. Entre jovens de 15 a 29 anos, o suicidio foi a segunda
maior causa de morte em 2015 (WHO, 2015).

Apesar do impacto na populago, as dificuldades na compreenséo
da neurobiologia do TDM passam pela falta de validade dos sistemas de
classificacdo diagnostica atual que, apesar de apresentarem uma boa
confiabilidade do ponto de vista clinico, carecem de validade biolégica.
Pacientes que se enquadram na mesma categoria diagndstica podem
apresentar formas muito heterogéneas da doenca e ndo compartilhar
necessariamente dos mesmos mecanismos fisiopatoldgicos. Até o
momento, ndo existem marcadores bioldgicos preditivos ou com valor
diagndstico para auxiliar na identificacdo do TDM (INSEL et al., 2010).
Além disso, o tratamento farmacoldgico atual para 0 TDM nao é eficaz
para 30 - 50% dos pacientes, apresenta muitos efeitos colaterais € inicio
tardio de acdo, 0 que se torna particularmente preocupante em pacientes
graves e com risco de suicidio (GURURAJAN et al., 2016). Essa
discrepancia provavelmente ocorre porque o TDM é um transtorno
heterogéneo e multifatorial, envolvendo muitos tipos celulares e
alteragdes nos diferentes sistemas fisiol6gicos, onde cada sujeito parece
apresentar uma combinagdo de mecanismos patolégicos Unicos (DEAN
e KESHAVAN, 2017). Além disso, estudos recentes demonstram
diferencas significativas na patofisiologia do TDM em homens em
mulheres, com relagcdo & manifestacdo dos sintomas, severidade e até
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mesmo no padrdo de expressdo génica (SENEY et al., 2018), um tépico
extremamente relevante e ainda pouco explorado.

A presenca de inflamacéo é uma caracteristica comum associada
a processos degenerativos encontrados em varias doencas, incluindo
doencas neurodegenerativas e transtornos psiquiatricos. Embora esta
associacdo seja evidente na literatura tanto em pacientes quanto em
modelos animais, sua relacdo causal e sua contribuicdo relativa para a
etiologia e progressdo do TDM permanece pouco elucidada. Apesar de
parecer um alvo promissor, a literatura demonstra que o uso de farmacos
anti-inflamat6rios no tratamento ou como adjuvante na terapia
antidepressiva ndo tem demonstrado resultados satisfatorios. Contudo, a
compreensdo de diferentes aspectos neurobiol6gicos que associem o
estresse (principal fator ambiental na etiologia do TDM), a inflamacéo
periférica (frequentemente observada em pacientes com TDM) e a
neuroinflamacéo (possivel responsavel por alteragdes comportamentais),
podem oferecer novos caminhos para uma melhor caracterizagdo do
guadro do TDM, para um diagnéstico mais preciso e para 0
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

Neste sentido, esta tese esta focada em estabelecer o impacto do
complexo do inflamassoma NLRP3 e do imunorreceptor CD300f em
alteragdes neuroquimicas e comportamentais relevantes para o0 TDM e
insere-se no esforgo que vem sendo realizado para investigar os aspectos
inflamatdrios envolvidos na fisiopatologia do TDM e na manifestacao
de diferentes sintomas dentro do diagndstico de depressdo. Assim,
somaremos forcas para um melhor entendimento das bases bioldgicas do
TDM e wuma melhor compreensdo de possiveis diferencas
neurobiologicas de acordo com 0 sexo, 0 que pode gerar O
desenvolvimento de novos modelos animais e até mesmo a otimizacédo
de estratégias terapéuticas de acordo com as caracteristicas clinicas de
cada paciente.
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3. HIPOTESES

3.1. Envolvimento do inflamassoma NLRP3 no transtorno
depressivo maior

1. O tratamento com um farmaco que inibe o inflamassoma
NLRP3 é capaz de prevenir as alteracbes comportamentais e
neuroquimicas induzidas pelo estresse crénico em camundongos
fémeas.

2. O genotipo GG do polimorfismo rs10754558 (C/G) no gene do
inflamassoma NLPR3, por estar associado a um ganho de funcgéo, esta
associado a maiores niveis séricos de IL-1f e também a maior
prevaléncia do TDM em um estudo transversal em humanos.

3.2. Envolvimento dos imunorreceptores CD300f no
transtorno depressivo maior

1. Camundongos com deplecdo genética do imunorreceptor
CD300f, majoritariamente anti-inflamatdrio, apresentam alteragdes
comportamentais associadas a depressao e anedonia, além de alteracoes
neuroquimicas como um perfil inflamatorio cerebral e alteragdes nos
niveis das monoaminas.

2. O polimorfismo rs2034310 (C/T) no gene do imunorreceptor
CD300f esté4 associado ao TDM e a maiores niveis séricos de IL-13 em
um estudo transversal em humanos.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral

Avaliar se o complexo do inflamassoma NLRP3 e o
imunorreceptor CD300f estdo associados ao TDM utilizando modelos
animais de depressdo e estudos em humanos.

4.2. Objetivos especificos

4.2.1. Envolvimento do inflamassoma NLRP3 no transtorno
depressivo maior

1. Avaliar se o tratamento com glibenclamida previne as
alteracBes comportamentais induzidas pelo ECI, com foco no
comportamento  depressivo, ansiedade e funcdo cognitiva em
camundongos fémeas;

2. Avaliar se o tratamento com glibenclamida e o ECI induz a
ativacdo da via de sinalizacdo mediada pelo complexo inflamassoma
NLRP3 no hipocampo e cortex pré-frontal;

3. Avaliar se o tratamento com glibenclamida e o ECI induz
alteragdes nos niveis dos neurotransmissores monoaminérgicos como
serotonina, dopamina e noradrenalina no hipocampo e cortex pré-
frontal;

4. Avaliar a relagdo entre os diferentes genétipos do
polimorfismo rs10754558 (C/G) no gene do inflamassoma NLPR3 e os
niveis séricos da citocina pro-inflamatéria IL-1B em individuos controle
e em individuos diagnosticados com TDM.

4.2.2. Envolvimento do imunorreceptor CD300f no transtorno
depressivo maior

1. Avaliar as alteragdes comportamentais presentes nos
camundongos machos e fémeas com deplecdo genética dos
imunorreceptores CD300f (CD300f-/-), com foco no comportamento
depressivo, motivacional/aneddnico, de ansiedade e compulséo;
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2. Avaliar se as alteragbes comportamentais observadas nos
camundongos CD300f-/- persistem com a idade;

3. Avaliar o efeito da deplecdo dos imunorreceptores CD300f
sobre os niveis hipocampais de neurotransmissores monoaminérgicos
como serotonina, dopamina e noradrenalina;

4. Avaliar se o tratamento com o antidepressivo bupropiona pode
reverter as alteragfes comportamentais observadas nos animais CD300f-
I

5. Avaliar o efeito da deplecéo dos imunorreceptores CD300f na
expressao de genes envolvidos na inflamag&o e na via do inflamassoma
NLRP3 no homogenato de cérebro total.

6. Avaliar o efeito da deplecdo dos imunorreceptores CD300f
sobre 0s niveis proteicos da citocina pro-inflamatéria IL-1B no
hipocampo;

7. Avaliar o efeito da administracdo aguda de LPS sobre o
comportamento anedénico em animais CD300f-/- e selvagens;

8. Avaliar a relacdo entre os diferentes gendtipos do
polimorfismo rs2034310 (C/T) no gene do imunorreceptor CD300f e os
niveis séricos de IL-1B em individuos controles e diagnosticados com
TDM.
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5. RESULTADOS

CAPITULO I: ENVOLVIMENTO DO INFLAMASSOMA NLRP3
NO TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR

1. Estudo em roedores: O tratamento com glibenclamida previne o
comportamento depressivo induzido pelo estresse cronico e induz
alteragdes neuroquimicas e inflamatorias

O TDM é um transtorno psiquiatrico comum, recorrente e
incapacitante que afeta muitas pessoas ao redor do mundo
(NEMEROFF, 2007). Esse transtorno é caracterizado por manifestacdes
afetivas, especialmente no humor e perda de interesse e prazer nas
atividades diarias (KRISHNAN e NESTLER, 2008). O TDM devera
afetar uma grande parte da populagéo até 2020, sendo considerado uma
grande preocupacdo epidemiol6gica por contribuir para 0 aumento no
nimero de anos vividos com incapacidade e causar um consideravel
impacto econdmico e social (VOS et al, 2015; MURRAY et al, 1996).
Além disso, o0 TDM é um fator de risco independente para muitas
condi¢des clinicas, incluindo doencas cardiovasculares, metabolicas e
neurodegenerativas (DUMAN et al.,, 2016; PAPAKOSTAS et al.,,
2004). A etiologia do TDM ainda ndo é completamente compreendida e
parece ter origem multifatorial, envolvendo disfuncdo em maultiplas
areas encefalicas (cortex pré-frontal, hipocampo, amigdala, nucleo
accumbens), diferentes tipos de células (neurdnios, astrécitos e
microglia) e alteracGes em diversas outras fungées incluindo a expresséo
génica, metabolismo e bioenergética, bem como a resposta imune
(KRISHNAN e NESTLER, 2008).

O TDM ¢é frequentemente associado a condicfes inflamatorias e
autoimunes cronicas (CHEN et al., 2017). Ainda ndo esta claro se os
processos inflamatérios constantes sdo uma causa ou consequéncia do
TDM, ou mesmo se estes estdo presentes em todos os individuos
diagnosticados, mas muitos pacientes apresentam niveis aumentados de
citocinas pré-inflamatérias e proteinas de fase aguda, que s&o
normalizadas apos o tratamento antidepressivo (WIEDLOCHA et al.,
2018; CHEN et al., 2017). O inflamassoma NLRP3 é um complexo
multiproteico formado por um PRR chamado NLR, uma proteina
adaptadora ASC e uma pro-caspase-1 que é clivada em sua forma ativa
guando a multiparticula do inflamassoma NLRP3 se forma (IWATA et
al., 2013). Ap6s a montagem, o NLRP3 contendo a enzima caspase-1,
ativada através de uma clivagem proteolitica da pro-caspase-1, €
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responsavel pela ativacdo das pré-formas de IL-1B e IL-18 em suas
formas maduras que podem ser liberadas pela célula para atuarem como
mediadores inflamatérios (DE RIVERO VACCARI, DIETRICH e
KEANE, 2014).

A ativacdo do complexo inflamassoma NLRP3 e os niveis
elevados de IL-1B e IL-18 tém sido associados ao TDM tanto em
estudos clinicos, quanto em modelos pré-clinicos de estresse cronico,
estresse de contencdo, comportamento depressivo induzido por LPS e
estresse pré-natal em roedores (KAUFMANN et al., 2017; OGLODEK,
2017). Além disso, antidepressivos de diferentes classes parecem
diminuir a expressao do inflamassoma NLRP3 e a producéo de citocinas
pré-inflamatorias em células mononucleares de sangue periférico de
pacientes com TDM (ALCOCER-GOMEZ et al., 2017; ALCOCER-
GOMEZ et al., 2014).

A glibenclamida (também chamada de gliburida), é um
medicamento hipoglicemiante usado no tratamento da diabetes mellitus
e atua por meio da inibicdo dos canais de potassio sensiveis ao ATP
(Katp), conhecidos como Surl-Kir6.2 (ASHCROFT, 2006).
LAMKANFI e colaboradores (2009) demonstraram que a glibenclamida
€ capaz de inibir o inflamassoma NLRP3 e a produgdo de IL-1p em
macréfagos periféricos (LAMKANFI et al., 2009). No SNC, os canais
regulados por Surl incluindo o Kartp Sur-Kir6.2 e o canal ndo seletivo
sensivel ao célcio Surl-Trpm4 sdo expressos em neurdnios, astrdcitos,
oligodendrécitos, células endoteliais e microglia (SIMARD et al.,
2012). O tratamento com glibenclamida inibe ambos o0s canais e
melhora significativamente a neuroinflamacdo (ZHANG et al., 2017).
De fato, a inibicdo dos canais Surl-Trpm4 esti associada a protecdo
contra lesdes e inflamagdo no SNC (ZHANG et al., 2017). Em um
estudo post-mortem, pacientes com hemorragia subaracnoide tiveram
um aumento na expressao cortical dos canais Surl-Trpm4 (TOSUN et
al., 2013). Além disso, em um modelo animal de hemorragia
subaracndide no cortex entorrinal, o aumento da expressdo dos canais
Surl-Trpm4 associado & neuroinflamacdo e ao comprometimento da
meméria foi revertido pela administragcdo sistémica de glibenclamida
durante sete dias. O tratamento com glibenclamida também reduziu o
dano e a morte dos neurdnios hipocampais, juntamente com a super-
expressao de TNF-o, e os déficits na aprendizagem e na memobria
espacial observados no labirinto aquatico de Morris (TOSUN et al.,
2013).

O mecanismo de inibicdo do inflamassoma NLRP3 pela
glibenclamida ndo é completamente compreendido. Foi observado que
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por bloquear os canais de Karp e prevenir o efluxo de K* a
glibenclamida é capaz de induzir alteragdes no potencial da membrana,
evitando a entrada de calcio pelos receptores de ATP do subtipo P2X7,
0 que leva a uma diminuigdo da inflamacdo (ZHANG et al., 2017). Por
outro lado, a glibenclamida também pode exercer efeitos
neuroprotetores atuando por outros mecanismos. Ja foi demonstrado que
a inibicdo dos canais Surl-Trpm4 pela glibenclamida leva a
normalizacdo dos niveis e da localizacdo celular da proteina zona
occludens 1, o que diminuiu a permeabilidade da BHE induzida pelo
modelo murino de hemorragia subaracnéide. Este efeito reduziu o
extravasamento de proteinas e a entrada de células imunes no
parénquima encefalico, reduzindo a propagacdo de processos
inflamatdrios (ZHANG et al., 2017; SIMARD et al., 2009).

Ja foi demonstrado que a administra¢do intracerebroventricular
de glibenclamida reduz o tempo de imobilidade de camundongos
submetidos ao TNF, um indicativo de efeito antidepressivo (KASTER et
al., 2007). No entanto, os beneficios potenciais da glibenclamida como
uma estratégia farmacolégica para combater processos inflamatérios
crénicos e de baixo grau associados aos TH precisam ser melhor
elucidados. Recentemente observou-se o efeito do tratamento com
glibenclamida em camundongos C57BL/6J machos submetidos & um
modelo de estresse crénico moderado por 12 semanas, associado com
resisténcia a insulina (SU et al., 2017). O tratamento foi capaz de
melhorar ndo apenas a resisténcia a insulina e a sinalizagdo hipocampal
mediada pela insulina, mas também prevenir a ativacdo do
inflamassoma NLRP3 e o comportamento aneddnico e depressivo
induzidos pelo estresse (SU et al., 2017). Porém, o impacto da
glibenclamida em outros comportamentos e vias neurogquimicas
relacionadas ao estresse e a0 TDM n&o séo conhecidos. Nesse contexto,
0 presente capitulo tem a hipotese de que, através da inibi¢do e
normalizacdo dos processos inflamatorios relacionados ao inflamassoma
NLRP3 e da neurotransmissdo monoaminérgica, a administracdo
sistémica de glibenclamida pode prevenir alteragcfes comportamentais
em um modelo de depressdo induzido pelo ECI de 21 dias em
camundongos fémeas.

1. Métodos
1.1. Animais, tratamento e delineamento do estudo

Camundongos Swiss fémeas (45-50 dias de idade, 30-35 g) foram
obtidas do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina
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(UFSC), SC - Brasil. Os animais foram mantidos em ambiente
controlado (23 + 2°C, 12 h-ciclo claro/escuro, livre acesso a comida e
agua, com excecdo de alguns dias especificos do protocolo de ECI) e
foram manipulados de acordo com as normas da Federacdo de
Sociedades de Biologia Experimental sob aprovacdo do comité de ética
da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA UFSC protocolo
nimero: 5021180116). Os camundongos foram tratados com
glibenclamida (5 mg/kg, v.o., #G2539; Sigma, St. Louis, MO) ou
veiculo (dimetilsulféxido 0,1%, DSMO, v.0.) obtidos da Sigma
Chemical Co. (St Louis, USA) e os animais foram divididos em 4
grupos experimentais: Controle + Veic (Nao-estressado + DMSO 0,1%
v.0.); Controle + Glib 5 (N&do-estressado + Glibenclamida 5 mg/kg
v.0.); ECI + Veic (Protocolo ECI + DMSO 0,1% v.0.); ECI + Glib 5
(Protocolo ECI + Glibenclamida 5 mg/kg v.0.). O tratamento foi
realizado durante 21 dias, comegando no primeiro dia do protocolo de
ECI e 0 peso dos animais foi monitorado semanalmente (Figura 1).

Figura 1: Delineamento do estudo

Protocolo de estresse cronico imprevisivel

Glibenclamida (5 mg/kg) ou Veiculo (DMSO 0,1%) via oral
Monitoramento do peso

G | | | | | |
vl 1 | T T T

1° dia 7° dia 14° dia 21° dia 22° dia 23° dia

|

Avaliagao Avaliagdo do ciclo
comportamental estral e retirada das
estruturas

Legenda: O protocolo de ECI foi realizado entre o 1° e 21° dia e os animais
foram tratados com glibenclamida (5 mg/kg, v.0.) ou veiculo (DMSO 0,1%,
v.0.) uma vez ao dia durante todo o protocolo de ECI. O ganho de peso foi
monitorado semanalmente durante a manipulagdo dos animais. Vinte e quatro
horas ap6s o Ultimo tratamento (no 22° dia), os animais foram removidos do
Gltimo estressor (caixa inclinada por 24 h) e submetidos a anélise
comportamental apds 1 h. No 23° dia o ciclo estral foi avaliado e os animais
foram eutanasiados para a coleta das estruturas encefalicas: hipocampo e cortex
pré-frontal. Todas as amostras removidas foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até as analises neuroquimicas e
inflamatdrias. ECI: Estresse cronico imprevisivel.
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1.2. Protocolo experimental de ECI de 21 dias

Este protocolo foi desenhado para induzir o comportamento
depressivo em camundongos, como previamente proposto (KASTER et
al. 2015). Esse paradigma maximiza a imprevisibilidade e consiste em
uma variedade de estressores aplicados randomicamente durante 21 dias
para prevenir a adaptagdo (Tabela 1). O Gltimo estressor, caixa inclinada
45° por 24 horas, comegou no 21° dia as 9 horas da manha e terminou
no 22° dia as 9 horas. Os testes comportamentais comecaram 1 hora
apos 0s animais serem retirados do Ultimo estressor (10 horas da manha
do 22° dia). Os animais controles foram mantidos nas caixas de
residéncia e ndo foram manipulados.

Tabela 1. Protocolo de estresse cronico imprevisivel

Dia 1l Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7
Choque
inescapavel

Exposicéo ao
aparato de

Maravalha Banho frio Estresse de nas patas Maravalha
Semanaas molhada (24 Pareéimhinto (15°C, 20 contencdo (0,7mA-5 d:g;lijze;;ézm molhada (24
h) min) (2h) min; dos choques h)
aplicados de (5 min)
1em1min)
Inverséo de
ciclo
Privacdode  Exposicéo a claro/escuro
Semana2 . Qalxa aguae garrafa de Ca.'an dg Pareamento Ban!t]o frio Bstresse ~de
inclinada (24 . h . residéncia (15°C, 20 contengéo
o comida é4gua vazia (1h) -
h, 45°) 4 h) h sem min) (3h)
maravalha
(24h)
Inverséo de
. Choqge Exposi¢éo ciclo
inescapavel A At B
ES S ao aparato de  Privagéo de Exposicdo a Estresse de claro/escuro Caixa
Semana 3 P choques sem agua e garrafa de 5 Caixa de AP
0,7mA-5 e . 5 A contencéo Py inclinada
i realizacéo comida agua vazia residéncia o
min; (4h) (24 h, 45°)
aplicados de dos chc_Jques (24 h) @h) sem
A (5min) maravalha
1em 1 min)

(24h)

1.3. Analises comportamentais

O ultimo estressor foi executado na sala onde os animais
realizaram os testes comportamentais sob as mesmas condi¢Bes do
biotério (23 + 2°C, 12 h-ciclo claro/escuro, livre acesso a comida e
agua) para que eles habituassem ao novo ambiente. Apds o Ultimo
estressor [Caixa inclinada (45°) durante 24h] os animais foram
submetidos a diversos testes comportamentais. Todos os testes foram
realizados durante a fase clara do ciclo claro/escuro em uma sala livre de
ruidos e sob pouca luminosidade, a qual foi condicionada por uma
lampada de luz vermelha acionada 1h antes dos testes para habituacdo
dos animais. Um grupo de animais foi submetido ao teste do campo
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aberto seguido pelo teste de suspensdo pela cauda. Um segundo grupo
de animais foi submetido ao teste do campo aberto seguido pelo teste do
nado forgado e um terceiro grupo foi submetido ao teste do labirinto em
cruz elevado seguido pelo teste de realocacdo de objetos. Todos o0s testes
foram replicados pelo menos duas vezes em grupos de animais
diferentes.

1.3.1. Teste do campo aberto

O teste do campo aberto foi realizado para avaliar a atividade
locomotora e excluir possiveis alteracdes no tempo de imobilidade dos
animais no TSC e no TNF que poderiam refletir em mudangas na
atividade locomotora (NEIS et al., 2015; RODRIGUES et al., 1996). O
aparato consistiu em uma caixa branca de madeira medindo (40 cm x 60
cm x 50 cm altura) com o piso dividido em 12 quadrantes iguais. Os
animais foram expostos a arena durante 6 minutos e 0 ndmero total de
guadrantes cruzados com as 4 patas foi contado e considerado como
atividade locomotora. A arena foi limpa com alcool 10% entre os
animais para excluir possiveis pistas olfativas.

1.3.2. Teste de suspensao pela cauda

O teste de suspensdo pela cauda é um modelo de desespero
comportamental proposto por STERU e colaboradores (1985) e
desenvolvido com base no teste do nado forcado. Neste teste, 0s
camundongos foram submetidos a uma situagdo estressante e
inescapavel, onde foram suspensos pela cauda. A falta de tentativas de
escapar da situacdo aversiva € considerada imobilidade (STERU et al,
1985). Para realizar o TSC, os camundongos foram suspensos pela
cauda acima do solo por uma fita adesiva presa em sua cauda
aproximadamente 1 cm da ponta e o tempo de imobilidade foi registrado
e avaliado durante 6 minutos (NEIS et al., 2015). Neste teste é esperado
que o ECI aumente e que o tratamento com antidepressivos diminua o
tempo de imobilidade dos animais.

1.3.3. Teste do nado forgado

O teste do nado forcado € um modelo de desespero
comportamental geralmente utilizado na avaliagdo dos efeitos
antidepressivos ou depressogénicos de compostos ou manipulagdes
(CRYAN et al, 2002). Neste teste, cada camundongo foi
individualmente forgado a nadar em um recipiente cilindrico aberto (10
cm de didmetro x 25 cm de altura) contendo aproximadamente 19 cm de
profundidade de agua a 25 = 1°C e o tempo de imobilidade foi
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registrado durante 6 minutos (PORSOLT, BERTIN & JALFRE, 1977).
A mobilidade foi definida quando os animais executavam movimentos
Vigorosos para sair da situagdo estressante aguda. N&o foi considerado
mobilidade os pequenos movimentos executados pelos animais apenas
para manter o equilibrio ou manter a cabeca acima da agua (CAN et al.,
2012). Neste teste é esperado que o ECI aumente e que o tratamento
com antidepressivos diminua o tempo de imobilidade dos animais.

1.3.4. Teste do labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado é amplamente utilizado para
avaliar os comportamentos relacionados a ansiedade (LISTER, 1987). O
aparato consistiu em uma plataforma central quadrada (6 x 6 cm) e dois
bragos abertos (30 x 6 cm) alinhados perpendicularmente a dois bragos
fechados (30 x 6 x 16 cm) e elevados 50 cm acima do ch&o. Os bracos
abertos continham 1 cm de altura nas bordas para evitar que o0s
camundongos caissem. Os animais foram colocados individualmente na
plataforma central entre o braco aberto e o braco fechado, e a sua
atividade espontanea foi registrada durante 5 minutos. O aparato foi
limpo usando etanol a 10% entre os animais para excluir possiveis pistas
olfatorias. A % de tempo gasto nos bragos abertos do labirinto em cruz
elevado foi calculada usando o tempo total nos bracos abertos + o tempo
total nos bragos fechados como 100%. Um aumento do tempo gasto nos
bragos abertos foi considerado como uma medida de comportamento
ansiolitico. O numero de entradas nos bracos fechados foi usado como
outra medida de locomocao espontéanea.

1.3.5. Teste de realocagéo de objetos

Este teste é usado para medir a capacidade cognitiva espacial. Os
animais foram habituados em uma caixa de madeira branca (40 cm x 60
cm x 50 cm de altura), durante 5 minutos, e retornaram a sua caixa de
residéncia. Apds 24h, os animais passaram por uma sessdo de
treinamento, onde foram expostos durante 5 minutos a dois objetos
idénticos localizados na caixa (objetos A e B medindo 6 cm de
profundidade x 3 cm de largura x 7 cm de altura) separados por uma
distancia de 15 cm, 8,5 cm da parede traseira e 8,5 cm da parede lateral.
O tempo de exploragdo de cada objeto na sessdo de treinamento foi
analisado para garantir que os camundongos ndo tivessem preferéncia
pelo objeto A ou B. Apds a sessdo de treinamento, os camundongos
foram entdo devolvidos a sua caixa de residéncia e um intervalo de 180
minutos foi realizado. Na sessdo de teste, ap6s os 180 minutos de
intervalo, os animais foram reexpostos a caixa com o objeto B realocado
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para outro local dentro da caixa, na direcdo oposta ao objeto A
(YAMADA et al., 2017; CHEN et al., 2016). O tempo de exploragdo
dos objetos A e B foi registrado nesta sessdo durante 5 minutos. O
indice de aprendizagem foi calculado na sessdo de teste da seguinte
forma: (tempo no objeto B x 100) / (tempo no objeto B + tempo no
objeto A). O aparato foi limpo usando etanol a 10% apds cada sessdo
para excluir possiveis pistas olfativas. Neste teste é esperado que os
animais explorem por mais tempo o objeto realocado, a auséncia desta
resposta revela uma falha na meméria.

1.4. Avaliacgdo do ciclo estral

Vinte e quatro horas apds o Ultimo teste comportamental (no 23°
dia), avaliou-se o estagio do ciclo estral dos camundongos fémeas. Os
animais foram segurados pela cauda com as patas dianteiras apoiadas
em uma superficie de gaiola. Uma pipeta Pasteur contendo solucédo
salina a 0,9% foi introduzida na vagina das fémeas, lavando-a
suavemente de trés a cinco vezes com a mesma solugdo salina. Uma
solucdo final foi coletada e colocada em uma I&mina de vidro e o
material foi observado sob microscépio de luz com objetiva de 10 x
(BYERS et al., 2012; CALIOGIONI, 2009). Trés tipos celulares foram
identificados: leucdcitos, células epiteliais cornificadas e células
epiteliais nucleadas. Cada Iamina de vidro foi caracterizada em um dos
guatro estagios possiveis para o ciclo estral que incluem: proestro, estro,
metaestro ou diestro.

1.5. Obtencdo das amostras, peso da adrenal e niveis de
glicose no sangue

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo logo apds a
avaliacdo do ciclo estral (no 23° dia). As glandulas suprarrenais foram
isoladas e pesadas. A fim de avaliar os niveis séricos de glicose, um
grupo de camundongos (n=5, por grupo) foi deixado em jejum por 12
horas apds a analise comportamental e antes da eutanasia. O sangue foi
coletado do tronco logo ap6s a decapitagdo e centrifugado (13.000 rpm,
10 min) para obter o soro. Os niveis de glicose no soro foram avaliados
usando um kit especifico para avaliacdo de glicose GOD-PAD obtido da
Kovalente. As estruturas encefalicas como o hipocampo e o cortex pré-
frontal foram dissecadas e todas as amostras foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em -80°C até as
andlises.
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1.6. Western Blot

O hipocampo e o coértex pré-frontal foram dissecados e
homogeneizados mecanicamente em tamp&o de amostra (200 mM Tris,
40 mM EDTA, SDS 4%, pH 6,8) e imediatamente aquecidos por 5
minutos. Uma solugéo contendo 40% de glicerol, 50mM de Tris, azul de
bromofenol e B-mercaptoetanol foi adicionado em cada amostra. As
proteinas foram dosadas pelo método de Lowry usando albumina bovina
sérica (BSA) como padrdo (LOWRY et al., 1951) e entdo 60 pg de
proteina total de cada amostra foi pipetada por poco e separada por
eletroforese em gel de poliacrilamida (concentracdo 12% de acrilamida)
contendo SDS (SDS-PAGE) e gel de entrada com 4% de acrilamida. A
seguir, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose e depois foram bloqueadas por 1h com 5% de leite em p6
desnatado diluido em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). O
anticorpo primario para caspase-1 (Santa Cruz Biotechnology) foi
diluido em TBS-T (10 mM Tris, 150 mM NaCl, Tween-20 0,1%, pH
7,5), contendo 2,5% de albumina bovina sérica (BSA) e posteriormente
foi incubado nas membranas contendo as proteinas em uma diluicdo de
1:1.000. As membranas foram lavadas com TBS-T, incubadas por 1h
com anticorpo secundario anti-coelho ligado a peroxidase (Temecula
CA92590, 1:5.000) e a imunorreatividade das bandas de procaspase-1
(p45) e caspase clivada (p10) foram reveladas por quimioluminescéncia
com o reagente LumiGLO® (Cell Signaling, Beverly, MA, EUA)
segundo especificacbes do fabricante. Todas as etapas de blogueio e
incubacdo foram seguidas por trés lavagens (5 minutos cada) das
membranas com TBS-T. A densidade dptica (DO) das bandas foi
guantificada usando o Image J software (Wayne Rasband, National
Institute of Mental Health, USA). O imunocontetdo da caspase-1 foi
corrigido através da determinacdo das proteinas totais das bandas
reveladas pelo corante Ponceau S. e uma razado entre a DO das bandas da
caspase-1/prd-caspase-1 foi determinada e apresentada.

1.7. Cromatografia Liquida de alta resolu¢do (HPLC)

Os niveis hipocampais e no cortex pré-frontal de noradrenalina,
dopamina e serotonina foram mensurados por HPLC. As amostras
foram pesadas e homogeneizadas em acido perclérico (0,2 M) e
centrifugadas (12.000 g) por 10 minutos. O sobrenadante foi injetado no
sistema de HPLC (Jasco CO-2060 Plus — Intelligent Fluorescence
Detector) equipado com uma coluna C18 (Microsorb-MV100-5 C18
chromatography column (250 x 4.6 mm, 5um). A temperatura da coluna
foi mantida a 35°C e com uma taxa de corrente de 1,0 ml/min. A fase
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movel foi composta de tampéo de acetato (12 mM CH3COOH, 0,26 mM
Na;EDTA) e metanol (86:14, v/v) com pH 3,5 (DE BENEDETTOA et
al., 2014). Os resultados foram expressos em ng/g de tecido.

1.8. ELISA

O hipocampo e o cértex pré-frontal foram homogeneizados em
tampdo (Tris 50mM, EDTA 1 mM, Fluoreto de soédio 100mM, fluoreto
de fenilmetano sulfonil 0,1 mM, Ortovanadato 2mm, Triton 1% e
Glicerol 10%) e centrifugados (10.000g por 10 min a 4°C) e o
sobrenadante foi coletado. Os niveis de IL-1B foram medidos no
hipocampo e o coOrtex pré-frontal usando kits de imunoensaio
especificos (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Mouse IL-18
uncoated ELISA Kit). A placa foi selada com 100 pl de anticorpo de
captura durante a noite. No dia seguinte a placa contendo o anticorpo de
captura foi lavada 3 vezes com tampdo de lavagem (PBS 1x, 0,05%
Tween, pH 7,4) e posteriormente foi bloqueada durante 1h utilizando
200 pl por pogo do diluente ELISA/ELISPOT 1x. O padrdo de IL-1p foi
reconstituido em agua destilada e a curva foi feita por uma diluicdo
seriada sendo o ponto mais alto 1.000 pg/ml. Ap6s o blogqueio a placa
foi lavada com tampdo de lavagem 3 vezes e as amostras e a curva
padrdo foram pipetadas (100 pl por poco). Apds a pipetagem das
amostras e da curva a placa foi selada e incubada a temperatura
ambiente por 2h. Depois desta incubagdo a placa foi lavada 3 vezes com
tampdo de lavagem e incubada a temperatura ambiente por 1h com o
anticorpo de deteccdo. Lavou-se a placa novamente com tampdo de
lavagem e adicionou-se a enzima avidina-horseradish (100 pl por pogo)
por 30 minutos. Apos este periodo a placa foi lavada com tampéo de
lavagem por 5 vezes e adicionou-se 100 pl de TMB solution 1x por
poco, o qual ficou incubando por 15 minutos. Ao final, a reacdo foi
parada utilizando 50 pl por pogo de 2N H>SO. € a placa foi lida em um
espectrofotdmetro a 450 nm. O coeficiente de variacdo intra-ensaio
(C.V.) foi inferior a 5% e o ensaio inter-ensaio C.V. foi inferior a 10%.
Os valores foram expressos em pg/mL.

1.9. Andlises estatisticas

Os resultados foram avaliados quanto a sua dispersdo e
normalidade com o teste de Shapiro-Wilk. As diferengas entre 0s grupos
experimentais foram analisadas por ANOVA de duas vias seguida do
teste de post-hoc de Bonferroni, quando apropriado. O peso dos animais
foi analisado por ANOVA com medidas repetidas seguida do teste de
post-hoc de Bonferroni e a diferenca no tempo explorando o objeto A e
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B no teste de realocacdo de objetos foi avaliada através do teste t de
Student. Os niveis de IL-1p foram logaritimizados para realizar a analise
paramétrica. Valores extremos foram identificados pelo teste de Grubbs
e foram posteriormente excluidos das andlises. Os dados estdo
representados como médiatE.P.M e p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

2. Resultados

2.1. Alteragdes comportamentais induzidas pelo ECI e pelo
tratamento com glibenclamida

2.1.1. AlteracBes de peso corporal, niveis séricos de glicose e
peso da adrenal

A Figura 2A mostra os efeitos do estresse e do tratamento com
glibenclamida no peso corporal dos animais. A ANOVA de duas vias
com medidas repetidas revelou um efeito significativo para o tempo
[F(3,108)=27,96, p<0,001] e para a interagdo entre tempo e
ECl/tratamento [F(9,108)=6,00, p<0,0001]. A analise de post-hoc de
Bonferroni indicou que no 14° dia do protocolo de ECI, os animais
estressados tiveram uma reducdo significativa no peso corporal quando
comparados aos controles tratados com veiculo (p<0,01) e aos controles
tratados com glibenclamida (p<0,05) e este efeito ndo foi observado no
21° dia. Adicionalmente, em nenhum tempo observado encontrou-se
diferencas significativas no peso dos animais estressados e tratados com
glibenclamida quando comparados aos animais controles que receberam
veiculo. Estes resultados corroboram com dados prévios na literatura
gue demonstram a capacidade do ECI em influenciar o ganho de peso
corporal e sugerem que este efeito possa ser minimizado pelo tratamento
com glibenclamida. A Figura 2B mostra o peso da suprarrenal no final
do protocolo de ECI, devidamente corrigido de acordo com o peso de
cada animal. A ANOVA de duas vias apresenta um efeito significativo
para o ECI [F(1,16)=7,40, p=0,015] e para a interagdo entre ECI e
tratamento [F(1,16)=13,12, p=0,002], mas ndo para o tratamento com
glibenclamida [F(1,16)=0,24, p=0,632]. A analise de post-hoc indicou
que o grupo ECI + Glib 5 apresentou uma diminuicdo significativa no
peso da adrenal (p=0,002) quando comparado ao grupo Controle + Glib.
Uma vez que a glibenclamida é um composto hipoglicémico, o0s
resultados exibidos na Figura 2C demonstram os efeitos do ECI e do
tratamento com glibenclamida nos niveis séricos de glicose. Conforme
revelado pela ANOVA de duas vias, ndo foram observadas diferencas
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para o ECI [F(1,16)=0,17, p=0,681], para o tratamento [F(1,16)=2,12,
p=0,164], ou uma interacdo entre ECI e tratamento [F(1,16)=2,83,
p=0,112]. Além disso, foram encontrados 8 (17%) animais na fase de
pré-estro, 6 (12,8%) na fase estro, 14 (29,8%) na fase metaestro e 15
(31,9%) na fase diestro do ciclo estral. No entanto, ndo foram
observadas diferencas no ciclo estral dos animais em comparagdo com
qualquer analise bioguimica e comportamental (dados ndo mostrados).

Figura 2: Efeitos do ECI e do tratamento com glibenclamida (5 mg/kg, v.0.)
por 21 dias no peso corporal, peso da adrenal e niveis séricos de glicose
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Legenda: O peso corporal (g) foi mensurado no dia de inicio do protocolo de
ECI (basal) e posteriormente no dia 7, dia 14 e dia 21 (n=10 por grupo, Figura
A). O peso da adrenal (mg) foi calculado por uma razéo entre o peso do animal
e 0 peso da adrenal ap6s o término do protocolo de ECI (n=5 por grupo, figura
B). Os niveis séricos de glicose foram avaliados em um grupo de animais com
12 horas de jejum (n= 5 por grupo, figura C). Os dados estdo representados
como médiatE.P.M. * representa p<0,05 comparado ao grupo Controle + Veic
e * representa p<0,05 comparado ao grupo Controle + Glib 5. Glib 5:
Glibenclamida 5 mg/kg; ECI: Estresse cronico imprevisivel; Veic: Veiculo.

2.1.2. Comportamento associado a depressado e locomogéo

Com a finalidade de \verificar possiveis alteracdes
comportamentais associadas a depressdo e os efeitos da administracdo
sistémica de glibenclamida por 21 dias nos animais submetidos ao ECI,
foram realizados o teste de suspensdo pela cauda e o teste do nado



76

forcado. A Figura 3A mostra os resultados para o teste de suspensdo
pela cauda, onde a ANOVA de duas vias ndo revelou diferencas
significativas para o efeito do ECI [F(1,35)=1,134, p=0,294] ou para 0
efeito do tratamento [F(1,35)=0,392, p=0,535]. No entanto, uma
interacdo significativa entre ECI e o tratamento foi observada
[F(1,35)=12,58, p=0,001]. A anélise de post-hoc comparando 0s quatro
grupos experimentais indicou que os animais submetidos ao ECI
apresentaram maior tempo de imobilidade quando comparados aos
animais do grupo controle (p=0,020), além disso, o tratamento com
glibenclamida diminuiu significativamente o tempo de imobilidade dos
animais estressados (p=0,019, comparado com ECI + Veic). A Figura
3B exibe os resultados para o teste do nado forcado. A ANOVA de duas
vias ndo revelou diferencas significativas para o ECI [F(1,34)=1,89,
p=0,178] ou para o tratamento [F(1,34)=0,73, p=0,400]. No entanto, foi
observada uma interagdo significativa entre ECI e o tratamento
[F(1,34)=7,89, p=0,008]. A analise de post-hoc utilizada para
comparagdes multiplas entre 0s quatro grupos experimentais indicou
gue 0s animais submetidos ao ECI e tratados com veiculo tiveram um
aumento significativo no tempo de imobilidade quando comparados ao
grupo controle + Veic (p=0,027) e este efeito foi parcialmente prevenido
no grupo de ECI tratado com glibenclamida (p=1,00 quando comparado
ao grupo Controle + Veic e p=0,084 quando comparado ao grupo ECI +
Veic). Os resultados apresentados na Figura 3C mostram a locomocgéo
espontanea dos animais analisados no teste do campo aberto. A
ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo do ECI
[F(1,34)=6,63, p=0,014], mas nenhum efeito para o tratamento com
glibenclamida [F(1,34)=0,19, p=0,665] ou para o interagdo entre ECl e 0
tratamento [F(1,34)=0,12, p=0,731]. Nenhuma diferenga nos grupos
experimentais foi encontrada na analise de post-hoc de Bonferroni.
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Figura 3: Efeitos do ECI e do tratamento com glibenclamida (5 mg/kg, v.0.)
por 21 dias nos comportamentos associados a depressdo e locomogéo
espontanea
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Legenda: O tempo de imobilidade foi avaliado no TSC (Controle + Veic, n=9;
Controle + Glib 5, n=9; ECI + Veic, n=10; ECI + Glib 5, n=12) e no TNF
(Controle + Veic, n=10; Controle + Glib 5, n=9; ECI + Veic, n=10; ECI + Glib
5, n=9), demonstrados em A e B, respectivamente. A locomogao espontanea (C)
foi avaliada pelo nimero de cruzamentos dos quadrantes do TCA (Controle +
Veic, n=9; Controle + Glib 5, n=9; ECI + Veic, n=10; ECI + Glib 5, n=10). Os
dados estdo representados como média+E.P.M. @ representa p<0,05 comparado
ao grupo Controle + Veic e * representa p<0,05 comparado ao grupo ECI +
Veic. Glib 5: Glibenclamida 5 mg/kg; ECI: Estresse cronico imprevisivel; Veic:
Veiculo; TSC: Teste de suspensdo pela cauda; TNF: Teste do nado for¢ado;
TCA: Teste do campo aberto.

2.1.3. Comportamentos relacionados a ansiedade

Os resultados da Figura 4A mostram os efeitos do ECI e do
tratamento com glibenclamida nos comportamentos relacionados a
ansiedade, avaliados pela % de tempo gasto nos bracos abertos do teste
do labirinto em cruz elevado. A ANOVA de duas vias revelou que nao
h& um efeito significativo para o ECI [F(1,35)=0,06, p=0,813], para o
tratamento [F(1,35)=0,29, p=0,596] ou para a interacdo entre ECI e 0
tratamento [F(1,35)=1,31, p=0,260]. Adicionalmente, a Figura 4B
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demonstra 0 numero de entradas nos bracos fechados no teste do
labirinto em cruz elevado, outra avaliagdo de comportamento
ambulatorial. Como revelado pela ANOVA de duas vias, ndo foram
observadas diferencas de efeito do ECI [F(1,35)=0,003, p=0,951], do
tratamento [F(1,35)=0,001, p=0,968] ou uma interacdo entre o ECI e 0
tratamento [F(1,35)=0,001, p=0,968].

Figura 4. Efeitos do ECI e do tratamento com glibenclamida (5 mg/kg, v.0.)
por 21 dias no comportamento associado a ansiedade no teste do labirinto
em cruz elevado

@ Controle

' 3 ECl

Veic Glib5 Veic Glib5 Veic  Glib 5 Veic  Glib5

® m

&3 Controle
O ECl

abertos (%)
© a2 N w & o
@

Numero de entradas
nos bragos fechados
S

Tempo nos bragos

o

Legenda: A % de tempo nos bragos abertos (A) do teste do labirinto em cruz
elevado foi calculada usando o tempo total nos bragos abertos + o tempo total
nos bragos fechados igual a 100%. Esse parametro foi considerado um
indicativo de comportamento ansiolitico (Controle + Veic, n=9; Controle + Glib
5, n=10; ECI + Veic, n=10; ECI + Glib 5, n=10). O nimero de entradas nos
bragos fechados do teste do labirinto em cruz elevado foi utilizado como um
indicativo de locomogdo espontanea (Controle + Veic, n=10; Controle + Glib 5,
n=10; ECI + Veic, n=10; ECI + Glib 5, n=10). Os dados estdo representados
como médiatE.P.M. ECI: Estresse cronico imprevisivel; Veic: Veiculo; Glib 5:
Glibenclamida 5 mg/kg.

2.1.4. Memodria espacial

Os resultados apresentados na Figura 5A ndo mostram diferengas
na exploracdo entre o objeto A e o objeto B na sessdo de treinamento do
teste de realocacdo de objetos (t(78)=0,810, p=0,420). No entanto, como
demonstrado na Figura 5B, quando os animais foram expostos a sesséo
de teste, 180 minutos apds o treinamento, a ANOVA de duas vias
revelou um efeito significativo para o ECI sobre os indices de
aprendizagem dos animais [F(1,35)=8,62, p=0,005], para o tratamento
[F(1,35)=5,40, p=0,026], e uma interacdo significativa entre o ECI e o
tratamento [F(1,35)=6,43, p=0,015]. A andlise de post-hoc comparando
0S quatro grupos experimentais indicou que 0s animais submetidos ao
ECI apresentaram uma reducéo significativa no indice de aprendizagem
qguando comparados aos controles (p=0,002, utilizando o teste post-hoc
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de Bonferroni) e o tratamento com glibenclamida foi capaz de prevenir a
diminuicdo do indice de aprendizagem nos animais do grupo ECI + Glib
5 (p=0,01 comparado ao grupo ECI + Veic, utilizando o teste post-hoc
de Bonferroni).

Figura 5. Efeito do ECI e do tratamento com glibenclamida (5 mg/kg, v.0.)
por 21 dias na memoria espacial avaliada no teste de realocacdo de objetos
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Legenda: O tempo gasto explorando o objeto A e o objeto B foi avaliado na
fase de treinamento do teste de realocacdo de objetos (A). O tempo gasto
explorando o objeto realocado na fase de teste do teste de realocacéo de objetos
foi avaliado (B), (Controle + Veic, n=10; Controle + Glib 5, n=10; ECI + Veic,
n=10; ECI + Glib 5, n=9). Os dados estdo representados como médiatE.P.M. *
representa p<0,05 comparado ao grupo Controle + Veic e ® representa p<0,05
comparado ao grupo ECI + Glib 5. Glib 5: Glibenclamida 5 mg/kg; ECI:
Estresse cronico imprevisivel; Veic: Veiculo.

2.2. AlteracBes neuroquimicas

2.2.1. Niveis de caspase-1 e pro-caspase-1

Para inferir uma possivel ativacdo da via mediada pelo
inflamassoma NLRP3, a Figura 6 apresenta uma razao entre os niveis
proteicos obtidos pela avaliagdo da imunorreatividade da caspase-1
clivada (p10) e da prd-caspase-1 (p45) no hipocampo e clrtex pré-
frontal dos animais submetidos ao ECI e tratados com glibenclamida. A
ANOVA de duas vias demonstra que ndo ha um efeito significativo do
ECI [F(1,24)=0,368, p=0,549] ou do tratamento [F(1,24)=2,713,
p=0,112] e também ndo h& uma interacdo significativa entre o ECI e 0
tratamento com glibenclamida [F(1,24)=0,054, p=0,817] sobre os niveis
de caspase-1 no hipocampo (Figura 6A). Por outro lado, a ANOVA de
duas vias ndo demonstrou um efeito significativo para o ECI
[F(1,24)=0,240, p=0,628], porém, mostrou um efeito significativo do
tratamento com glibenclamida [F(1,24)=10,34, p=0,003] sobre 0s niveis
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de caspase-1 no cdrtex pré-frontal. Nenhuma interacdo significativa foi
observada entre o ECI e o tratamento com glibenclamida
[F(1,24)=0,006, p=0,935]. A imunorreatividade para a caspase-1 e para
a pro-caspase-1 ndo foi significativamente diferente entre os grupos
experimentais (dados ndo mostrados).

Figura 6. Efeito do ECI e do tratamento com glibenclamida (5 mg/kg, v.0.)
por 21 dias nos niveis de caspase-1
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Legenda: Os niveis da pro-caspase-1 e da caspase-1 clivada no hipocampo
(n=7 por grupo) e no cortex pré-frontal (n=7 por grupo) foram analisados nos
diferentes grupos experimentais. O imunocontetdo das proteinas foi corrigido
através da determinacdo das proteinas totais das bandas reveladas pelo corante
Ponceau S. e uma razdo entre a DO da banda de caspase-1 clivada / DO da
banda de pro-caspase-1 foi determinada e apresentada. Os dados estdo
representados como média+E.P.M. ECI: Estresse cronico imprevisivel; Veic:
Veiculo; Glib 5: Glibenclamida 5 mg/kg; DO: Densidade Optica.

2.2.2. Niveis de monoaminas

Os resultados apresentados na Tabela 2 mostram os niveis dos
neurotransmissores monoaminérgicos no hipocampo e cértex pré-frontal
dos animais submetidos ao ECI e tratados com glibenclamida (5 mg/kg,
v.0.) por 21 dias. A ANOVA de duas vias demonstra que ndo ha um
efeito significativo do ECI [F(1,25)=0,847, p=0,366] e do tratamento
[F(1,25)=1,178, p=0,288] e também ndo ha uma interacdo significativa
entre o ECI e o tratamento com glibenclamida [F(1,25)=0,328, p=0,572]
sobre os niveis hipocampais de noradrenalina. Também ndo observou-se
um efeito significativo para o ECI [F(1,25)=1,642, p=0,212] e para 0
tratamento [F(1,25)=1,491, p=0,233] ou uma interacdo significativa
entre 0 ECI e o tratamento com glibenclamida [F(1,25)=3,177, p=0,086]
sobre os niveis hipocampais de dopamina. Além disso, a ANOVA de
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duas vias ndo apontou um efeito significativo para o ECI
[F(1,25)=0,322, p=0,575], para o tratamento com glibenclamida
[F(1,25)=1,575, p=0,221] ou uma interacdo significativa entre as
variaveis [F(1,25)=1,490, p=0,233] em relacdo aos niveis hipocampais
de serotonina, demonstrando que o ECI e o tratamento com
glibenclamida ndo modulam os niveis de neurotransmissores
monoaminérgicos no hipocampo.

Por outro lado, no cdrtex pré-frontal observou-se um efeito
significativo do ECI [F(1,23)=58,8, p<0,0001] e do tratamento
[F(1,23)=10,90, p=0,003], contudo ndo h& uma interacdo significativa
entre ECI e tratamento [F(1,23)=0,8, p=0,388] para o0s niveis de
noradrenalina. A analise de post-hoc de Bonferroni indica que o ECI
aumentou os niveis de noradrenalina no cortex pré-frontal quando
comparado ao grupo Controle + Veic (p<0,0001). Além disso, o
tratamento com glibenclamida aumentou os niveis de noradrenalina
comparado ao controle + Veic (p=0,046). Adicionalmente, a ANOVA
de duas vias demonstrou que ha um efeito significativo do ECI
[F(1,23)=8,04, p=0,009], mas ndo do tratamento [F(1,23)=2,98,
p=0,097] ou da interacdo entre ECI e o tratamento [F(1,23)=2,18,
p=0,152] para os niveis de dopamina no cortex pré-frontal. Quando feita
a comparacdo entre os diferentes grupos pela andlise de post-hoc de
Bonferroni, observa-se que o grupo ECI apresentou menores niveis de
dopamina quando comparados aos animais do grupo Controle + Veic
(p=0,042), e o tratamento com glibenclamida nos animais estressados
preveniu parcialmente essa reducdo (p=1,00, comparado com 0 grupo
Controle + Glib 5 e p=0,119 quando comparado ao grupo ECI + Veic).
Por fim, ndo observamos nenhum efeito significativo para o ECI
[F(1,23)=0,479, p=0,495], para o tratamento [F(1,23)=0,392, p=0,537]
ou para uma interacdo entre ECI e o tratamento [F(1,23)=0,701,
p=0,411] nos niveis de serotonina no cértex pré-frontal dos animais.

Assim, podemos concluir que com relacdo aos niveis de
neurotransmissores monoaminérgicos os resultados mostram que tanto o
ECI quanto o tratamento com glibenclamida causam um aumento da
noradrenalina no cértex pré-frontal, um efeito que ndo é potencializado
no grupo ECI + glibenclamida. Além disso, o ECI diminui os niveis de
dopamina no coértex pré-frontal, um efeito que é parcialmente prevenido
pelo tratamento com glibenclamida por 21 dias. Os niveis de serotonina
no cértex pré-frontal ou de qualquer neurotransmissor monoaminérgico
no hipocampo néo foram alterados pelo ECI ou pelo tratamento.
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Tabela 2. Efeito do ECI e do tratamento com glibenclamida sobre os niveis
de neurotransmissores monoaminérgicos

Grupos experimentais Neurotransmissores

Hipocampo Noradrenalina Serotonina Dopamina
Controle + Veic 59,00+0,615 52,54+0,44 207,7+8,96
Controle + Glib 5 59,73+0,92 52,58+0,615 202,6+9,77
ECI + Veic 56,88+2,23 50,05+1,98 180,2+9,54
ECI + Glib 5 59,24+0,917 53,49+1,58 207,1+7,04
Cortex pré-frontal Noradrenalina Serotonina Dopamina
Controle + Veic 93,23+018 84,27+0,29 214,1+7,34
Controle + Glib 5 94,14+0,17* 84,72+0,20 202,6+9,77
ECI + Veic 95,08+0,18* 87,57+3,55 180,2+9,53*
ECI + Glib 5 95,60+0,32*# 84,41+0,36 207,1+7,04

Legenda: A concentragdo de noradrenalina, serotonina e dopamina foi avaliada
no hipocampo (Controle + Veic, n=7; Controle + Glib , n=7; ECI + Veic, n=8;
ECI + Glib , n=7) e no cdrtex pré-frontal (Controle + Veic, n=6; Controle +
Glib , n=7; ECI + Veic, n=8; ECI + Glib , n=6) dos animais controle ou
submetidos ao ECI e ao tratamento com glibenclamida (5 mg/kg, v.o. por 21
dias) ou veiculo. Os dados estdo representados como médiatE.P.M. *
representa p<0,05 comparado ao Controle+Veic; # representa p<0,05 comparado
ao Controle + Glib 5. ECI: Estresse cronico imprevisivel; Veic: Veiculo; Glib 5:
Glibenclamida 5 mg/kg.

2.3. Alterac0es inflamatoérias

A Figura 7 apresenta os niveis de IL-1p no hipocampo e no
cortex pré-frontal dos animais submetidos ao ECI e tratados com
glibenclamida por 21 dias. A andlise por ANOVA de duas vias
demonstra que ndo had um efeito significativo para o ECI
[F(1,16)=0,186, p=0,671], para o tratamento com glibenclamida
[F(1,16)=0,002, p=0,963] ou para uma interacdo entre o ECIl e o
tratamento [F(1,16)=0,003, p=0,955] sobre o0s niveis hipocampais de IL-
1B (Figura 7A). Na Figura 7B observa-se 0s niveis de IL-1J no cortex
pré-frontal. A ANOVA de duas vias revelou que ndo ha um efeito
significativo do ECI [F(1,10)=0,03, p=0,952], mas observa-se uma
tendéncia para um efeito significativo do tratamento [F(1,10)=4,071,
p=0,071] e ha uma interacdo significativa entre o ECI e o tratamento
com glibenclamida [F(1,10)=11,046, p=0,007]. Uma comparac¢do entre
0s grupos experimentais realizada pelo teste de post-hoc de Bonferroni
mostra que o tratamento com glibenclamida diminui significativamente
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(p=0,028) os niveis de IL-1p no cortex pré-frontal dos animais
submetidos ao ECI.

Figura 7. Efeito do ECI e do tratamento com glibenclamida (5 mg/kg, v.0.)
por 21 dias sobre os niveis de IL-1p
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Legenda: Niveis de IL-1B no hipocampo (Controle + Veic, n=6; Controle +
Glib 5, n=4; ECI + Veic, n=4; ECI + Glib 5, n=6) e no cdrtex pré-frontal
(Controle + Veic, n=3; Controle + Glib 5, n=5; ECI + Veic, n=5; ECI + Glib 5,
n=2) dos animais controle ou submetidos ao ECI e ao tratamento com
glibenclamida (5 mg/kg, v.o. por 21 dias) ou veiculo (Figuras A e B,
respectivamente). Os dados estdo representados como médiaxE.P.M. @
representa p<0,05 comparado ao ECI + Veic. ECI: Estresse cronico
imprevisivel; Veic: Veiculo; Glib 5: Glibenclamida 5 mg/kg.

3. Discusséo

E amplamente aceito que modelos animais de estresse em
roedores sdo capazes de induzir diferentes alteraces comportamentais e
neuroquimicas relevantes para o estudo do TDM. O principal achado do
presente estudo foi que o tratamento sistémico com glibenclamida por
21 dias preveniu o comportamento depressivo e 0 prejuizo de meméria
induzidos pelo ECI em camundongos fémeas. Além disso, a maior parte
das alteraces neurogquimicas induzidas pelo estresse foram observadas
no cortex pré-frontal, incluindo um aumento dos niveis de IL-1§ e
noradrenalina, e uma redugdo nos niveis de dopamina. O tratamento
com glibenclamida foi capaz de normalizar os niveis de IL-1fB e
dopamina no cdrtex pré-frontal, sugerindo que esta comunicagdo
neuroimune pode ser um dos mecanismos associados aos efeitos
comportamentais observados.

O protocolo de ECI induziu efetivamente mudancas nos
parametros fisioldgicos, como a reducdo do peso corporal. Uma
diminuicdo no ganho de peso dos animais submetidos ao ECI ja foi
relatada anteriormente (VIEIRA et al., 2018; ABDUL SHUKKOOR et
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al., 2016), e pode estar relacionada a acdo dos glicocorticoides sobre a
mobilizacdo dos estoques de energia e aumento da gliconeogénese
hepéatica (HARRIS, 2015). Curiosamente, a reducdo do peso observada
no final da segunda semana de estresse foi normalizada ao final do
protocolo. O tratamento com glibenclamida atenuou o efeito do estresse
cronico no ganho de peso na terceira semana, mas esses resultados néo
foram significativos. Com base nesses achados, € possivel especular que
0s animais submetidos ao ECI tenham uma adaptacdo apos a segunda
semana. Esta ideia é apoiada pelos resultados que ndo mostram
alteragdes no peso da suprarrenal no final do protocolo. Entretanto, uma
avaliacdo adicional dos niveis de corticosterona na segunda e terceira
semana poderia ser importante para determinar se o ECI por trés
semanas foi suficiente para induzir mudancas sustentadas no eixo HPA.

O estresse cronico atua como fator de predisposicdo no
aparecimento do TDM em humanos (MONROE et al., 2009; STROUD
et al., 2008). De fato, varios estudos indicam que modelos animais de
estresse cronico sdo capazes de induzir comportamentos depressivos em
roedores (JOELS et al., 2004; KUBERA et al., 2001; MOREAU et al.,
1995; D’AQUILA, BRAIN ¢ WILLNER, 1994). Dentre esses modelos,
0 ECI é provavelmente o mais translacional para 0s humanos
(MCEWEN et al., 2000), uma vez que ratos ou camundongos expostos
ao ECI desenvolvem uma série de alteragdes comportamentais,
morfoldgicas e hormonais tipicas do TDM (WILLNER, 2016; HILL et
al., 2012).

Neste estudo, o tratamento sistémico com glibenclamida durante
0 protocolo de ECI ndo produziu um efeito antidepressivo per se no
TNF e no TSC, mas preveniu o efeito depressivo induzido pelo ECI nos
dois testes. Estes resultados corroboram um estudo anterior do nosso
grupo que demonstrou que a administracdo intracerebroventricular de
glibenclamida causa um efeito antidepressivo em camundongos
submetidos a0 TNF (KASTER et al.,, 2007). Além disso, SU e
colaboradores (2017) demonstraram que o tratamento com uma dose
maior de glibenclamida (10 mg/kg, por 12 semanas) também foi capaz
de prevenir o comportamento depressivo no TSC e anedbnico no teste
de preferéncia por sacarose induzidos por 12 semanas de estresse
cronico moderado em camundongos C57BL/6J machos.

A glibenclamida é um agente hipoglicémico oral usado para tratar
a diabetes mellitus por meio do blogueio dos canais de potassio
sensiveis ao ATP (Surl-Kir6.2) nas células B das ilhotas pancredticas,
levando a despolarizagdo da membrana plasmatica, ativagdo dos canais
de calcio dependentes de voltagem e liberacdo de insulina (ASFCROFT,
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2006). E importante ressaltar que, no estudo de SU e colaboradores
(2017), alteracGes periféricas que sugerem resisténcia a insulina foram
observadas nos animais apés 12 semanas de estresse. No presente estudo
ndo foram detectados sinais de alteragdes na glicemia dos animais
submetidos ao ECI ou tratados com glibenclamida. Estes resultados
podem sugerir que os efeitos da glibenclamida ndo séo secundarios a
normalizacdo do metabolismo periférico da glicose e insulina. Além de
seus efeitos hipoglicemiantes, a glibenclamida é capaz de inibir o
inflamassoma NLRP3 e ainda a secrecdo de IL-1p em macréfagos
(LAMKANFI et al., 2009). A inibicdo do inflamassoma NLRP3 foi
descrita como um potencial mecanismo de efeito antidepressivo tanto
em estudos pré-clinicos quanto em estudos clinicos (KAUFMANN et
al., 2017). Nesse sentido, alguns estudos surgiram demonstrando o papel
da inibigdo do NLRP3 induzida pela glibenclamida na melhora de varias
condicdes patoldgicas inflamatérias, como a disfuncdo miocardica na
sepse (ZHANG et al., 2014), infeccdo por cistite bacteriana (HUGHES
et al., 2014), displasia broncopulmonar (LIAO et al., 2015), doenca
renal (DIWAN, GOBE e BROWN, 2014) e resisténcia a insulina
(HENRIKSBO et al., 2014). De fato, SU e colaboradores (2017)
também demonstraram que um dos mecanismos associados aos efeitos
comportamentais da glibenclamida é a reducdo da sinalizagdo do
inflamassoma NLRP3 induzida pelo ECI no hipocampo (SU et al.,
2017). No presente estudo, ndo foi encontrado um aumento na
sinalizacdo hipocampal do inflamassoma NLRP3 (apds analisar as
proteinas caspase-1 e IL-1B no hipocampo). Contudo, é importante
ressaltar que o protocolo de ECI foi realizado durante 21 dias em
fémeas, enquanto que SU e colaboradores (2017) utilizaram um
protocolo de 12 semanas em machos. No entanto, encontramos uma
tendéncia de aumento nos niveis IL-1B no cortex pré-frontal, que pode
sugerir uma ativacdo da via do inflamassoma NLRP3 e o impacto do
estresse de 21 dias sobre esta estrutura. Este efeito foi prevenido pelo
tratamento com glibenclamida, refor¢ando seu efeito como inibidor do
complexo NLRP3.

Demonstramos que o tratamento com glibenclamida também
preveniu o prejuizo de memoria induzido pelo ECI em camundongos. E
importante notar que a glibenclamida ndo melhorou a memdria nos
camundongos controle, mas preveniu os efeitos negativos do ECI. O
tratamento com glibenclamida ja foi demonstrado melhorar o prejuizo
de meméria no teste do labirinto aquético de Morris ap6s um modelo de
hemorragia subaracnéide em camundongos (TOSUN et al., 2013) e sua
administracdo aguda em camundongos jovens com menos de 3 semanas
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sob uma dieta rica em gorduras foi capaz de melhorar o prejuizo de
meméria observado no teste de realocacdo de objeto e no teste de
reconhecimento do objeto (GAINEY et al., 2016). Em estudos clinicos,
a terapia com glibenclamida melhorou pardmetros como escores de
inteligéncia, atencdo visual e habilidades motoras em criangas com
diabetes neonatal (BELTRAND et al., 2015).

Dados clinicos mostram que a coexisténcia do TDM com
sintomas de ansiedade é mais uma regra do que uma excecdo. De fato,
um efeito ansiolitico ja foi demonstrado ap6s o tratamento com
glibenclamida em um modelo de dieta hiperlipidica (GAINEV et al.,
2016). Nossos resultados ndo mostraram um efeito ansiogénico do ECI,
ja demonstrado na literatura (MITRA et al., 2005). Nem o ECI nem o
tratamento com glibenclamida foram capazes de mudar o0s
comportamentos relacionados com a ansiedade dos animais. Embora os
efeitos cognitivos do estresse estejam geralmente associados a
plasticidade de areas como o hipocampo e areas corticais, € provavel
gue os aspectos afetivos dos transtornos relacionados ao estresse, como
0 aumento da ansiedade, envolvam a amigdala, que desempenha um
papel crucial no processamento de experiéncias aversivas (LABAR,
2007).

Ao avaliar os niveis de monoaminas nos animais submetidos ao
ECI foi possivel observar um aumento significativo de noradrenalina no
cortex pré-frontal. Sabe-se que o estresse aumenta a atividade dos
neurdnios do locus coeruleus, a principal fonte de noradrenalina no
cortex dos mamiferos (SEKI, YOSHIDA, JAISWAL, 2018) e essa
ativacdo leva a um aumento na liberacdo de noradrenalina por todo o
encéfalo, incluindo no cortex pré-frontal (CHANDLER et al., 2014).
Na&o obstante, a ativacdo do locus coeruleus contribui para a ativacéo do
eixo HPA Ilevando a um aumento na producdo de cortisol e
desempenhando um importante papel na inducdo do TDM pelo estresse,
pois os neurdnios noradrenérgicos do locus coeruleus tém como alvo os
neurdnios que produzem o horménio CRH (ATZORI et al., 2016). Por
outro lado, um aumento na inflamacéo também pode aumentar os niveis
de noradrenalina (CHANDLER et al., 2014). De fato, a noradrenalina
esta relacionada a regulacéo da cognicdo, motivacdo e interacdo social e
diversos estudos observaram que ha um aumento na liberagdo de
noradrenalina e uma alta responsividade do locus coeruleus em modelos
de estresse que exibem comportamentos depressivos (CHANDLER et
al., 2014; KREINER et al., 2011; TANAKA et al., 2000).

Por outro lado, o estresse cronico pode induzir uma
neurodegeneracdo no locus coeruleus o que pode implicar em um dano
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nos neurdnios noradrenérgicos e consequentemente uma diminuicdo nos
niveis de noradrenalina liberados, podendo resultar em comportamentos
depressivos (CHANDLER et al., 2014; MORET e BRILEY, 2011). De
fato, a deplecdo experimental de noradrenalina no encéfalo resulta no
retorno dos sintomas depressivos apés um tratamento efetivo com
antidepressivos que atuam sobre o sistema noradrenérgico (MORET e
BRILEY, 2011). Nesse sentido, o estresse cronico utilizado no presente
trabalho ndo levou a uma diminuicdo dos niveis de noradrenalina no
cortex pré-frontal, o que talvez possa ocorrer com o uso de um protocolo
de estresse mais duradouro.

Além disso, foi possivel observar uma diminuicdo nos niveis de
dopamina nos animais estressados. A disfuncdo do sistema
dopaminérgico estd implicada em problemas de motivacdo, processos
hedbnicos como prazer e recompensa e durante 0 TDM tem um papel
importante nas recaidas dos sintomas depressivos (PAULINE e
GRACE, 2017). De fato, o estresse cronico diminui os niveis de
dopamina em diferentes regifes encefalicas (PANI, A PORCELLA e
GESSA, 2000). Além disso, o proprio inflamassoma NLRP3 foi
demonstrado ser inibido pela dopamina via receptores D1 de dopamina
em células de medula dssea estimuladas com LPS (YAN et al., 2015).
Um aumento na inflamagdo parece influenciar as enzimas da via
monoaminérgica, uma vez que foi demonstrado que o tratamento com
IL-1B pode aumentar a expressdo da enzima tirosina hidroxilase
(SIRIVELU et al., 2012). Isso sugere que no presente estudo, o ECI
pode influenciar a atividade desta enzima deslocando a dopamina para a
producdo de noradrenalina e a diminuicdo da dopamina leva a uma falha
na inibigdo do inflamassoma NLRP3, contudo, esses dados precisam ser
melhor investigados no futuro. Curiosamente, o tratamento com
glibenclamida por 21 dias aumentou os niveis de noradrenalina no
cortex pré-frontal dos animais controles + Glib 5, sugerindo que a
glibenclamida parece atuar sobre as vias noradrenérgicas e, nesse caso,
potencializando a liberagdo desse neurotransmissor. Por outro lado, o
tratamento com glibenclamida preveniu a diminui¢cdo nos niveis de
dopamina induzidos pelo ECI no cdrtex pré-frontal.

Assim, os dados sugerem que o ECI e o tratamento com
glibenclamida por 21 dias modulam a inflamacéo e vias dopaminérgicas
e noradrenérgicas no cortex pré-frontal de camundongos fémeas.
Contudo, ainda ndo esta claro se o ECI é capaz de induzir a ativacdo do
inflamassoma NLRP3 no cértex pré-frontal e uma avaliagdo mais
completa da via, incluindo as proteinas NLRP3, ASC, NFkB e¢ TLR-4
ajudariam a esclarecer sua contribuigdo para os efeitos comportamentais
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observados. Além disso, o tratamento com a glibenclamida se mostrou
eficaz na prevengdo dos comportamentos induzidos pelo ECI, contudo,
seu mecanismo de acdo e sua interagdo com o sistema monoaminérgico
precisam ser investigados.
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2. Estudo em humanos: Efeito do polimorfismo de troca Unica
rs10754558 no gene do inflamassoma NLRP3, niveis séricos de
interleucina-1p e prevaléncia do Transtorno Depressivo Maior

Nas Gltimas trés décadas, foi descrita uma interacdo entre a
ativacdo do sistema imune e mudancas nos circuitos encefalicos
relacionados ao humor, cognicdo e respostas heddnicas (WOHLEB et
al., 2016; MILLER et al., 2008). Apds uma situacdo estressante, a
ativacdo do sistema imune inato pode ser neuroprotetora ou neurotoxica,
dependendo da persisténcia do evento inflamatério e também da
resiliéncia individual (MENARD et al., 2017). Dados de estudos pré-
clinicos mostram que as diferencas individuais nas respostas imunes
estdo associadas a suscetibilidade versus resiliéncia ao estresse social
crbnico e, possivelmente, ao TDM (MENARD et al., 2017). Neste
cenario, os PRRs parecem desempenhar um papel importante na
interacdo  reciproca entre estresse, inflamacdo e respostas
comportamentais. Esses receptores sdo primariamente expressos por
células imunes periféricas e dentro do SNC em astrocitos,
oligodendrécitos, neurbnios e microglia, atuando através do
reconhecimento de moléculas externas como os PAMPs e moléculas
associadas a danos celulares, os DAMPs (KIGERL et al., 2014,
MARTINON et al., 2002).

Os PRRs citosdlicos NLRs estdo envolvidos na montagem de
complexos proteicos citosélicos conhecidos como inflamassomas. O
complexo inflamassoma NLRP3 é responsavel, em Ultima instancia,
pela clivagem proteolitica e pela maturagdo das citocinas IL-1p e 1L-18,
0 que promove respostas imunes inatas associadas a infeccdo e
inflamagdo (KAUFMANN et al., 2017). Dados recentes da literatura
demonstraram que a sinalizacdo mediada pela ativacéo do inflamassoma
NLRP3 pode ser uma ligacdo entre a resposta ao estresse e a ativago
neuroimune, fatores que s@o chave na patogénese do TDM (ALCOCER-
GOMEZ et al., 2017; ALCOCER-GOMEZ & CORDERO, 2014;
IWATA et al., 2013). Estudos pré-clinicos demonstraram um aumento
da expressdo e ativacdo do inflamassoma NLRP3 e um aumento dos
niveis de IL-1B em diferentes areas encefélicas de roedores submetidos
ao estresse (KAUFMANN et al., 2017; MILLER e RAISON, 2016). Do
ponto de vista clinico, niveis elevados de IL-1B e IL-18 j& foram
encontrados em alguns subgrupos de pacientes com TDM em
comparagdo com individuos controle (SYED et al., 2018; MOTA et al.,
2010; DOWLATI et al., 2010) e niveis elevados das proteinas ASC e
caspase-1 foram encontrados no plasma de pacientes com TDM (SYED



90

et al., 2018). Além disso, existem dois estudos mostrando uma ativacdo
do complexo NLRP3 em células imunes periféricas de pacientes com
TDM (ALCOCER-GOMEZ et al., 2017; ALCOCER-GOMEZ et al.,
2014). ALCOCER-GOMEZ e colaboradores (2017) demonstraram que
0 aumento na expressdo da via do inflamassoma NLRP3 observado em
individuos com TDM ndo tratados é revertido apds o tratamento com
farmacos antidepressivos de diferentes classes, sugerindo um papel para
essa via como um mecanismo de reposta terapéutica. Portanto,
diferencas genéticas nessa via podem ter um papel importante na
ativacdo de respostas imunes apds o estresse e, possivelmente, na
suscetibilidade ao TDM e outras condicfes psiquiatricas (IWATA et al.,
2013).

Foi observado que um polimorfismo de troca Unica no gene que
codifica a proteina NLRP3, o qual esta localizado na posi¢do 1944 do
genoma, esta associado a varias condi¢des inflamatdrias (ADDOBBATI
et al., 2018; RHEINHEIMER et al., 2017; HANAEI et al., 2017; ZHU
et al., 2016; LEE et al., 2015; HITOMI et al., 2009). Particularmente,
uma troca de C/G foi identificada na regido 3'UTR do éxon 11 (SNP
rs10754558) (HITOMI et al., 2009). Resultados de ensaios com
lucifarese em células THP-1 transfectadas com constructos especificos
dos alelos, sugeriram que o alelo G deste polimorfismo estava associado
com alta estabilidade do RNAmM NLRP3 quando comparado ao alelo C
(HITOMI et al., 2009). De fato, o alelo G do SNP rs10754558 ¢é
considerado um alelo de risco para véarias doencas que possuem um
componente inflamatério, como doencas autoimunes e cronicas,
resisténcia a insulina e obesidade (ADDOBBATI et al., 2018; HANAEI
etal., 2017; RHEINHEIMER et al., 2017; ZHU et al., 2016; LEE et al.,
2015). Além disso, a presenca do alelo G associado a um alelo de risco
para APOE ¢4 (apolipoproteina E) aumentou o risco da doenca de
Alzheimer, sugerindo uma possivel interacdo desses dois polimorfismos
como fatores de risco para essa condi¢do neurodegenerativa (TAN et al.,
2013). No entanto, nenhum estudo de associacdo foi realizado até o
momento avaliando polimorfismos no complexo NLRP3 e transtornos
psiquiatricos.

Tendo em vista que eventos estressores sdo importantes fatores
ambientais na etiologia do TDM e que a presenga de uma resposta
inflamatdria disfuncional é observada na maioria dos pacientes com
TDM (SYED et al., 2018), a capacidade do complexo inflamassoma
NLRP3 em responder ao estresse e cessar sua acdo uma vez que 0
estimulo estressor & removido pode representar um mecanismo
importante envolvido na suscetibilidade ao TDM. Nesse sentido, o
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presente trabalho questionou se o SNP rs10754558 (C/G) no gene
NLRP3 estd associado a mudancas nos niveis periféricos de IL-1p,
principal citocina produzida em resposta a ativagdo do complexo do
inflamassoma NLRP3, e a prevaléncia de TDM em um estudo
transversal de base populacional.

1. Métodos

1.1. Desenho do estudo e sele¢do dos participantes

Foi realizado um estudo transversal de base populacional que
incluiu 1.110 individuos com idade entre 18 e 35 anos residentes na
zona urbana da cidade de Pelotas, RS, Brasil. Os individuos foram
selecionados de junho de 2011 a maio de 2013. A selecdo foi feita por
conglomerados, de acordo com 0s setores censitarios da cidade de
Pelotas e considerando uma populacdo de 97.000 individuos nesta faixa
etaria. Dos 495 setores censitarios, foram sorteados 82 setores para
inclusdo aleatéria no estudo. Apds a identificacdo dos setores de
interesse, os domicilios receberam visitas matinais e os individuos que
preenchiam os critérios de inclusdo e que aceitaram participar do estudo
foram selecionados para coleta das informagdes sociodemograficas,
clinicas e coleta das amostras bioldgicas. Variaveis como etnia, uso de
medicacdo psiquiatrica e comorbidades clinicas foram autorrelatadas. O
indice de massa corporal (IMC) foi calculado pela equacédo: peso (kg) /
altura (m?). Os individuos foram diagnosticados com o TDM (atual ou
passado) através da entrevista estruturada de diagnostico Mini
International Neuropsychiatric Interview 5.0 (MINI 5.0, versdo
brasileira/DSM-5, Medical Outcome Systems Inc., Jacksonville, FL,
EUA) de acordo com os critérios do DSM-5. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Catélica de Pelotas (2010/15) e todos
os pacientes forneceram um termo de consentimento livre e esclarecido.

1.2. Coleta de amostra de sangue

Apos a entrevista, 10 mililitros de sangue foram coletados (8:00-
11:00) por pungdo venosa em um tubo de vécuo livre de anticoagulante.
As amostras de sangue foram centrifugadas (3.500g, a temperatura
ambiente) para a coleta dos leucdcitos do sangue periférico que foram
utilizados para posterior extragdo do acido desoxirribonucleico (DNA) e
0 soro foi separado e mantido congelado a -80°C até a andlise
bioguimica.
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1.3. Genotipagem

A extracdo de DNA dos leucécitos do sangue periférico ocorreu
por meio de procedimento padronizado de acordo com LAHIRI e
NURNBERGE (1991). O alelo menor do SNP NLRP3 rs10754558
(C/G) tem uma frequéncia de 0,3583 na populacdo europeia
(http://mvww.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/). O SNP foi genotipado
usando sondas contendo 40x Human Custom TagMan Genotyping
Assay (Life Technologies, Foster City, CA, USA). Os iniciadores
utilizados foram: 5-CCG GGT TCA ATC AAT TCT CCT-3' (senso)
and 5-CGG GCG TGG AGG TGC AAT G-3' (anti-senso). Uma sonda
alélica foi marcada com fluorocromo VIC e a outra foi marcada com
fluorocromo FAM. As reagOes foram realizadas em placas de 96 pocos,
utilizando 5 pl de volume de DNA por pogo contendo 2 ng de DNA
gendmico de cada individuo, TagMan Genotyping Master Mix 1x
(Applied Biosystems) e Custom TagMan Genotyping Assay 1x. As
placas de 96 pocos foram posteriormente posicionadas em um
termociclador de PCR em tempo real (7500 Fast Real PCR System;
Apllied Biosystems) e aquecidas por 10 min a 95°C, seguidas por 45
ciclos de 95°C por 15s e 60°C por 1 minuto. Os arquivos de dados de
fluorescéncia de cada placa foram analisados usando um software para
identificacdo automatica de alelos (SDS 2.0.1; Apllied Byossistems).

1.4. ELISA

Uma subamostra representativa de 161 individuos foi utilizada
para a avaliacdo dos niveis periféricos de IL-1B de acordo com o
genotipo e o diagnostico. O tamanho dessa subamostra foi calculado
com base nos valores da média e do desvio padrao dos niveis séricos de
IL-1B nos controles e nos individuos com TDM, usando um nivel de
significancia (o) ajustado em 5% e poténcia (1-B) definida como 80%
através do Programa Openepi (MOTA et al., 2013; HUANG e LEE,
2007). Esses 161 individuos foram selecionados considerando a mesma
propor¢do de género e etnicidade e divididos em dois grupos, 83
controles e 78 individuos com TDM. Os niveis séricos de IL-1p foram
mensurados usando kits de imunoensaio especificos (DuoSet ELISA
Development, R & D Systems, Inc., EUA). A placa foi selada com 100
pl de anticorpo de captura durante a noite. No dia seguinte a placa
contendo o anticorpo de captura foi lavada 3 vezes com tampdo de
lavagem (PBS 1x, 0,05% Tween, pH 7,4) e posteriormente foi
bloqueada durante 1h utilizando 200 pl por pogo do diluente
ELISA/ELISPOT 1x. O padrdo de IL-1p foi reconstituido em &gua
destilada e a curva foi feita por uma diluicdo seriada sendo o ponto mais
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alto 1.000 pg/ml. Ap6s o blogueio a placa foi lavada com tampdo de
lavagem 3 vezes e as amostras e a curva padréo foram pipetadas (100 pl
por po¢o). Apds a pipetagem das amostras e da curva a placa foi selada
e incubada a temperatura ambiente por 2h. Depois desta incubacdo a
placa foi lavada 3 vezes com tampdo de lavagem e incubada a
temperatura ambiente por 1h com o anticorpo de deteccdo. Lavou-se a
placa novamente com tampdo de lavagem e adicionou-se a enzima
avidina-horseradish (100 pl por pogo) por 30 minutos. Apds este
periodo a placa foi lavada com tampdo de lavagem por 5 vezes e
adicionou-se 100 pl de TMB solution 1x por poco, o qual ficou
incubando por 15 minutos. Ao final, a reacéo foi parada utilizando 50 pl
por poco de 2N H2SO4 e a placa foi lida em um espectrofotémetro a 450
nm. O coeficiente de variacdo intra-ensaio (C.V.) foi inferior a 5% e o
ensaio inter-ensaio C.V. foi inferior a 10%. Os valores foram expressos
em pg/mL.

1.5. Andlises estatisticas

As frequéncias alélicas foram determinadas por contagem génica,
e 0s desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg foram verificados por
meio do teste y2. Comparages de frequéncias alélicas e genotipicas
entre pacientes com TDM e controles foram avaliadas usando o teste do
y2. As caracteristicas sociodemograficas segundo o diagndstico e o
gendtipo foram analisadas pelo teste do 2. As variaveis continuas foram
avaliadas usando o teste t de Student, ANOVA de uma via ou ANOVA
de duas vias, seguido pelo teste de post-hoc de Bonferroni, conforme
apropriado. Os niveis de IL-1p apresentaram distribui¢do ndo-gaussiana
e foram logariticamente transformados para realizacdo de andlise
paramétrica. A magnitude da associacdo entre os diferentes gendtipos e
0 TDM foi estimada por meio da razdo de chances (RC) com intervalo
de confianca de 95% (IC 95%), ajustada pela idade, sexo, tabagismo,
etnia, uso de medicacdo psiquidtrica e TDM através da analise de
regresséo logistica. A correcdo de Bonferroni foi usada para contabilizar
comparagdes multiplas. As analises estatisticas foram realizadas com o
software Statistical Program for Social Sciences 20.0 (SPSS 20.0) e os
dados foram apresentados como médiatE.P.M. ou porcentagem (%),
considerando p<0,05 como estatisticamente significativo.

2. Resultados

Este estudo envolveu um total de 1.100 individuos. Destes, 615
(55,9%) eram controles sem diagnostico de TDM e 485 (44,1%)
possuiam diagnéstico de TDM. As informacdes sociodemograficas
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segundo o diagnostico estdo descritas na Tabela 1. Observou-se maior
prevaléncia de TDM em mulheres (p<0,001) e entre pessoas que fumam
(p<0,001). Os individuos com diagnostico de TDM eram ligeiramente
mais velhos que os controles (p=0,042). Além disso, na populagdo
estudada, observou-se uma diferenca significativa em relagdo a classe
socioecondmica, com maior prevaléncia de pacientes com TDM na
classe baixa (p=0,037). Apesar do baixo uso de medicacéo psiquiatrica
em nossa populacdo, os individuos com TDM tiveram maior uso de
medicacdo psiquiatrica quando comparados aos controles (p<0,001).
Variaveis como IMC (p=0,555), etnia autorrelatada (p=0,829), presenca
de doengas clinicas incluindo condicGes inflamatdrias, metabdlicas e
infecciosas (p=0,626) e niveis periféricos de IL-1p (p=0,543) ndo foram
diferentes entre individuos com TDM e controles.

Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas e clinicas de acordo com o
diagndstico para o Transtorno Depressivo Maior

Transtorno Depressivo Maior

Caracteristicas Nao Sim Valor de p
Idade em anos (média + E.P.M.) 25,69+0,21  26,35+0,23 0,042
Sexo (% mulheres) 307 (49,9) 319 (65,9) <0,001
Etnia (% caucasiano) 490 (75,3) 369 (76,0) 0,829

Classe socioecondmica

Baixa 108 (17,6) 111 (23,0)

Intermediaria 310 (50,4) 243 (50,3) 0,037
Alta 197 (32,0) 129 (26,7)

Uso de tabaco (% sim) 119 (19,4) 139 (28,9) <0,001
indice de massa corporal (kg/m?) 26,15+0,21  25,95+0,25 0,555
Medicagdo psiquiatrica 22 (3,6) 52 (10,7) <0,001
Doengas clinicas (% sim) 73 (11,9) 53 (10,9) 0,626
IL-1B (pg/mL) 9,97+1,39 15,02+3,89 0,543

Total 615 (55,9) 485 (44,1)
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Legenda: Os dados estdo representados como média + E.P.M. ou n (%). * Os
valores de p foram computados usando o teste de 2 ou teste t de Student, como
apropriado. Os niveis de IL-1B estdo expressos como média + E.P.M. mas
foram analisados apds a transformagdo logaritmica. p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. TDM: Transtorno Depressivo Maior; IL-1p:
Interleucina-14.

A distribuicdo dos genétipos de acordo com o diagndstico é
apresentada na Tabela 2. N&o foi encontrada associacdo entre a
distribuicdo dos gendtipos e o diagnoéstico de TDM (p=0,156).
Adicionalmente, ao agrupar o alelo G no modelo dominante (CG/GG)
ndo se observou diferengas do gendtipo segundo o TDM (p=0,069).
Além disso, ap6s o ajuste para idade, sexo, tabagismo, etnia e uso de
medicacdo psiquiatrica, os genétipos CG e GG permaneceram nao
associados ao transtorno [RC=1,105 (IC 95% 0,842-1,451), p=0,472] e
[RC=0,722 (IC 95% 0,482-1,081), p=0,114], respectivamente, incluindo
no modelo dominante [RC=1,007 (IC 95% 0,777-1,304), p=0,960]. N&o
foram encontradas associacBes significativas entre gendtipo e
diagndstico apds estratificacdo por género (dados ndo mostrados). Além
disso, as frequéncias genotipicas estavam de acordo com as preditas
pelo equilibrio de Hardy-Weinberg para o SNP rs10754558 (x>=0,37,
p=0,995).
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Tabela 2. Distribui¢do genotipica e alélica de acordo com o diagndéstico
para o Transtorno Depressivo Maior

Transtorno Depressivo Maior

Caracteristicas Né&o Sim Valor de RC ndo ajustada RC ajustada
p (1C 95%)/p* (IC 95%)/p*
rs10754558 SNP
Geno6tipo
cc 237(38,5) 192 (39,6) 0,156 1 1
CG 281 (45,7) 236 (48,7) 1,037 (0,802-1,341)/0,784 1,105 (0,842-1,451)/0,472
GG 97 (15,8) 57 (118) 0,725 (0,497-1,059)/0,096 0,722 (0,482-1,081)/0,114
Modelo
dominante
cc 237 192 0,069 1 1
CGIGG (385) (39,6) 0,957 (0,750-1,222)/0,723 1,007 (0,777-1,304)/0,960
378 293
(61,5) (60,4)
Alelo
C 0,614 0,649 0,345
G 0,238 0,361

Legenda: Os dados estdo representados como n(%) ou proporcao. *Os valores
de p foram computados usando o teste de x> comparando pacientes com TDM e
controles. *Os valores da RC (IC 95%/p) foram obtidos da andlise de regressdo
logistica ajustada para idade, sexo, uso de tabaco, etnia e uso de medicacdo
psiquiatrica. p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. TDM:
Transtorno Depressivo Maior; RC: Razao de chances.

Em uma subamostra de 161 individuos, os niveis séricos de IL-1f
foram avaliados. Como mostrado na Figura 1, a ANOVA de uma via
revelou diferencas significativas nos niveis de IL-1p de acordo com o
gendtipo [F(2,159)=3,63, p=0,029]. A analise de post-hoc mostrou que
os individuos com o gendtipo GG apresentaram maiores niveis de IL-1
guando comparados aos individuos com o genétipo CC. Os niveis
séricos de IL-1B ndo diferiram entre os individuos CC e GC (Figura
1A). Adicionalmente, foi avaliada a interagdo entre gendtipo e
diagnéstico de TDM em relagdo aos niveis séricos de IL-1p. A ANOVA
de duas vias revelou uma diferenca significativa para o gendtipo
[F(2,155)=1,36, p=0,019], mas ndo para o diagndstico de TDM
[F(2,155)=1,36, p=0,146], ou para a interacdo entre gendtipo e
diagndstico [F(2,155)=1,36, p=0,260]. A andlise de post-hoc indicou
que os individuos diagnosticados com o TDM e portadores do gendtipo
GG apresentaram niveis séricos de IL-18 mais elevados quando
comparados aos individuos portadores dos genétipos GC (p=0,01) e CC
(p=0,05) com ou sem diagnostico de TDM (Figura 1B). Esses resultados
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sugerem que, em pacientes com TDM, a presenca do gendtipo GG esta
associada a um aumento do perfil inflamatério.

Figura 1. Niveis periféricos de IL-1B de acordo com o genétipo e
diagndstico
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Legenda: Distribuicdo dos gendtipos e niveis séricos de IL-1p (CC, n=60; CG,
n=81; GG, n=20, Figura A). Diferengas nos niveis séricos de IL-1p de acordo
com 0s genotipos e diagndstico de TDM (Controles: CC, n=30; CG, n=42; GG,
n=11; TDM: CC, n=30; CG, n=39; GG, n=9, Figura B). Os resultados estdo
expostos como médiatE.P.M dos valores previamente transformados
logariticamente. As diferengas foram analisadas por ANOVA de uma via (A) ou
duas vias (B) seguidas pelo teste de post-hoc Bonferroni. * p<0,05 comparado
ao genotipo CC. # p<0,05 comparado ao gendtipo CG e CC em individuos
controles e pacientes com TDM. TDM: Transtorno Depressivo Maior; IL-1:
Interleucina-1p.

3.Discussao

Este é o primeiro estudo que avalia o papel do SNP rs10754558
no gene NLRP3, niveis de IL-1B e a prevaléncia de TDM. No presente
estudo, ao avaliar apenas a associagdo entre 0 genotipo e o diagndstico,
os resultados ndo mostraram associagdo entre 0 SNP rs10754558 e a
prevaléncia de TDM em uma amostra populacional de 1.100 individuos.
Além disso, mesmo ap0s a estratificacdo por género, o genétipo néo foi
associado ao TDM em homens ou mulheres. No entanto, em uma
subamostra representativa incluindo 161 individuos, apesar dos niveis
de IL-1B ndo serem significativamente diferentes entre 0s individuos
com TDM e controles, o alelo G foi associado a altos niveis séricos de
IL-1B. Além disso, o diagndstico de TDM em pacientes com o genotipo
GG foi associado com niveis mais elevados de IL-1B quando comparado
com individuos com TDM e portadores dos genétipos CC ou CG ou
mesmo com individuos controles.

O gene NLRP3 (PYPAF1 ou CIAS1) esta localizado no braco
longo (q) do cromossomo 1 na posi¢do 44. Aproximadamente 60 SNPs
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foram identificados em todo o gene. O alelo G deste SNP ja foi
associado a diversas doencas inflamatérias comuns, incluindo asma
induzida por aspirina (HITOMI et al., 2009), aneurismas da aorta
abdominal (RAEDLER, 2011), artrite (ADDOBBATI et al., 2018),
doenca da artéria coronaria (LEVINE et al., 1999), diabetes tipo 2 e
resisténcia a insulina (RHEINHEIMER et al., 2017). Além disso, em
pacientes com a doenga de Alzheimer, o genétipo GG foi associado com
um risco aumentado em pacientes que também portavam o alelo €4 da
ApoE (TAN et al., 2013). Contudo, apesar do componente inflamaté6rio
associado aos transtornos psiquiatricos, no presente trabalho, o gendtipo
GG do SNP no gene NLRP3 (rs10754558, C/G) ndo foi associado com
risco aumentado para o TDM.

Apesar da falta de uma associacéo direta do gendtipo GG com a
prevaléncia do TDM, em uma subamostra de individuos, a
funcionalidade do SNP foi avaliada através da dosagem dos niveis
periféricos de IL-1B. Nessa populagdo, os nives de IL-1p ndo foram
diferentes entre individuos diagnosticados com TDM e controles. De
fato, os dados epidemioldgicos sdo bastante heterogéneos, e enquanto
alguns estudos mostram niveis aumentados de IL-1B na circulagdo
periférica e no liquido cefalorraquidiano de pacientes com TDM
(GOLDSMITH et al., 2016; DOWLATI et al., 2010; KAESTNER et
al., 2005; LEVINE et al., 1999), outros ndo identificaram alteracdes
significativas (SYED et al., 2018; KOHLER et al., 2017). Corroborando
nosso resultado, SYED e colaboradores (2018) demonstraram que 0s
niveis de IL-1p ndo estdo alterados em um grupo de pacientes com
TDM comparado aos controles saudaveis. Contudo, estes niveis
parecem predizer a resposta a terapia farmacoldgica ou psicoterapia, e
enquanto pacientes que responderam ao tratamento ndo tiveram
alteragdes significativas nos niveis de IL-1pB, pacientes ndo responsivos
tiveram um aumento na IL-13 (SYED et al., 2018). Estes resultados
reforcam a ideia de que a medida dos niveis periféricos de citocinas por
si s6 é muito heterogénea e que as respostas a estas citocinas em
pacientes com TDM e controles pode fornecer maiores informagdes
sobre as alteragdes imunes associadas ao TDM.

Diversos fatores podem contribuir para a heterogeneidade
observada nos estudos que avaliam niveis de citocinas e TDM, incluindo
diferencas na severidade da doenca, nos sintomas e comorbidades, além
de outras caracteristicas da populacdo, incluindo a presenca de
polimorfismos genéticos especificos. No presente estudo, independente
do diagnostico, os niveis séricos de IL-1B sdo mais elevados nos
individuos portadores do gendtipo GG quando comparados aos
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individuos portadores do alelo C (GC e CC). Este é o primeiro estudo
com uma abordagem clinica que demonstra que o alelo G, associado a
maior estabilidade do RNAmM em ensaios in vitro anteriores, esté de fato
associado com niveis proteicos aumentados de IL-1p. Especula-se que a
presenca do alelo G na regido 3'UTR pode desfazer um sitio de ligacdo
primario influenciando o recrutamento e a ligacdo do microRNA-223 ao
genoma, o qual foi anteriormente demonstrado ser capaz de diminuir a
transcricdo do gene NLRP3 (BAUERNFEIND et al., 2012; ZHU et al.,
2016). Assim, esta perturbacdo parece aumentar a estabilidade do
RNAmM do inflamassoma NLRP3 em células THP-1, quando comparado
com o0s constructos contendo o alelo C (HITOMI et al., 2009). Estes
resultados de um possivel ganho de fungdo foram reforcados em um
estudo que demostra um aumento na expresséo do RNAmM do
inflamassoma NLRP3 em células mononucleares de sangue periférico
de individuos que portavam um ou dois alelos G quando comparados a
individuos portadores do genétipo CC (ZHU et al., 2016). Entretanto,
no presente trabalho, os niveis de IL-1B ndo foram maiores nos
individuos heterozigotos (GC) como observado por ZHU e
colaboradores (2016) para a transcricdo do NLRP3, sugerindo que o
efeito funcional desse polimorfismo ainda precisa ser melhor
investigado.

No presente estudo, individuos com diagnoéstico de TDM e
portadores do genotipo GG apresentaram niveis mais altos de IL-1,
mesmo quando comparados aos individuos GG controles (ou aos
individuos que apresentaram os genétipos CC ou GC). Esses resultados
sugerem que em individuos com diagnoéstico de TDM, a presenca do
gendtipo GG caracteriza um fenotipo inflamatério e possivelmente uma
disfuncdo na via do inflamassoma NLRP3. A identificacdo de
individuos que poderiam se beneficiar de uma estratégia anti-
inflamatdria para tratar TDM ja foi reforgada previamente (RAISON et
al., 2017). RAISON e colaboradores (2013) demonstraram em pacientes
com TDM e altos niveis de proteina C reativa (caracterizando
inflamacéo periférica), que uma remissdo significativa dos sintomas foi
observada apds o uso de infliximab, um inibidor de TNF-o. Por outro
lado, em pacientes com baixos niveis basais de proteina C reativa,
sugerindo auséncia de inflamacdo periférica, o tratamento com
infliximab ndo foi eficiente e ainda piorou alguns dos sintomas,
sugerindo que nem todos 0s pacientes podem se beneficiar de estratégias
anti-inflamatérias para melhorar os sintomas relacionados ao humor
(RAISON et al. 2013, RAISON, 2017).
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Com relacdo ao potencial da via do inflamassoma NLRP3, no
estudo de ALCOCER-GOMEZ e colaboradores (2017), um aumento na
expressao das proteinas da via do inflamassoma NLRP3 foi observado
nas células mononucleares de pacientes com episédio de TDM ndo
tratados. Estes niveis ja ndo se encontravam aumentados em pacientes
com TDM apés tratamento crénico (minimo de seis meses) com
antidepressivos de vérias classes, incluindo fluoxetina, paroxetina,
mianserina, mirtazapina, venlafaxina, desvenlafaxina, amitriptilina,
imipramina e agomelatina. Apesar de ser um estudo transversal
comparando pacientes ndo tratados e tratados, os resultados sugerem a
via do inflamassoma NLRP3 como um biomarcador de resposta aos
antidepressivos. Esses resultados séo fortalecidos pelo estudo de SYED
e colaboradores (2018), onde o tratamento por 12 semanas com
escitalopram, duloxetina ou terapia  cognitivo-comportamental
demonstraram estabilizar o0 aumento de IL-1PB apenas em pacientes que
responderam ao tratamento, enquanto naqueles que ndo responderam ao
tratamento os niveis de IL-1B continuaram aumentando, sugerindo que
apesar de ndo apresentarem diferencas basais, a falta de resposta ao
tratamento tanto farmacol6gico quanto psicoterdpico estd associada a
uma disfuncdo na via do inflamassoma NLRP3 (SYED et al., 2018).
Dados ndo publicados do nosso grupo também sugerem que a presenca
do genétipo GG do SNP (rs10754558, C/G) no gene NLRP3 esta
associada a pior resposta a psicoterapia para 0 TDM e ansiedade.

Assim, tendo em vista a importancia do polimorfismo avaliado
para a manutencdo dos niveis de IL-1B, e a associa¢do entre TDM,
gendtipo GG e niveis de IL-1pB, nossos resultados sugerem que a
presenca deste polimorfismo pode explicar pelo menos parte da
heterogeneidade e auséncia de resposta aos tratamentos observadas na
literatura. Desta maneira, as diferencas genéticas observadas em nosso
estudo podem ajudar a identificar e escolher melhores estratégias de
tratamento para subgrupos de pacientes com sintomas depressivos
associados a hiperativacdo de respostas imunes, uma hipo6tese que
atualmente estd ganhando maior atencdo na literatura (SYED et al.,
2018; RAISON, 2017; RAISON et al., 2013). Apesar do potencial
desses resultados, os mesmos devem ser considerados frente a alguns
fatores limitantes.  Primeiramente a IL-1p foi avaliada em uma
subamostra de individuos. Além disso, uma avaliagcdo longitudinal
ajudaria a entender melhor o impacto desse polimorfismo nos niveis de
IL-1B e a suscetibilidade ao TDM apds estimulos estressantes e,
considerando a heterogeneidade do TDM, nossos dados devem ser
vistos com cautela até serem replicados independentemente. Entretanto,



101

esse estudo tem a forga metodoldgica de usar uma amostra populacional
bem balanceada de individuos jovens com baixo uso de medicamentos
psiquiatricos, limitando possiveis fatores de confusdo. A observagéo de
gue os pacientes com o TDM e portadores do gendtipo GG apresentam
maiores niveis de IL-1f demonstra o envolvimento do inflamassoma
NLRP3 e da IL-1p no TDM. A presenca de inflamag¢do em pacientes
com TDM ¢€ heterogénea e a identificacdo de potenciais marcadores
genéticos capazes de controlar as respostas inflamatdrias pode ser util
ndo apenas como um biomarcador diferencial para caracterizar a
heterogeneidade no diagnostico do TDM, mas também como um
potencial alvo para a intervencdo farmacoldgica para grupos especificos
de pacientes proporcionando melhor resposta terapéutica.
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CAPITULO II: ENVOLVIMENTO DO IMUNORRECEPTOR
CD300F NO TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR

1. Estudo em roedores: A delecdo genética do imunorreceptor
CD300f induz alteragcbes comportamentais e neuroquimicas
associadas ao Transtorno Depressivo Maior

As alteracBes neurobioldgicas no TDM sdo diversas e envolvem
muitos sistemas biolégicos, levando a distdrbios enddcrinos,
desregulacdo da neurotransmissdo e disfuncdo do sistema imunolégico
(OTTE et al., 2016). A ideia de uma disfuncdo imunoldgica na
fisiopatologia do TDM emergiu em 1991, quando Smith introduziu a
Teoria Macrofagica da Depressdo (SMITH, 1991). Essas ideias iniciais
foram ainda reforcadas por vérios estudos subsequentes, mostrando que
pacientes com TDM apresentam um perfil imune alterado com aumento
de mondcitos circulantes e citocinas inflamatérias (CHEN et al., 2017;
WOHLEB et al., 2014; DOWLATI et al., 2010). De fato, estudos
clinicos e pré-clinicos tém elucidado muitos mecanismos inflamatérios
diferentes presentes no TDM com uma comunicagéo bidirecional entre o
SNC e o sistema imunol6gico periférico (KAUFMANN et al., 2017;
LOUVEAU et al., 2015; IWATA et al., 2013).

A familia de imunorreceptores CD300 compreende receptores
transmembranares estimulatérios e inibitérias, presentes em células
imunolégicas (CLARK et al., 2001). A familia de receptores ortdlogos
CD300 em roedores tem uma variedade de nomes incluindo moléculas
semelhantes a CMRF (CLM) (CHUNG et al., 2003), mas para
simplificar, neste trabalho usaremos a nomenclatura humana para ambas
as espécies. Entre os receptores da familia CD300, o imunorreceptor
CD300f (ou CLM-1, em roedores) estd presente em mondcitos,
neutrdfilos, células natural killer e mastocitos (CLARK et al., 2009). Foi
demonstrado que a ativacdo de receptores CD300f por ceramida ou
fosfatidilcolina induz o recrutamento de proteinas tirosina fosfatases,
como as fosfatases SHP-1 e SHP-2, além da proteina quinase PI3K
(IZAWA et al., 2014; IZAWA et al., 2012), o que leva a inibicdo dos
receptores de reconhecimento de padrbes TLR-4 e do fator de
transcricdo NF-kB, inibindo ainda mais o processo inflamatério (SHIBA
et al,, 2017; MATSUKAWA et al., 2015; LEE et al., 2011;). No
entanto, as vias de sinalizacdo e o potencial papel protetor dos
imunorreceptores CD300f, especialmente no SNC, ndo foram
completamente elucidados até 0 momento.
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No SNC, os imunorreceptores CD300f estdo majoritariamente
expressos na microglia, e parecem ter um papel neuroprotetor
(PELUFFO et al., 2012). PELUFFO e colaboradores (2012)
demonstraram que a super-expressdo do imunorreceptor CD300f
diminui o volume da area lesionada apds uma administragdo estriatal de
NMDA (PELUFFO et al., 2012). Além disso, um aumento na expressdo
do RNAm e da proteina dos imunorreceptores CD300f é observado no
nervo ciatico de camundongos apo6s lesdo, sugerindo que este
imunorreceptor pode estar envolvido na regulacdo e controle de
processos de regeneracdo via regulacdo da migracdo e polarizacdo de
macréfagos (PELUFFO et al., 2015). Em um estudo recente usando co-
culturas de neurdnios e astrocitos hipocampais, também foi demonstrado
gue a ativagdo dos imunorreceptores CD300f estava envolvida na
protecdo celular contra o peptideo AP, sugerindo um possivel papel
protetor para 0 CD300f na doenca de Alzheimer (LIMA et al., 2017).
Além disso, uma diminuicdo na expressdo de CD300f foi encontrado em
mondcitos de pacientes com esclerose mdltipla (MARTINEZ-
BARRIOCANAL et al., 2017).

Apesar das evidéncias iniciais que apontam para um papel
protetor do imunorreceptor CD300f em doengas relacionadas a
neurodegeneracdo e inflamacdo, o envolvimento destes receptores em
doencas psiquiatricas ainda precisa ser explorado. Como a inflamagéo
cronica de baixo grau e a neurodegeneracdo tém sido frequentemente
associadas e consideradas componentes importantes da fisiopatologia do
TDM, o presente estudo teve como objetivo avaliar o papel do
imunorreceptor CD300f no TDM.

1. Métodos

1.1. Animais

Camundongos C57BL/6J machos e fémeas selvagens (WT) e
camundongos com delecdo genética dos imunorreceptores CD300f
(CD300f-/-), adultos com 5 meses de idade ou idosos com 18 meses de
idade, foram obtidos do biotério do Instituto Pasteur de Montevidéu,
Uruguai. Os camundongos CD300f-/- foram gerados de acordo com XI
e colaboradores (2010) utilizando como base os camundongos selvagens
C57BL/6J (XI et al., 2010). Os animais foram mantidos em ambiente
controlado (23 £ 2°C, 12h-ciclo claro/escuro, com acesso livre a racdo e
agua) e tratados de acordo com as diretrizes da Federagdo Experimental
Uruguaia apds a aprovagéo pelo Comité de Etica do Instituto Pasteur de
Montevidéu (Protocolo nimero: 014-16).
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1.2. Analises comportamentais

Os animais WT e CD300f-/- foram submetidos a diversas
analises comportamentais. Primeiramente, os animais foram habituados
a sala de realizacdo dos testes comportamentais 24 h antes do inicio dos
experimentos, onde foram mantidos sob as mesmas condi¢Ges do
biotério. Todos os testes comportamentais foram realizados durante a
fase clara do ciclo claro/escuro em uma sala livre de ruidos e sob pouca
luminosidade condicionada por uma lampada de luz vermelha, a qual
era acionada aproximadamente 1lh antes do teste para habituacdo dos
animais. Todos os comportamentos foram filmados utilizando o
software AnyMaze para serem analisados posteriormente. As fémeas
com 5 meses de idade passaram pelos testes comportamentais na
seguinte ordem: um grupo foi submetido ao teste do campo aberto
seguido pelo teste de suspensdo pela cauda, outro grupo foi submetido
ao teste do campo aberto seguido pelo teste do nado forcado e um
terceiro grupo foi submetido ao teste de borrifagem de sacarose seguido
pelo teste de esconder esferas. As fémeas com 18 meses de idade
passaram pelos testes comportamentais na seguinte ordem: teste do
campo aberto, seguido pelo teste de suspensdo pela cauda e pelo teste de
borrifagem de sacarose. Os machos de 5 meses idade passaram pelos
testes comportamentais na seguinte ordem: teste do campo aberto
seguido pelo teste de suspensdo pela cauda e pelo teste de borrifagem de
sacarose. Todos os testes foram replicados pelo menos duas vezes em
grupos de animais diferentes.

1.2.1. Teste do campo aberto

O teste do campo aberto foi realizado para avaliar a atividade
locomotora e a capacidade de habituacdo dos animais. O aparato
consistia em uma caixa branca de acrilico medindo (40 cm x 60 cm x 50
cm de altura). Os animais foram expostos durante 6 minutos a arena e a
distdncia total percorrida foi registrada e avaliada pelo software
AnyMaze. A avaliacdo da reexposi¢do ao campo aberto esta relacionada
a forma mais elementar de aprendizagem nédo-associativa dependente do
hipocampo (LEUSSIS & BOLIVAR, 2006; POPOVIE, CABALLERO-
BLEDA & POPOVIC, 2014). Este parametro foi avaliado pela distancia
percorrida (em metros) no campo aberto no dia 1 (locomocéo) e no dia
3, 48 horas ap0s a primeira exposi¢do (habituacdo). Uma diminui¢do na
distdncia percorrida na arena na segunda exposicdo ao aparato €
considerada um comportamento de habituagdo ao ambiente. Além disso,
0 tempo de permanéncia bem como o nimero de entradas no centro do
campo aberto foram analisados como indicativo de comportamento
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ansioso, sendo que o maior tempo gasto no centro da arena, bem como
maior nimero de entradas no centro da arena é considerado um
comportamento ansiolitico. A arena foi limpa com 10% de etanol entre
0s animais, para excluir possiveis pistas olfativas.

1.2.2. Teste de suspenséo pela cauda

Os camundongos foram submetidos ao teste de suspensdo pela
cauda, que consiste em uma situacdo inescapavel e moderadamente
estressante, onde 0s animais sdo suspensos pela cauda e o tempo de
imobilidade ¢é avaliado. Neste teste preditivo e de desespero
comportamental, o aumento do tempo de imobilidade gerado pela
reducdo das tentativas de escapar da situacdo aversiva é considerado um
comportamento depressivo (STERU et al., 1985). Para realizar o teste
de suspensédo pela cauda, os camundongos foram suspensos pela cauda
acima do chdo, presos aproximadamente 1 cm pela ponta da cauda por
uma fita adesiva e o tempo de imobilidade (em segundos) foi registrado
e avaliado durante 6 minutos. Neste teste é esperado que 0s animais
submetidos a modelos de depressdo tenham um aumento no tempo de
imobilidade, enquanto que o tratamento com antidepressivos seja capaz
de diminuir esse tempo.

1.2.3. Teste do nado forcado

O teste do nado forcado é um modelo de desespero
comportamental similar ao teste de suspensdo pela cauda, geralmente
usado como modelo preditivo na avaliacdo do potencial antidepressivo
ou depressor de compostos ou manipulagbes (CRYAN, MARKOU,
LUCKI et al., 2002). Neste teste, cada camundongo foi individualmente
forcado a nadar em um recipiente cilindrico aberto (10 cm de diametro x
25 cm de altura) contendo aproximadamente 19 cm de profundidade de
agua a 25+1°C e o tempo de imobilidade foi registrado durante 6
minutos (PORSOLT, BERTIN & JALFRE, 1977). A mobilidade é
definida quando os animais executam movimentos vigorosos para sair
da situagdo estressante aguda. N&o foi considerado mobilidade os
pequenos movimentos executados pelos animais apenas para manter o
equilibrio ou manter a cabeca acima da dgua (CAN et al., 2012). Neste
teste também se espera que 0s animais submetidos a modelos de
depressdo tenham um aumento no tempo de imobilidade, enquanto que
0 tratamento com antidepressivos seja capaz de diminuir esse tempo.
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1.2.4. Teste de borrifagem de sacarose

Neste teste, uma solucdo de sacarose a 10% foi espalhada no
dorso dos animais. Esta solugdo viscosa suja o animal e ele inicia o
comportamento de auto-limpeza. Ap6s a aplicacdo da solucdo de
sacarose, os animais foram colocados individualmente em recipientes de
vidro e seu comportamento foi gravado durante 5 minutos. A laténcia
para iniciar o comportamento de auto-limpeza e o tempo total de auto-
limpeza foram o0s parametros associados ao comportamento
motivacional e ao comportamento aneddnico e de autocuidado,
respectivamente (ROSA et al., 2013; MALATYNSKA et al., 2012). O
recipiente foi limpo com etanol a 10% entre os animais para excluir
possiveis pistas olfativas. Neste teste & esperado que 0s animais
submetidos a modelos de depressdo tenham um aumento na laténcia
para iniciar o comportamento de auto-limpeza indicando uma motivagdo
reduzida e que apresentem uma diminuicdo no tempo total de
autolimpeza indicando um comportamento aneddnico. Além disso, se
espera gue o tratamento com antidepressivos seja capaz de reverter esses
pardmetros.

1.2.5. Teste de esconder esferas

O teste de esconder esferas é utilizado para avaliagdo do
comportamento ansiogénico e potencialmente obsessivo-compulsivo
(ALBELDA e JOEL, 2012). Esse teste foi realizado segundo DEACON
(2006) com pequenas modificagfes. Uma caixa de residéncia individual
foi preenchida com 5 cm de maravalha, em cima da qual 12 esferas de
vidro foram distribuidas, aproximadamente a 4 cm uma da outra. Cada
camundongo foi colocado individualmente no mesmo canto da caixa de
residéncia para explora-la. Ap6s 30 minutos, foi contado o nimero de
esferas totalmente enterradas ou parcialmente enterradas (2/3 ou mais).
As esferas de vidro foram limpas com etanol a 10% entre o teste de
diferentes animais e a maravalha foi reutilizada entre os animais da
mesma caixa (DEACON, 2006). Neste teste, um aumento no ndmero de
esferas escondidas € considerado um comportamento ansioso €
compulsivo, o qual é revertido pelo tratamento com ansioliticos.

1.3. Administracgao de lipopolissacarideo

Os animais WT e CD300f-/- fémeas com 5 meses de idade
receberam uma injecdo Unica intraperitoneal de 2 mg/kg de
lipopolissacarideo (LPS, Escherichia coli, Serotype 026:B6; Sigma-
Aldrich; MO; USA) ou veiculo (tampdo fosfato salino, PBS 1X). Apds a
administracdo, os animais foram colocados em suas caixas de residéncia
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e 24 h apos foram avaliados no teste de borrifagem de sacarose como
descrito anteriormente no item 1.2.4.

1.4. Tratamento farmacol6gico com bupropiona

Os animais WT e CD300f-/- fémeas com 5 meses de idade,
receberam uma Unica injecdo intraperitoneal de 10 mg/kg de bupropiona
(Sigma Chemiccal co. St. Louis, U.S.A.) ou veiculo (tampédo fosfato
salino, PBS 1X). Apds a administracdo, os animais foram colocados em
suas caixas de residéncia e 30 minutos ap6s foram avaliados no teste de
borrifagem de sacarose como descrito anteriormente no item 1.2.4.

1.5. Analises moleculares e bioquimicas

Logo apds os testes comportamentais 0s animais foram
anestesiados com pentobarbital sédico 100 mg/kg e perfundidos com
tampdo fosfato salina (PBS) gelado para a eliminagdo completa do
sangue. Os animais foram decapitados e os hemisférios cerebrais (sem o
cerebelo) foram dissecados e em outro grupo de animais o hipocampo
foi dissecado. As estruturas foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e mantidas a —80 °C até as analises moleculares e
bioquimicas.

1.5.1. Expressdo génica por gPCR

As amostras de tecidos dos hemisférios cerebrais totais foram
lisadas e homogeneizados em Trizol (Sigma, Cat. N° SIGMA T9424), e
posteriormente purificados usando Nucleospin RNA |1 Kit livre de
RNase e DNase (Macherey Nagel Cat. N° 740955.50). Para sintese de
cDNA, as amostras de RNA foram reversamente transcritas usando o
protocolo de transcriptase reversa MMLV segundo o fabricante
(Invitrogen 28025-013). O gPCR foi realizado usando reagentes da
TagMan (Invitrogen/Applied Biosystems): TagMan Fast Advanced
Master Mix (1205919) e sondas especificas para os seguintes genes:
NLRP3, IL1p, IL18, IL6, ILIRN, IL10 e GADPH. A razdo da expressdo
relativa dos genes foi calculada usando GADPH como gene de controle
interno, conforme descrito anteriormente (PFAFFL, 2001). As
condicdes dos ciclos foram de 50 °C por 2 min, 95 °C por 10 min
seguido de 45 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min (PELUFFO et
al., 2015). A quantidade total de cDNA foi calculada com base nos
valores do ciclo (CT) usando o método 2-AACT (LIVAK e
SCHMITTGEN, 2001)
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1.5.2. ELISA

As amostras de hipocampo foram homogeneizadas em tampéo de
homogeneizacdo (50 mM TRIS, 1% NP40, 0,25% Na-deoxicolato, 150
mM NaCl, 1mM EDTA, pH 7,4 + coquetel de inibidor de proteases)
sonicadas e centrifugadas (13.000 g, 4°C por 30 minutos) e o
sobrenadante foi coletado. Os niveis hipocampais de IL-1p foram
medidos usando Kits de imunoensaio especificos (Invitrogen by Thermo
Fisher Scientific, Mouse IL-1B uncoated ELISA Kit). A placa foi selada
com 100 pl de anticorpo de captura durante a noite. No dia seguinte a
placa contendo o anticorpo de captura foi lavada 3 vezes com tampdo de
lavagem (PBS 1x, 0,05% Tween, pH 7,4) e posteriormente foi
bloqueada durante 1h utilizando 200 pl por poco do diluente
ELISA/ELISPOT 1x. O padrdo de IL-1p foi reconstituido em agua
destilada e a curva foi feita por uma diluigéo seriada sendo o ponto mais
alto 1.000 pg/ml. Apbs o blogueio a placa foi lavada com tampédo de
lavagem 3 vezes e as amostras e a curva padrdo foram pipetadas (100 pl
por po¢o). Apds a pipetagem das amostras e da curva a placa foi selada
e incubada a temperatura ambiente por 2h. Depois desta incubacédo a
placa foi lavada 3 vezes com tampdo de lavagem e incubada a
temperatura ambiente por 1h com o anticorpo de deteccdo. Lavou-se a
placa novamente com tampdo de lavagem e adicionou-se a enzima
avidina-horseradish (100 pl por pogo) por 30 minutos. Apos este
periodo a placa foi lavada com tampdo de lavagem por 5 vezes e
adicionou-se 100 pl de TMB solution 1x por pogo, o qual ficou
incubando por 15 minutos. Ao final, a reacéo foi parada utilizando 50 pl
por pogo de 2N H>SO4 e a placa foi lida em um espectrofotémetro a 450
nm. O coeficiente de variacdo intra-ensaio (C.V.) foi inferior a 5% e o
ensaio inter-ensaio C.V. foi inferior a 10%. Os valores foram expressos
em pg/mL.

1.5.3. Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

Os niveis hipocampais de noradrenalina, dopamina e serotonina
foram mensurados por HPLC. As amostras foram pesadas, sonicadas em
acido percldrico (0,1 M) e centrifugadas (15.000 g) por 15 minutos. O
sobrenadante foi injetado no sistema de HPLC (PM-80 BAS, West
Lafayette, IN, USA) equipado com uma coluna C18 (Luna, particulas 5
pm, 150 mm x 4.6 mm; Phenomenex) e com um detector eletroquimico
(LC-4C BAS) com um potencial de oxidac¢do configurado em +0.70 V.
A fase mdvel foi composta de acido citrico (0,15 M), sulfato de sodio
octilo (0,6 mM), 4% de acetonitrilo e 1,6% de tetrahidrofurano com pH
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3,0 e uma taxa de corrente de 1,0 ml/min. Os resultados foram expressos
em ng/g de tecido.

1.6. Analises estatisticas

Os resultados foram avaliados quanto a dispersdo e normalidade
com o teste de Shapiro-Wilk. As diferencas comportamentais,
bioguimicas e moleculares entre os animais CD300f-/- e selvagens (WT)
foram determinadas utilizando o teste t de student. Para avaliar a
habituacdo dos animais ao teste do campo aberto foi utilizada a ANOVA
de duas vias de medidas repetidas, seguida pelo teste de post-hoc de
Bonferroni. Os experimentos para avaliar o efeito do tratamento com
LPS e o efeito do tratamento com bupropiona no teste de borrifagem de
sacarose foram analisados pela ANOVA de duas vias seguida pelo teste
de post-hoc de Bonferroni, quando apropriado. Valores extremos foram
identificados pelo teste de Grubbs e foram posteriormente excluidos das
analises. Os dados estdo representados como médiatE.P.M e p<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.

2. Resultados

2.1. AlteracBes comportamentais em fémeas de cinco meses de
idade

2.1.1. Locomocdo e habituacdo ao ambiente

A Figura 1 demonstra a locomocéo esponténea e a capacidade de
habituacdo dos animais no teste do campo aberto. A ANOVA de duas
vias com medidas repetidas revela que ha uma reducdo significativa na
locomogdo na segunda exposi¢cdo ao teste do campo aberto
[F(1,22)=83,23, p<0,0001], demonstrando que tanto os camundongos
fémeas selvagens quanto os CD300f-/- apresentaram habituacdo ao
teste. Contudo, ndo foi observado um efeito do genétipo [F(1,22)=1,22,
p=0,281] e ndo h& interacdo entre as varidveis de tempo e genotipo
[F(1,22)=2,46, p=0,130].
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Figura 1. Efeito da deple¢do genética dos receptores CD300f na locomog&o
esponténea e habituacéo
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Legenda: A distancia total percorrida (metros) no teste do campo aberto foi
avaliada como um indicativo da atividade ambulatdria espontanea nos dias 1
(locomocéo) e 3 (habituacdo) em animais selvagens (WT, n=24) e CD300f-/-
(n=24). Os dados estdo representados como mediazE.P.M. As diferengas foram
analisadas por ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo teste
de post-hoc de Bonferroni. * p<0,05 comparado ao CD300f-/- dia 1 e * p<0,05
comparado ao WT dia 1. TCA: Teste do campo aberto; WT: Animais selvagens;
CD300f-/-: Animais nocaute para o gene CD300f.

2.1.2. Comportamento depressivo, motivacional e anedénico

Para avaliar o comportamento depressivo dos animais CD300f-/-
0 teste de suspensdo pela cauda e o teste do nado for¢ado foram
realizados. Na Figura 2 podemos observar que os animais CD300f-/-
apresentaram maior tempo de imobilidade no teste de suspensdo pela
cauda (t(20)=2,156, p=0,043, Figura 2A) e no teste do nado forgado
(t(15)=2,418, p=0,028, Figura 2B) quando comparados aos animais
selvagens, indicando um fenétipo depressivo nos animais sem a
presenga do imunorreceptor CD300f. Além disso, a resposta hed6nica
dos animais CD300f-/- foi avaliada através do teste de borrifagem de
sacarose. Como apresentado na Figura 2C os animais CD300f-/-
apresentaram um aumento na laténcia para comecar o comportamento
de autolimpeza no teste de borrifagem de sacarose quando comparados
aos animais selvagens, uma evidéncia de baixo estado motivacional e
menor comportamento de auto-cuidado (t(29)=2,039, p=0,051). Além
disso, os resultados na Figura 2D revelam que os animais CD300f-/-
apresentaram menor interesse na solucdo de sacarose quando
comparados aos animais selvagens, um indicativo de comportamento
anedonico (t(30)=6,380, p<0,0001).
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Figura 2. Comportamento depressivo, motivacional e aneddnico em fémeas
CD300f-/- de cinco meses de idade
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Legenda: O tempo de imobilidade no teste de suspensdo pela cauda (WT,
n=11; CD300f-/-, n=11), apresentado em A e no teste do nado for¢ado (WT,
n=11; CD300f-/-, n=6) apresentado em B foi mensurado (segundos) para avaliar
comportamentos associados a depressdo. A laténcia para comegar o
comportamento de autolimpeza (segundos) no teste da borrifagem de sacarose
(WT, n=16; CD300f-/-, n=16) foi analisada para avaliar o comportamento
motivacional e de auto-cuidado (C) e o tempo total de autolimpeza (WT, n=16;
CD300f-/-, n=15) foi analisado para avaliar a resposta a uma solucéo palatavel
de sacarose (D). Os dados estdo representados como médiatE.P.M. * representa
p<0,05 comparado ao grupo selvagem. TSC: Teste da suspensdo pela cauda;
TNF: Teste do nado forcado; TBS: Teste da borrifagem de sacarose; WT:
Animais selvagens; CD300f-/-: Animais nocaute para o gene CD300f.

2.1.3. Comportamentos relacionados a ansiedade

A Figura 3 A demonstra os resultados obtidos no teste de
esconder esferas e no teste do campo aberto com o intuito de avaliar
comportamentos relacionados a compulsdo e ansiedade. Foi encontrada
apenas uma tendéncia para uma diferenca significativa entre os animais
CD300f-/- e os animais selvagens no teste de esconder esferas
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(t(8)=2,132, p=0,065). Além disso, nenhuma diferenca foi observada
entre 0s animais selvagens e CD300f-/- com relagdo ao tempo em
segundos permanecido no centro da arena do teste do campo aberto,
analisado como uma medida de ansiedade (t(22)=1,177, p=0,252).
Outros parametros como distancia percorrida no centro do teste do
campo aberto e nimero de entradas no centro também foram avaliados
(dados ndo mostrados) e confirmaram a auséncia de comportamento
ansioso ou compulsivo nos animais CD300f-/-.

Figura 3. Avaliacdo dos comportamentos associados & ansiedade em fémeas
CD300f-/- de cinco meses de idade
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Legenda: No teste de esconder esferas (WT, n=5; CD300f-/-, n=5), 0 nimero
total de esferas escondidas foi contado como um indicativo de comportamento
compulsivo e ansioso (A). O tempo permanecido no centro do teste do campo
aberto (WT, n=12; CD300f-/-, n=12) foi mensurado (segundos) para avaliar o
comportamento de ansiedade, sendo o maior tempo de permanéncia no centro
considerado um comportamento ansiolitico (B). Os dados estdo representados
como médiatE.P.M. TCA: Teste do campo aberto; WT: Animais selvagens;
CD300f-/-: Animais nocaute para o receptor CD300f.

2.2. Alteracdes comportamentais em machos adultos de cinco
meses de idade

A Figura 4A mostra que os camundongos machos CD300f-/- com
5 meses de idade apresentam maior atividade locomotora no teste do
campo aberto quando comparados aos animais selvagens (T(19)=3,898,
p=0,001). Contudo, os camundongos machos CD300f-/- n&o
apresentaram diferencas no tempo de imobilidade no teste de suspenséo
pela cauda (t(19)=0,549, p=0,588, Figura 4B) e no teste do nado forcado
(t(7)=1,234, p=0,257, Figura 4C) quando comparados aos respectivos
animais selvagens. Além disso, quando avaliados no teste de borrifagem
de sacarose os machos CD300f-/- ndo diferem na laténcia para comecar
0 comportamento de autolimpeza (t(10)=0,573, p=0,579, Figura 4D) ou
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no tempo total de autolimpeza (t(10)=0,907, p=0,385, Figura 4E)
guando comparados aos animais selvagens. Esses resultados indicam
gue a auséncia do imunorreceptor CD300f leva a disfungdes
comportamentais relacionadas a depressdo e anedonia, apenas nas
fémeas. Sendo assim, todas as analises bioquimicas feitas a partir daqui
foram realizadas apenas em fémeas com 5 meses de idade.

Figura 4. Alteragdes comportamentais em machos de cinco meses de idade
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Legenda: A distancia total caminhada (metros) no teste do campo aberto (WT,
n=11; CD300f-/-, n=10) foi avaliada como um indicativo da atividade
ambulatoria espontanea dos animais (A). O tempo de imobilidade no teste de
suspensdo pela cauda (WT, n=11; CD300f-/-, n=10) demonstrado em B e no
teste do nado forcado (WT, n=4; CD300f-/-, n=5) em C, foi mensurado
(segundos) para avaliar o comportamento depressivo. A laténcia (segundos)
para comecar o comportamento de autolimpeza (WT, n=6; CD300f-/-, n=6)
exibido em D e o tempo total (segundos) de autolimpeza (WT, n=6; CD300f-/-,
n=6) exibido em E no teste de borrifagem de sacarose foi mensurado para
avaliar o comportamento motivacional e de auto-cuidado e o comportamento
heddnico, respectivamente. Os dados estéo representados como média+E.P.M. *
representa p<0,05 comparado ao grupo WT. TCA: Teste do campo aberto; TSC:
Teste de suspensdo pela cauda; TNF: Teste do nado forgado; TBS: Teste de
borrifagem de sacarose; WT: Animais selvagens; CD300f-/-: Animais nocaute
para o gene CD300f.
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2.3. Comportamentos associados & depressdo e anedonia em
fémeas de dezoito meses de idade

Para avaliar se 0s comportamentos associados a depressdo e
anedonia observados em fémeas adultas de 5 meses persistiam ao longo
do tempo, uma coorte de fémeas com 18 meses foi submetida aos
mesmos testes comportamentais. A Figura 5A mostra que ndo ha
diferencas na locomocédo espontanea no teste do campo aberto entre 0s
animais selvagens e CD300f-/- com 18 meses de idade (t(19)=1,086,
p=0,291). Também podemos observar que os animais CD300f-/- com 18
meses de idade apresentam maior tempo de imobilidade no teste de
suspensao pela cauda (t(18)=2,033, p=0,057, Figura 5B). Além disso, 0s
animais CD300f-/- demonstraram uma tendéncia a apresentar maior
tempo de laténcia para iniciar o comportamento de autolimpeza
(t(18)=1,085, p=0,087, Figura 5C) e menor tempo total de autolimpeza
(t(18)=3,002, p=0,007, Figura 5D) no teste de borrifagem de sacarose
guando comparados aos animais selvagens com 18 meses de idade,
indicando que o fendtipo depressivo e anedénico nos animais sem a
presenca do imunorreceptor CD300f persiste ao longo da vida.
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Figura 5. Comportamento associado & depressdo, anedonia e locomog&o em
fémeas com 18 meses de idade
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Legenda: A distancia total percorrida (metros) no teste do campo aberto (WT,
n=7; CD300f-/-, n=14) foi avaliada como um indicativo da atividade
ambulatéria espontanea dos animais (A). O tempo de imobilidade no teste de
suspensdo pela cauda (WT, n=7; CD300f-/-, n=13) exibido em B foi mensurado
(segundos) para avaliar o comportamento depressivo. A laténcia (segundos)
para comecar o comportamento de autolimpeza (WT, n=6; CD300f-/-, n=14)
apresentada em C e o tempo total (segundos) de autolimpeza (WT, n=6;
CD300f-/-, n=14) apresentado em D no teste de borrifagem de sacarose foi
mensurado para avaliar o comportamento motivacional e hedonico,
respectivamente. Os dados estdo representados como médiatE.P.M. *
representa p<0,05 comparado ao grupo WT. TCA: Teste do campo aberto; TSC:
Teste de suspensdo pela cauda; TBS: Teste de borrifagem de sacarose; WT:
Animais selvagens; CD300f-/-: Animais nocaute para o gene CD300f.
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2.4. Alteracdes neuroquimicas nas fémeas CD300f-/-

2.4.1. Niveis hipocampais de monoaminas

A fim de investigar quais alteragcBes neuroquimicas poderiam
estar associadas aos comportamentos observados, os niveis hipocampais
dos neurotransmissores monoaminérgicos foram avaliados e estdo
apresentados na Figura 6. Para isso, foram utilizadas as fémeas de 5
meses em todas as avaliagBes subsequentes. Observou-se uma
diminuicdo significativa nos niveis hipocampais de noradrenalina nas
fémeas CD300f-/- com 5 meses de idade quando comparadas aos
respectivos animais selvagens (t(6)=3,037, p=0,020, Figura 6A). Por
outro lado, nenhuma alteracéo foi observada nos niveis hipocampais de
dopamina (t(6)=0,385, p=0,713, Figura 6B) ou serotonina (t(4)=0,455,
p=0,672, Figura 6C). Os resultados demonstram que as fémeas CD300f-
/- possuem alteragcBes hipocampais nos niveis de noradrenalina que
podem estar associadas ao comportamento depressivo e anedbnico
observado.

Figura 6. Alteracfes nos niveis de neurotransmissores monoaminérgicos no
hipocampo das fémeas CD300f-/-
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Legenda: A concentracdo de noradrenalina (A), dopamina (B) e serotonina (C)
foi avaliada no hipocampo das fémeas CD300f-/- (n=4) e WT (n=4) com 5
meses de idade. Os dados estdo representados como médiatE.P.M. * representa
p<0,05 comparado ao grupo WT. WT: Animais selvagens; CD300f-/-: Animais
nocaute para o gene CD300f.

Para se estabelecer uma relagdo causal entre as alteracOes
comportamentais e neuroquimicas observadas, as fémeas CD300f-/- e
selvagens com 5 meses de idade foram tratadas com bupropiona (10
mg/kg i.p.), um antidepressivo inibidor da recaptacdo de dopamina e de
noradrenalina, ou veiculo (PBS 1x i.p.) e submetidas ao teste de
borrifagem de sacarose ap6s 30 minutos. Com relacdo ao tempo de
laténcia para comegar 0 comportamento de auto-limpeza
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(comportamento motivacional), a ANOVA de duas vias revelou que ha
uma interacdo significativa entre 0 gendtipo e o tratamento
[F(1,27)=4,283, p=0,048], mas ndo existe efeito do gendtipo
[F(1,27)=1,221, p=0,279] ou do tratamento [F(1,27)=0,7639, p=0,389],
Figura 7 A. Porém, com relagio ao tempo de auto-limpeza
(comportamento hed6nico) hd um efeito significativo do gendtipo
[F(1,27)=45,12, p<0,0001] e do tratamento [F(1,27)=15,47, p=0,0005],
além de uma interacdo significativa entre o genétipo e o tratamento
[F(1,27)=32,58, p<0,0001]. Além disso, a andlise de post-hoc de
Bonferroni usada para multiplas comparacGes entre 0s quatro grupos
experimentais confirma os resultados anteriores, que 0s animais
CD300f-/- tratados com veiculo apresentaram um decréscimo
significativo (p<0,0001) no tempo de autolimpeza quando comparados
ao grupo de animais selvagens, e demostra ainda que esse efeito é
revertido no grupo de animais CD300f-/- tratados com bupropiona
(p=0,000068), Figura 7B. Os resultados demonstram que a diminuigéo
nos niveis de noradrenalina evidenciados nas fémeas CD300f-/- estéo
associados a um comportamento anedodnico que pode ser melhorado
com a inibigdo da recaptacdo da mesma na fenda sinaptica.

Figura 7. O tratamento agudo com bupropiona melhora o comportamento
aneddnico nas fémeas CD300f-/- com 5 meses de idade
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Legenda: Os animais foram tratados com bupropiona (10 mg/kg, i.p.) ou
veiculo (PBS 1x, i.p.) e avaliados no teste de borrifagem de sacarose 30 minutos
apés o tratamento. A laténcia para comegar o comportamento de autolimpeza
foi analisada para avaliar o comportamento motivacional e de auto-cuidado (A)
e o tempo total (segundos) de autolimpeza (B) foi analisado para avaliar a
resposta heddnica a uma solucéo palatavel de sacarose (WT, n=15; CD300f-/-,
n=16). Os dados estdo representados como médiatE.P.M. * representa p<0,05
comparado ao grupo WT + Veiculo e ® representa p<0,05 comparado ao grupo
CD300f-/- + Bup 10. WT: Animais selvagens; CD300f-/-: Animais nocaute para
0 gene CD300f; Bup 10: Bupropiona 10 mg/kg; Veic: Veiculo; i.p:
Intraperitoneal.



118

2.5. Alteracdes inflamatérias nas fémeas CD300f-/-

2.5.1. Envolvimento da via do inflamassoma NLRP3

Tendo em vista a participacdo dos imunorreceptores CD300f na
modulacdo de respostas inflamatdrias, o préximo passo foi avaliar as
alteragdes inflamatdrias associadas a deplecdo dos imunorreceptores
CD300f que poderiam estar mediando os efeitos comportamentais
observados. As Figuras 8 e 9 apresentam a expressdo de diferentes
genes com o intuito de avaliar se a deplecdo do imunorreceptor CD300f
poderia alterar a expressao génica de citocinas pro e anti-inflamatdrias
em homogenato de cérebro total, com foco na via do inflamassoma
NLRP3. A Figura 8 apresenta a expressao génica relativa dos genes da
via do inflamassoma NLRP3 no cérebro dos animais CD300f-/- e
selvagens. POde-se observar que os animais CD300f-/- ndo apresentam
diferencas na expressdo génica (Figura 8A) do inflamassoma NLRP3
(t(13)=0,643, p=0,531) quando comparados aos animais selvagens.
Além disso, ndo ha diferencas entre os genétipos em relagdo a expressao
génica das interleucinas IL18 (t(5)=1,343, p=0,237, Figura 8B) e IL1f
(t(46)=0,464, p=0,644, Figura 8C), que sdo ativadas pela agdo do
inflamassoma NLRP3. Também, ndo foram encontradas diferencas
significativas nos niveis proteicos de IL-1B (t(6)=0,109, p=0,317)
avaliados por ELISA em homogenatos de hipocampo (8D). Esses
resultados indicam que a auséncia do imunorreceptor CD300f em
fémeas parece ndo alterar a via inflamatdria conduzida pelo
inflamassoma NLRP3.
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Figura 8: Efeito da deplecdo genética dos receptores CD300f-/- na
sinalizaco mediada pelo inflamassoma NLRP3
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Legenda: A expressdo relativa do gene do inflamassoma NLRP3 (WT, n=7;
CD300f-/-, n=8, Figura A), e das citocinas pré-inflamatérias 1L18 (WT, n=4;
CD300f-/-, n=3, Figura B) e IL1S (WT, n=24; CD300f-/-, n=24, Figura C) em
homogenato de cérebro total dos animais sdo demonstradas. Os valores de
expressao génica foram corrigidos pela expressdo relativa de GADPH como
controle. Os niveis proteicos totais de IL-1p (WT, n=5; CD300f-/-, n=3, Figura
D) no hipocampo também sdo demonstrados. Os dados estdo representados
como médiatE.P.M. NLRP3: Familia de receptores do tipo NOD contendo o
dominio pirina 3; IL18: Interleucina-18, ILIpB: Interleucina-18, GADPH:
Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; WT: Animais selvagens; CD300f-/-:
Animais nocaute para o gene CD300f.

2.5.2. Envolvimento de outras citocinas inflamatorias

Tendo em vista que a via do inflamassoma NLRP3 parece ndo
estar envolvida no efeito comportamental observado em camundongos
fémeas CD300f-/-, a expressdo de outras citocinas pré- e anti-
inflamatdrias foram avaliadas em homogenatos de cérebro total. A
Figura 9A exibe a expressdo génica relativa do gene da citocina pro-
inflamatdria IL-6, demonstrando um aumento significativo na expressédo
génica dessa citocina quando comparada aos animais WT (t(7)=2,371,
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p=0,04). Além disso, 0 antagonista do receptor da IL-1 (ILIRN ou
ILIRA) estava significativamente aumentado em homogenatos de
cérebro total dos animais CD300f-/- quando comparado aos selvagens
(t(6)=3,206, p=0,018, Figura 9B). Ainda, a citocina anti-inflamatdria
IL10 também apresentou uma diminui¢do significativa nos animais
CD300f-/- quando comparadas aos selvagens (t(6)=2,387, p=0,054,
Figura 9C). Esses resultados indicam que os animais CD300f-/-
apresentam pequenas alteracGes no perfil inflamatdrio, especialmente
em citocinas que ndo estdo diretamente associadas a ativacdo via
complexo NLRP3.

Figura 9. Sinalizacdo mediada por outras citocinas no cérebro das fémeas
CD300f-/-
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Legenda: A expressao relativa do gene da citocina pré-inflamatéria IL6 (WT,
n=5; CD300f-/-, n=4, Figura A), do antagonista ILLRN (WT, n=4; CD300f-/-,
n=4, Figura B) e da citocina anti-inflamatdria 1L10 (WT, n=24; CD300f-/-,
n=24, Figura C) no cérebro total dos animais sdo demonstradas. Os valores de
expressdo génica foram corregidos pela expressdo relativa de GADPH como
controle. Os dados estdo representados como média+E.P.M. * representa p<0,05
comparado ao WT. IL6: Interleucina 6; ILIRN: Antagonista do receptor da IL-
1; IL10: Interleucina-10; GADPH: Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; WT:
Animais selvagens; CD300f-/-: Animais nocaute para o gene CD300f.
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2.5.3. Efeitos comportamentais da administracdo de
lipopolissacarideo em fémeas CD300f-/-

Uma vez que apenas pequenas alteracbes nas citocinas
inflamatdrias foram encontradas, o proximo passo foi avaliar a resposta
dos animais CD300f-/- & um desafio com LPS, caracterizado por induzir
inflamacéo e alteracBes comportamentais que se assemelham aquelas
observadas na depressdo. A Figura 10 apresenta 0 comportamento das
fémeas CD300f-/- e selvagens no teste de borrifagem de sacarose 24h
apés o tratamento com LPS (2 mg/kg, i.p.) ou veiculo (PBS 1x, i.p.).
Observou-se uma tendéncia para uma interacdo significativa entre o
genotipo e o tratamento [F(1,35)=3,366, p=0,075] e para o efeito do
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tratamento [F(1,35)=3,147, p=0,084], contudo, ndo observou-se efeito
do gendtipo [F(1,35)=0,019, p=0,886] no tempo de laténcia para
comegar o comportamento de auto-limpeza (Figura 10A). Quando
analisamos o tempo total do comportamento de auto-limpeza (Figura
10B), verifica-se um efeito significativo do gendtipo [F(1,35)=23,45,
p<0,0001], bem como do tratamento [F(1,35)=65,07, p<0,0001], porém
ndo encontrou-se uma interacdo significativa entre gendtipo e tratamento
[F(1,35)=0,020, p=0,886]. A analise de post-hoc confirmou que os
animais CD300f-/- apresentaram menor tempo de auto-limpeza
comparado aos animais selvagens (p=0,0062 comparando WT + Veic
com CD300f-/- + Veic). Ainda, o teste de post-hoc revelou que o
tratamento com LPS diminuiu significativamente o tempo de auto-
limpeza dos animais selvagens quando comparados aos seus respectivos
controles tratados com veiculo (p<0,00001). Além disso, o tratamento
com LPS também levou a uma diminuicdo do tempo de auto-limpeza
dos animais CD300f-/- quando comparados aos animais CD300f que
receberam veiculo (p<0,00001). Interessantemente, as fémeas CD300f-/-
gue receberam LPS mostraram uma diminuicdo mais exacerbada no
comportamento de auto-limpeza quando comparadas as fémeas
selvagens que também receberam LPS (p=0,014), indicando que o
tratamento com LPS induz um comportamento anedénico que é
exacerbado nas fémeas CD300f-/-.

Figura 10. O tratamento com LPS exacerba o comportamento aned6nico
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Legenda: Os animais foram tratados com LPS (2 mg/kg, i.p.) ou veiculo (PBS
1x, i.p.) e avaliados no teste de borrifagem de sacarose 24 horas apos o
tratamento. A laténcia para comecar o comportamento de autolimpeza (WT +
Veic, n=11; WT + LPS, n=9; CD300f-/- + Veic, n=10; CD300f-/- + LPS, n=10)
foi analisada para avaliar o comportamento motivacional e de auto-cuidado (A).
O tempo total (segundos) de autolimpeza (WT + Veic, n=10; WT + LPS, n=9;
CD300f-/- + Veic, n=10; CD300f-/- + LPS, n=9) foi analisado para avaliar a
resposta hedbnica a uma solucdo palatavel de sacarose (B). Os dados estdo
representados como médiatE.P.M. * representa p<0,05 comparado ao grupo
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WT + Veic, * representa p<0,05 comparado ao grupo CD300f-/- + Veic e @
representa p<0,05 comparado ao grupo WT + LPS. TBS: Teste de borrifagem de
sacarose; WT: Animais selvagens; CD300f-/-: Animais nocaute para o gene
CD300f; LPS: Lipopolissacarideo; PBS: Tampdo fosfato-salino; i.p:
Intraperitoneal.

3. Discusséo

O principal achado do presente estudo foi o envolvimento dos
imunorreceptores CD300f no controle de comportamentos associados ao
TDM como comportamento depressivo e aneddnico em fémeas. Além
disso, o tratamento com LPS, utilizado como um modelo de depresséo
associada a inflamacdo, levou a uma exacerbacdo da anedonia em
animais CD300f-/- quando comparado aos animais selvagens. Além das
alteragdes comportamentais, foi encontrada uma diminuigcdo nos niveis
de noradrenalina no hipocampo e alteracGes em algumas citocinas como
aumento da expressao de IL-6 e ILIRN e redugdo na expressdo de IL-10
no cérebro total. Contudo, a via do inflamassoma NLRP3 ndo foi
alterada.

A inflamacdo de baixo grau tem sido associada ao TDM e
observada em diferentes modelos pré-clinicos de depressdo, como no
ECI (LOPEZ-LOPEZ et al., 2016), na separacdo maternal (ROQUE,
OCHOA-ZARZOSA e TORNER, 2016), modelo de bulbectomia
olfatoria (YANG et al., 2014) e de administracdo de LPS (ZHANG et
al., 2014). Além disso, alteracdes comportamentais também foram
observadas em camundongos transgénicos com deplecdo de moléculas
anti-inflamatorias como a citocina IL-4 (MOON et al., 2015). Por outro
lado, quando a deplecdo génica de moléculas pro-inflamatérias é
realizada, como IL-6, TNFR1 e NLRP3, observa-se um fen6tipo
antidepressivo (ALCOCER-GOMEZ et al., 2016; KASTER et al., 2012;
CHOURBAJI et al., 2006). No presente estudo, 0 aumento do tempo de
imobilidade no teste de suspenséo pela cauda e teste do nado forcado em
fémeas com 5 e 18 meses de idade sugere um fendtipo depressivo nos
animais CD300f-/-. Esse comportamento pode estar relacionado ao
aumento ou disfuncdo das respostas inflamatérias normais. De fato,
apesar dos efeitos duais descritos para os imunorreceptores CD300f na
ativacdo ou inibi¢do de respostas imunes, a maioria dos estudos apontam
para uma importante atividade anti-inflamatéria orquestrada por esses
imunorreceptores (SHIBA et al., 2017; PELUFFO et al., 2015; KIM et
al., 2011). A ativacdo de receptores CD300f induz o recrutamento de
fosfatases como SHP-1 e SHP-2 e da proteina quinase PI3K (IZAWA et
al., 2014; IZAWA et al., 2012), o que leva a regulacdo do TLR-4 e do
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NF-kB, inibindo ainda mais o processo inflamatdrio (SHIBA et al.,
2017; MATSUKAWA et al., 2015; LEE et al., 2011). Assim, a deplegéo
genética global dos imunorreceptores CD300f pode prejudicar a
capacidade do organismo de neutralizar a inflamacdo, levando
consequentemente a um fendtipo depressivo associado a disfungoes
imunoldgicas. Vale ressaltar que esses efeitos comportamentais foram
observados apenas em fémeas. As diferencas de sexo em relacdo ao
TDM e a inflamagdo séo consistentes e ja foram reportadas em diversos
estudos (VETTER et al., 2013; ELOVAINIO et al., 2009; FORD e
ERLINGER, 2004).

Outro achado importante do presente estudo foi o aumento da
laténcia para iniciar o comportamento de auto-limpeza no teste de
borrifagem de sacarose, indicando uma diminuicdo da motivacdo e
também a diminuicdo do tempo total de auto-limpeza observado nas
fémeas CD300f-/- com 5 e 18 meses de idade, indicando um
comportamento aned6nico. Mudangas nos processos motivacionais /
heddnicos séo sintomas centrais do TDM e estdo associadas a mudancas
nos circuitos neurais meso-cortico-limbicos (SWARDFAGER et al.,
2016; BERRIDGE e KRINGELBACH, 2015). O papel da inflamagéo
na anedonia tem sido amplamente discutido na literatura e foi
recentemente revisado por SWARDFAGER e colaboradores (2016).
Enguanto mudancas transitérias nos processos motivacionais e
heddnicos sdo frequentemente associadas a inflamacdo em infecgdes
agudas e doencgas, um termo coletivo definido como comportamento de
doenca (do inglés: Sickness Behavior), a ativacdo exagerada ou
prolongada dessas respostas imunes pode comprometer o SNC, levando
a sintomas psiquiatricos em vez do comportamento adaptativo da
doenca (FELGER e LOTRICH, 2013; MAES et al., 2012; DANTZER
et al., 2008). KOO e DUMAN (2008) demonstraram que o blogueio da
sinalizacdo de IL-1p evita os efeitos aneddnicos em um modelo animal
de depressdo induzida pelo ECI. Além disso, em um ensaio clinico
randomizado, EISENBERGER e colegas (2010) mostraram que a
administragdo de endotoxina levou a inflamagdo e anedonia, e que esses
efeitos estavam associados a mudangas na atividade do circuito neural
associado ao sistema de recompensa (EISENBERGER et al., 2010).
Outras alteragbes comportamentais como na locomogdo espontanea,
habituacdo e ansiedade/compulsdo ndo foram observadas nas fémeas
CD300f-/-.

Esta é a primeira caracterizacdo comportamental dos animais com
deplecdo genética do imunorreceptor CD300f. O fendtipo
comportamental observado pode estar relacionado ao rompimento do
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controle de processos inflamat6rios mediados por esses receptores em
células imunes ou em células do SNC onde parecem ter um papel
protetor contra a lesdo (LIMA et al., 2017; PELUFFO et al., 2012).
Nesse sentido, observou-se uma diminuicdo significativa nos niveis de
noradrenalina no hipocampo. A noradrenalina estd relacionada a
regulacdo da cognigdo, motivacdo e interacdo social (CHANDLER et
al., 2014). Sabe-se que o0 estresse cronico pode induzir uma
neurodegeneracdo no locus coeruleus, implicando em um dano nos
neurbnios noradrenérgicos o que pode levar a uma diminuigdo nos
niveis de noradrenalina liberados, podendo resultar em comportamentos
depressivos e aneddnicos (CHANDLER et al., 2014; MORET e
BRILEY, 2011). Estudos que utilizam a deplecdo de noradrenalina no
encéfalo como modelo experimental resultam no retorno dos sintomas
depressivos que ja haviam sido diminuidos apds um tratamento efetivo
com antidepressivos que atuam sobre o sistema noradrenérgico
(MORET e BRILEY, 2011). Para verificar a associacao entre 0s niveis
diminuidos de noradrenalina no hipocampo com as alteracOes
comportamentais encontradas, realizou-se um tratamento agudo com
bupropiona (10 mg/kg), um antidepressivo inibidor da recaptagdo de
dopamina e noradrenalina e observou-se que o tratamento melhorou
significativamente o prejuizo comportamental observado no teste de
borrifagem de sacarose, reforcando a relacdo da noradrenalina nos
processos heddnicos observados no TDM (DER-AVAKIAN et al.,
2012)

Além disso, visto que o imunorreceptor CD300f tem um papel
majoritariamente  anti-inflamatério,  verificamos uma  possivel
hiperativagdo do complexo inflamassoma NLRP3 no cérebro dos
animais, contudo ndo observamos diferencas significativas na expressao
génica das proteinas envolvidas nessa via quando comparadas aos
animais selvagens. Por outro lado, encontramos um aumento
significativo na expressdo génica da interleucina proé-inflamatéria IL-6
nos animais CD300f-/-. Estudos tém elucidado um papel importante da
IL-6 na fisiopatologia do TDM, visto que meta-analises demonstram
gue pacientes com TDM apresentam um aumento nos niveis periféricos
de IL-6 (GOLDSMITH et al.,, 2016; STRAWBRIDGE et al., 2015;
DOWLATI et al., 2010). Ainda, estudos pré-clinicos demonstraram que
niveis elevados de I1L-6 estdo associados a suscetibilidade ao estresse de
derrota social em camundongos (HODES, MENARD, RUSSO, 2016),
um efeito que foi revertido pela administracdo sistémica de um
anticorpo anti-IL-6, sugerindo que o bloqueio dessa interleucina pode
ser promissor no tratamento do TDM (ZHANG et al., 2017). Outro
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achado interessante é que os animais CD300f-/- apresentaram um
aumento na expressdo génica do antagonista do receptor IL1 (IL1IRN ou
ILRA). Esse antagonista € um membro da familia IL-1 e se liga a
receptores IL-1, contudo ndo induz nenhuma resposta intracelular.
Diversas moléculas podem induzir a produgdo de ILIRN, incluindo
varias citocinas, produtos virais, proteinas de fase aguda, IgG, LPS,
GM-CSF e IL-4, indicando que esta citocina pode ser produzida
rapidamente em situacdes inflamatorias ou infecciosas (AREND et al.,
1998). De fato, um aumento do RNAm de IL1RA nos linfécitos
periféricos de pacientes post mortem com TDM foi identificado,
demonstrando o envolvimento dessa citocina em transtornos
psiquiatricos (PANDEY, 2017). Além disso, uma metanalise conduzida
com 82 estudos mostrou que a citocina IL1IRA apresenta niveis
periféricos aumentados nos pacientes com TDM quando comparado aos
controles saudaveis (KOHLER et al., 2017). Nesse sentido, a citocina
ILIRN tem a capacidade de ligacdo ao receptor ILLR com a mesma
afinidade que a IL-1B e, portanto, pode neutralizar os efeitos
inflamatdrios mediados pela sinalizacdo da IL-1f nas células-alvo
(SCULLY, 2014).

Outra citocina anti-inflamatdria importante é a 1L-10, que neste
estudo apresentou expressao génica diminuida no homogenato total do
cérebro dos animais CD300f-/- quando comparados aos animais
selvagens. A modulago da IL-10 tem impacto sobre diversos sintomas
associados com a depressdo como desamparo, disturbios do sono e
percepcdo da dor (ROQUE et al., 2009) e animais nocautes para a IL-10
apresentam fenétipo depressivo (MESQUITA et al., 2008). Apesar de a
IL-10 ndo estar alterada em uma meta-anélise conduzida com 16 estudos
(DOWLATI et al., 2010), existem evidéncias na literatura sobre a
importancia desta citocina anti-inflamatéria no TDM. Recentemente, um
estudo demonstrou que a resolucdo do comportamento depressivo
induzido por LPS associado a um aumento na enzima indoleamina 2,3
dioxigenase no cortex pré-frontal requer a sinalizacdo mediada pela IL-
10 em linfécitos T acumulados nas meninges (LAUMET et al., 2018).
Nesse sentido, a diminuicdo de IL-10 observada nos animais com
deplecdo genética do imunorreceptor CD300f pode indicar uma falha de
resolugéo da inflamago moderada observada nesses animais.

Considerando que as fémeas CD300f-/- apresentam um
comportamento depressivo e aned6nico a nivel basal, utilizou-se um
modelo de depressdo associada & inflamacdo induzido por LPS para
verificar se a deplecdo genética dos imunorreceptores CD300f poderia
exacerbar a resposta comportamental quando comparado aos animais
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selvagens. Uma Unica administracdo de LPS induziu um comportamento
anedodnico nos animais selvagens no teste de borrifagem de sacarose.
Esse efeito em animais selvagens ja foi extensivamente relatado na
literatura (SOUSA et al., 2018; TANIGUTI et al., 2018). Contudo, as
fémeas CD300f-/- apresentaram um comportamento anedbnico mais
exacerbado quando comparadas aos animais selvagens, indicando que a
auséncia do imunorreceptor CD300f causa um prejuizo comportamental
maior nos animais. No entanto, a relacdo comportamental e
neuroquimica/inflamatéria dos animais CD300f-/- submetidos ao
modelo de depressdo induzida por LPS precisa ser melhor investigado
no futuro. Além disso, a respostas das fémeas CD300f-/- frente a outros
modelos de depressdo como o ECI, estresse agudo ou depressdo
induzida por corticosterona precisa ser avaliado.

Nesse sentido, os nossos dados demonstram que 0S
imunorreceptores CD300f estdo envolvidos na modulagdo do humor e
dos processos heddnicos por mecanismos possivelmente associados ao
controle da disfungdo imune e neurotransmissdo monoaminergica. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para entender melhor os
mecanismos de sinalizacdo e os tipos de células envolvidas nesses
efeitos e o possivel impacto dessa via como estratégia terapéutica para o
TDM.
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2. Estudo em humanos: Polimorfismo nos receptores CD300f e
protecdo contra o Transtorno Depressivo Maior em um estudo
transversal de base populacional

Os imunorreceptores CD300 compreendem uma familia de
proteinas responsaveis por ajustar, direcionar ou finalizar as respostas
imunes (CLARK et al., 2009). Dentro da familia dos receptores CD300,
0s imunorreceptores CD300f parecem agir como reguladores anti-
inflamatdrios, uma vez que seu blogueio aumenta a neuroinflamacéo
(IZAWA et al., 2012; PELUFFO et al., 2012; XI et al., 2010). Em
estudos anteriores, observou-se gque um aumento na expressdo do
CD300f foi capaz de diminuir a area lesionada apés excitotoxicidade
cerebral induzida em camundongos (PELUFFO et al., 2012). Além
disso, astrdcitos transfectados com CD300f diminuiram a perda
neuronal induzida pelo peptideo AB em co-culturas, mostrando um
papel neuroprotetor para esses receptores na doenca de Alzheimer
(LIMA et al., 2017). Apesar dessa evidéncia inicial, a informac&o sobre
0s possiveis papéis bioldgicos e patolégicos dos imunorreceptores
CD300f no controle de processos inflamatérios no SNC é escassa.

A familia multigénica humana dos imunorreceptores CD300
possui 7 membros localizados no cromossomo 17 (CLARK et al.,
2009). Estudos de associa¢do gendmica revelaram que o loci 17¢g25.1,
onde o gene do imunorreceptor CD300f esta localizado, estavam
associados a um maior status inflamatorio e risco de trombose (DANIK
et al., 2009). Curiosamente, a localizacdo do genoma 17q foi
previamente associada a psoriase (NAIR et al., 1997). Além disso, 0
SNP rs2034310 no gene do imunorreceptor de CD300f foi associado a
esclerose maltipla (BAN et al., 2010). Apesar das evidéncias que
demonstram um papel neuroprotetor e anti-inflamatério dos
imunorreceptores CD300f, até 0 momento ndo foram realizados estudos
para avaliar seu papel em transtornos psiquiatricos como o TDM, o qual
apresenta um perfil inflamatdrio constante e de baixo grau. Assim, este é
um estudo transversal de base populacional que foi desenhado para
avaliar a possivel associagdo do SNP rs2034310 no gene do
imunorreceptor CD300f com o TDM.

1.Métodos
1.1. Delineamento do estudo e participantes

Este é um estudo transversal de base populacional que envolveu
1.110 individuos com idade entre 18 e 35 anos residentes na cidade de
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Pelotas-RS e recrutados entre junho de 2011 e maio de 2013. A sele¢édo
da amostra foi realizada por conglomerados, considerando uma
populacdo de 97.000 individuos nos 495 setores censitarios da cidade.
Para garantir a inclusdo amostral necesséaria, 82 setores censitarios foram
sistematicamente desenhados. Ap6s a identificacdo, os participantes
receberam visitas matinais de pesquisadores treinados, a fim de coletar
informacOes sociodemogréficas e clinicas. Diversas variaveis como
etnia, uso de medicacdo psiquiatrica e comorbidades clinicas foram
autorrelatadas. O IMC foi calculado pela equacdo: peso (kg) / altura
(m?). Os individuos foram diagnosticados com o TDM (episédio atual
ou passado) através da entrevista de diagndstico estruturada Mini
International Neuropsychiatric Interview, de acordo com os critérios do
DSM-5 (MINI 5.0., Versdo brasileira/DSM-5, Medical Outcome
Systems Inc., Jacksonville, FL, EUA). O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Catélica de Pelotas (2010/15) e todos
0s pacientes forneceram consentimento informado por escrito para
participar.

1.2. Coleta de amostra de sangue

Dez mililitros de sangue foram coletados logo ap6s a entrevista
(8:00-11:00) por puncdo venosa em um tubo de vacuo livre de
anticoagulante. As amostras de sangue foram centrifugadas (3.500 g, a
temperatura ambiente) para a coleta dos leucdcitos do sangue periférico
que foram utilizados para posterior extracdo de DNA e o soro foi
separado e mantido congelado a -80°C até a analise bioquimica.

1.3. Genotipagem

O sangue foi centrifugado (3.500 g, a temperatura ambiente)
imediatamente ap0s a coleta e a fracdo enriquecida com leucdcitos do
sangue periférico foi isolada para extragdo de DNA, utilizando-se o
procedimento previamente descrito por LAHIRI & NURNBERGER
(1991). O SNP no gene do CD300f rs2034310 (C/T) tem uma
frequéncia alélica menor (0,1725) na populagdo europeia
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/). O SNP foi genotipado
usando sondas contendo 40x Human Custom TagMan Genotyping
Assay (Life Technologies, Foster City, CA, USA). Os iniciadores
utilizados foram: 5'-CCG GGT TCA ATC AAT TCT CCT-3' (senso) e
5-CGG GCG TGG AGG TGC AAT G-3' (anti-senso). Uma sonda
alélica foi marcada com o fluorocromo VIC e a outra foi marcada com
FAM. As reagdes foram realizadas em placas de 96 pogos, utilizando 5
pl de volume de DNA por pogo contendo 2 ng de DNA genémico de
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cada individuo, TagMan Genotyping Master Mix 1x (Applied
Biosystems) e Custom TagMan Genotyping Assay 1x. As placas de 96
pocos foram posteriormente posicionadas em um termociclador de PCR
em tempo real (7500 Fast Real PCR System; Applied Biosystems) e
aquecidas por 10 min a 95°C, seguidas de 45 ciclos de 95°C por 15s e
60°C por 1 min. Os arquivos de dados de fluorescéncia de cada placa
foram analisados usando um software para identificacdo automatica de
alelos (SDS 2.0.1; Apllied Byossistems).

1.4. ELISA

Uma subamostra representativa de 167 individuos foi utilizada
para a avaliacdo dos niveis periféricos de IL-1B de acordo com o
genotipo e o diagnostico. O tamanho dessa subamostra foi calculado
com base nos valores da média e do desvio padrdo dos niveis séricos de
IL-1B nos controles e nos individuos com TDM, usando um nivel de
significancia (o) ajustado em 5% e poténcia (1-f) definida como 80%
através do Programa Openepi (HUANG e LEE, 2007; MOTA et al.,
2013). Esses 167 individuos foram selecionados considerando a mesma
propor¢do de género e etnicidade e divididos em dois grupos, 91
controles e 76 individuos com TDM. Os niveis séricos de IL-1§ foram
medidos usando Kits de imunoensaio especificos (DuoSet ELISA
Development, R&D Systems, Inc., EUA). A placa foi selada com 100 pl
de anticorpo de captura durante a noite. No dia seguinte a placa
contendo o anticorpo de captura foi lavada 3 vezes com tampédo de
lavagem (PBS 1x, 0,05% Tween, pH 7,4) e posteriormente foi
blogueada durante 1h utilizando 200 pl por pogo do diluente
ELISA/ELISPOT 1x. O padrdo de IL-1p foi reconstituido em agua
destilada e a curva foi feita por uma diluicdo seriada sendo o ponto mais
alto 1.000 pg/ml. Apbs o blogueio a placa foi lavada com tampdo de
lavagem 3 vezes e as amostras e a curva padrao foram pipetadas (100 pl
por poco). Apds a pipetagem das amostras e da curva a placa foi selada
e incubada a temperatura ambiente por 2h. Depois desta incubacéo a
placa foi lavada 3 vezes com tampdo de lavagem e incubada a
temperatura ambiente por 1h com o anticorpo de detecgdo. Lavou-se a
placa novamente com tampdo de lavagem e adicionou-se a enzima
avidina-horseradish (100 ul por pogo) por 30 minutos. Apos este
periodo a placa foi lavada com tampdo de lavagem por 5 vezes e
adicionou-se 100 pl de TMB solution 1x por poco, o qual ficou
incubando por 15 minutos. Ao final, a reacdo foi parada utilizando 50 pl
por pogo de 2N H>SO4 e a placa foi lida em um espectrofotdmetro & 450
nm. O coeficiente de variacdo intra-ensaio (C.V.) foi inferior a 5% e o
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ensaio inter-ensaio C.V. foi inferior a 10%. Os valores foram expressos
em pg/mL.

1.5. Analises estatisticas

As frequéncias alélicas foram determinadas por contagem génica,
e 0s desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg foram verificados por
meio do teste ¥2. Comparages de frequéncias alélicas e genotipicas
entre pacientes com TDM e controles foram avaliadas usando o teste do
y?. As caracteristicas sociodemogréaficas segundo o diagnéstico e o
genotipo foram analisadas pelo teste do x2. As variaveis continuas foram
avaliadas usando o teste t de Student e ANOVA de uma via, seguido
pelo teste de post-hoc de Bonferroni, conforme apropriado. Os niveis de
IL-1B apresentaram distribuicdo ndo-gaussiana e foram logariticamente
transformados para realizacdo de andlise paramétrica. A magnitude da
associacdo entre os diferentes gen6tipos e 0 TDM foi estimada por meio
da razdo de chances (RC) com IC de 95%, ajustada pela idade, sexo,
tabagismo, etnia, uso de medicacdo psiquiatrica e TDM através da
analise de regressdo logistica. A correcdo de Bonferroni foi usada para
contabilizar comparagdes multiplas. As analises estatisticas foram
realizadas com o software Statistical Program for Social Sciences 20.0
(SPSS 20.0) e os dados foram apresentados como médiatE.P.M. ou
porcentagem (%), considerando p<0,05 como estatisticamente
significativo.

2. Resultados

Este estudo envolveu um total de 1.110 individuos, 625 controles
sem diagndstico de TDM e 485 com diagnéstico de TDM. As
informagbes sociodemograficas de acordo com o diagnéstico estdo
descritas na Tabela 1. Observou-se uma alta prevaléncia de TDM em
mulheres (p<0,001) e entre fumantes (p<0,001). Na populagéo estudada,
encontrou-se uma tendéncia para um valor significativo para as
varidveis de idade e classe socioecondmica, sendo os individuos com
TDM um pouco mais velhos que os controles (p=0,057) e pertencentes a
uma classe socioecondmica mais baixa (p=0,057). Além disso,
encontrou-se maior prevaléncia de uso de medicacdo psiquiatrica entre
os individuos com TDM quando comparados aos controles, como
esperado (p<0,001). Entretanto, é importante ressaltar que, mesmo no
grupo com TDM, o uso de medicacdo psiquiatrica foi muito baixo
(12,2%). Outras variaveis como IMC (p=0,945), etnia (p=0,611) e niveis
séricos da citocina pro-inflamatéria IL-1p (p=0,517), ndo foram
estatisticamente diferentes de acordo com o diagnoéstico. A presenca de
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comorbidades clinicas, incluindo condicdes inflamatdrias, metabdlicas e
infecciosas, foi autorrelatada nesta populacdo. N&o se observou
diferenca significativa entre os pacientes do grupo controle e com TDM
quanto a presenca das comorbidades clinicas (p=0,626).
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Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas e clinicas da amostra de
acordo com o diagnostico para o Transtorno Depressivo Maior

Transtorno Depressivo Maior

Caracteristicas Nao Sim Valor de p
Idade em anos (média + E.P.M.) 25,66+0,21 26,28+0,24 0,057
Sexo (% mulheres) 301 (48,2) 321 (66,3) <0,001
Etnia (% nédo caucasiano) 154 (24,6) 112 (23,1) 0,611

Classe socioeconémica

Baixa 111 (17,8) 110 (22,8)
Intermediéria 313 (50,1) 242 (50,1) 0,057
Alta 201(32,2)  131(27.1)
Uso de tabaco (% sim) 114 (18,3) 139(28,9) <0,001
indice de massa corporal (kg/m?) 26,07+0,20 26,05+0,25 0,555
Medicacéo psiquiatrica 26 (4,2) 59 (12,2) <0,001
Doengas clinicas (% sim) 74 (11,8) 52 (10,7) 0,626
IL-1B (pg/mL) 10,22+1,348  10,98+1,51 0,517
Total 625 (56,3) 485 (43,7)

Legenda: Os dados estdo representados como média £ E.P.M. ou n (%). * Os
valores de p foram computados usando o teste de %2 ou teste t de Student, como
apropriado. Os niveis de IL-1B estdo expressos como média + E.P.M. mas
foram analisados ap6s a transformagdo logaritmica. p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. TDM: Transtorno Depressivo Maior; IL-1:
interleucina-1p.

Ao analisar as varidveis sociodemograficas de acordo com a
distribuicdo genotipica, ndo se encontrou diferencas para o género
(p=0,860), classe socioeconémica (p=0,964), indice de massa corporal
(p=0,524) e presenca de comorbidades clinicas (p=0,697). No entanto, a
etnia foi significativamente associada ao genotipo e a presenca do alelo
T foi significativamente maior em individuos ndo-brancos (p<0,001).
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Além disso, as frequéncias genotipicas estavam de acordo com as
preditas pelo equilibrio de Hardy-Weinberg para o0 SNP rs2034310
(¥?=0,032, p=0,856).

Ao avaliar as frequéncias genotipicas de acordo com o
diagndstico (Tabela 2), observou-se que o gendtipo CT estava associado
a protecdo contra o TDM quando comparado ao genétipo CC
[RC=0,693 (IC 95%: 0,538-0,891), p=0,004]. Esta associacdo
permaneceu significativa ap0s o ajuste para idade, sexo, tabagismo e
etnia [RC=0,698 (IC 95%: 0,539-0,903), p=0,006]. Devido ao pequeno
nimero de individuos com o genotipo TT, utilizou-se o modelo
dominante agrupando os sujeitos CT e TT. A presenca do alelo T
(CT/TT) também conferiu protecdo contra 0 TDM quando comparado
ao genodtipo CC [RC=0,736 (IC 95%: 0,578-0,937), p=0,013]. Esses
efeitos permaneceram independentemente associados a protecdo contra
0o TDM ap6s 0 ajuste para as mesmas varidveis descritas acima
[RC=0,754 (IC 95%: 0,578-0,948), p=0,017]. Além disso, 0s niveis
séricos de IL-1B ndo diferiram [F(2,166)=0,109, p=0,896] entre os
genotipos do SNP rs2034310 no gene do CD300f (Figura 1).

Tabela 2. Distribui¢do genotipica e alélica de acordo com o diagnéstico
para o Transtorno Depressivo Maior

Transtorno Depressivo Maior

Caracteristicas Néo Sim Valor RC né&o ajustada RC ajustada

de p (IC 95%)/p* (IC 95%)/p*
12034310 SNP
Gendtipo
cc 336(53,8) 297(61,2) 0,110 1 1
CcT 258 (41,3) 158 (32,6) 0,693 (0,538-0,891)/0,004 0,698 (0,539-0,903)/0,006
T 31(5,0) 30(6,2) 1,095 (0,647-1,852)/0,736 1,096 (0,640-1,877)/0,738
Modelo dominante
cc 336(53,8) 297 (61,2) 0,015 1 1
cTT 289 (46,2) 188 (38,8) 0,736 (0,578-0,937)/0,013 0,740 (0,578-0,948)/0,017
Alelo
(o} 0,744 0,775 0,110
T 0,256 0,225

Legenda: Os dados estdo representados como n (%) ou proporcdo. *Os valores
de p foram computados usando o teste de x> comparando pacientes com TDM e
controles. *Os valores da RC (IC 95%/p) foram obtidos da anélise de regresséo
logistica ajustada para idade, sexo, uso de tabaco, etnia e uso de medicacao
psiquiatrica. p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. TDM:
Transtorno Depressivo Maior; RC: Razéo de chances.
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Figura 1: Niveis periféricos de IL-1B de acordo com o gendtipo

20

-
o

1
I
—1— =1

IL-1B pg/ml
>

5]

cc CT T
Legenda: Distribui¢do dos niveis séricos de IL-1B de acordo com os genétipos
do polimorfismo rs2034310 (CC, n=85; CT, n=71; TT, n=11). Os resultados
estdo expostos como médiatE.P.M dos valores previamente transformados
logariticamente. As diferencas foram analisadas por ANOVA de uma via
seguida pelo teste de post-hoc Bonferroni. IL-14: Interleucina-1p.

Posteriormente, realizou-se uma estratificacdo da amostra por
sexo, visto que a prevaléncia de TDM é maior em mulheres e acredita-se
gue bases bioldgicas distintas podem estar associadas as caracteristicas
do TDM, severidade e resposta ao tratamento diferencial em homens e
mulheres (SENEY et al., 2018). A Tabela 3 apresenta as analises dos
diferentes genotipos em relagdo ao diagndstico de TDM em mulheres e
em homens. Pode-se observar que o genétipo CT estava associado a
protecdo contra 0 TDM quando comparado ao genétipo CC (RC=0,585
IC 95%: 0,419-0,817, p=0,002) em mulheres, mesmo ap0ds 0 ajuste para
as variaveis confundidoras (RC=0,592 IC 95%: 0,422-0,831, p=0,002).
Quando se analisou os gen6tipos em um modelo dominante (CT/TT)
observou-se um efeito significativo do alelo T conferindo protecéo
contra o TDM [RC=0,625 (IC 95%: 0,454-0,861), p=0,004]. Esse efeito
permanece significativo mesmo ap6s a andlise ajustada [RC=0,632 (IC
95%: 0,457-0,874), p=0,006]. Por outro lado, ndo se observou nenhum
efeito significativo do genétipo CT [RC=0,875 (IC 95%: 0,588-1,302),
p=0,510] ou TT [RC=1,277 (IC 95%: 0,553-2,952), p=0,567] do SNP
rs2034310 em relacdo ao TDM em homens, nem mesmo apds a analise
ajustada [RC=0,886 (IC 95%: 0,594-1,321), p=0,551] e [RC=1,307 (IC
95%: 0,564-3,029), p=0,533], respectivamente. Também ndo foi
evidenciada nenhuma associacdo significativa no modelo dominante
(CT/TT) ndo ajustado [RC=0,917 (IC 95%: 0,627-1,343), p=0,657] ou
apos ajuste para variaveis confundidoras [RC=0,929 (IC 95%: 0,634-
1,364), p=0,708]. Esses resultados demonstram que o alelo T do SNP
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rs2034310 (C/T) no imunorreceptor CD300f confere protecdo contra o
TDM apenas em mulheres.

Tabela 3. Distribuigdo genotipica e alélica de acordo com o sexo e o
diagndstico para o Transtorno Depressivo Maior

Transtorno Depressivo Maior

Caracteristicas Néo Sim Valor RC ndo ajustada RC ajustada

dep (1C 95%)/p* (IC 95%)/p*
Mulheres:
rs2034310 SNP
Geno6tipo
cc 154 (51,2) 201 (62,6) 0,006 1 1
CT 131(43,5) 100 (31,2) 0,585 (0,419-0,817)/0,002 0,592 (0,422-0,831)/0,002
T 16 (5,3) 20 (6,2) 0,958 (0,480-1,910)/0,902 0,964 (0,481-1,935)/0,919
Modelo dominante
cc 154 (51,2) 201 (62,6) 0,005 1 1
cT/ICT 147 (48,8) 120 (37,4) 0,625 (0,454-0,861)/0,004 0,632 (0,457-0,874)/0,006
Homens:
rs2034310 SNP
Geno6tipo
cc 182 (56,2) 95 (58,3) 0,626 1 1
CT 127 (39,2) 58 (35,6) 0,875 (0,588-1,302)/0,510 0,886 (0,594-1,321)/0,551
T 15 (4,6) 10 (6,1) 1,277 (0,553-2,952)/0,567 1,307 (0,564-3,029)/0,533
Modelo dominante
cc 154 (51,2) 201 (62,6) 0,657 1 1
CTAT 147 (48,8) 120 (37,4) 0,917 (0,627-1,343)/0,657 0,929 (0,634-1,364)/0,708

Legenda: Os dados estdo representados como n (%) ou proporcdo *Os valores
de p foram computados usando o teste de y> comparando pacientes com TDM e
controles em ambos os sexos. *Os valores da RC (IC 95%/p) foram obtidos da
andlise de regressdo logistica ajustada para idade, uso de tabaco, etnia e uso de
medicagdo psiquiatrica. p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
TDM: Transtorno Depressivo Maior; RC: Raz&o de chances.

3.Discusséo

Os transtornos psiquiatricos tém sido frequentemente
associados a disfungdo do sistema imune e a um fendtipo pro-
inflamatdrio caracterizado pela aparecimento de varias células
inflamatdrias ativadas e um aumento de mediadores inflamatorios tanto
no SNC quanto na periferia (MUNKHOLM, VINBERG e KESSING,
2013; LOTRICH, 2012; KUNZ et al., 2011; DOWLATI et al., 2010;
GOLDSTEIN et al., 2009; SCHIEPERS, WICHERS, e MAES, 2005).
No entanto, ndo esta claro se a inflamacdo é um evento precoce crucial
para a disseminacgdo e amplificacdo da degeneracdo neuronal associada
aos sintomas psiquiatricos ou mesmo se ela esta presente em todos os
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individuos acometidos pelo TDM. O presente estudo mostrou que a
variabilidade genética em genes associados ao sistema imune pode
apresentar um papel importante na heterogeneidade do TDM. O alelo T
do polimorfismo rs2034310 no gene CD300f conferiu protecdo contra o
TDM em um estudo de base populacional incluindo 1.110 adultos
jovens.

Mudangas polimdrficas na regido onde o gene CD300f esta
localizado j& foram associadas a diversas condigdes inflamatorias,
incluindo psoriase, inflamagdo, trombose, agregacdo plaquetaria e
esclerose maltipla (BAN et al., 2010; DANIK et al., 2009; NAIR et al.,
1997). Em um estudo de associacdo gendmica avaliando 17.686
mulheres saudaveis, o loci 17g25.1 onde o gene do imunorreceptor
CD300f esté localizado, foi associado com niveis mais altos de proteina
C reativa e fibrinogénio na trombose, agregacdo plaquetaria e maior
estado inflamatdrio (DANIK et al., 2009). Curiosamente, a localizagéo
do genoma 17q foi previamente associada a outras doencas
inflamatdrias, como a psoriase (NAIR et al., 1997). Além disso, o0 SNP
(rs2034310) no imunorreceptor CD300f foi associado a esclerose
maltipla, com o alelo T conferindo risco apds uma analise combinada
incluindo dados populacionais de trés estudos (BAN et al., 2010). No
entanto, este é o primeiro estudo mostrando uma associagdo entre um
polimorfismo no gene CD300f e 0 TDM.

Os resultados do presente estudo foram mais evidentes em
mulheres, e o efeito observado na populacéo geral é perdido nos homens
apos a estratificacdo. Isso pode ser devido a reducéo do poder estatistico
apos estratificacdo, uma wvez que a amostra de mulheres €
consideravelmente maior que a de homens. Contudo, essa pode ser uma
alteracdo genética com um impacto neurobiolégico maior em mulheres.
De fato, as mulheres tém aproximadamente o dobro de probabilidade de
serem diagnosticadas com TDM (HOEKSEMA, 2001), relatam maior
gravidade de sintomas em comparagdo aos homens (KORNSTEIN et
al., 2000), e a fisiopatologia da depressdo também pode diferir por sexo.
Um estudo de expressdo génica em larga escala revelou mdltiplas
alteragdes na transcricdo que variam em direcdes opostas entre homens e
mulheres com TDM (SENEY et al., 2018).

Apesar da provavel importancia dos imunorreceptores CD300f
na regulacdo de condices inflamatérias, poucos estudos avaliaram seu
papel no SNC. Um possivel papel neuroprotetor tem sido descrito, uma
vez que os receptores CD300f tem sua expressao aumentada no cérebro
em um modelo de encefalomielite autoimune experimental, lesdo
cerebral aguda e apds administracdo intraperitoneal de LPS (SHIBA et
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al., 2017; PELUFFO et al., 2012; XI et al., 2010). Além disso, altos
niveis de imunorreceptores CD300f foram encontrados nos nervos
periféricos apds lesdo, onde foi observado um papel na regulacdo e
controle de processos de regeneracdo via regulacdo da migracdo e
polarizacdo de macréfagos (PELUFFO et al., 2015).

Um estudo recente identificou que um polimorfismo diferente
no gene do imunorreceptor CD300f (rs1411171369) causa uma troca
dos aminodcidos arginina por glutamina na posi¢cdo 33 (R33Q), o que
resulta em uma diminuicdo da expressdo do imunorreceptor CD300f na
superficie dos mondcitos periféricos de pacientes com esclerose
maltipla, sugerindo que esta mutacdo pode afetar a estabilidade da
proteina e comprometer as respostas anti-inflamatorias (MARTINEZ-
BARRIOCANAL et al., 2017). Contudo, ainda ndo existem estudos
sobre a funcionalidade do polimorfismo avaliado no presente estudo,
nem em termos de expressdo do receptor ou das vias de sinalizagdo
recrutadas apds ativacdo e seu papel no TDM. Vale ressaltar que as
variantes genéticas do SNP rs2034310 (C/T) parecem ndo causar
alteragdes nos niveis periféricos de IL-1p na populagdo estudada,
sugerindo auséncia de uma exacerbacdo da resposta inflamatéria
mediada por essa interleucina. Contudo, os niveis de outras citocinas
anti- e pro-inflamatérias precisam ser avaliadas.

As principais limitacdes do presente estudo consistem na falta
de informacbes sobre a sinalizacdo mediada pelos imunorreceptores
CD300f e o impacto do polimorfismo avaliado nessa resposta. Esta
apenas se iniciando a entender o papel da familia de receptores CD300
em condi¢des fisioldgicas e patoldgicas, bem como seu potencial como
alvo terapéutico. Com base nos dados dos estudos pré-clinicos obtidos a
partir de modelos de lesdo aguda e doengas inflamatérias, precisa-se
ampliar o conhecimento sobre o envolvimento da familia CD300 em
doencas humanas, e compreender 0s mecanismos associados com a
resposta destes receptores na presenca e na auséncia de inflamagéo e seu
potencial efeito diferencial de acordo com o género.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho reforcou o envolvimento de processos
inflamatorios na patofisiologia do TDM através da participacdo da via
inflamatdria mediada pelo inflamassoma NLRP3 e do seu impacto em
alteragdes neuroquimicas relevantes para o TDM, e abriu caminho para
0 estudo da via anti-inflamatdria mediada pelos imunorreceptores
CD300f na modulacdo das respostas comportamentais associadas ao
TDM, uma via até entéo ndo estudada.

Os resultados em animais demonstram que o ECI induziu um
comportamento depressivo e prejuizo de cognicdo, além de alteracdes
no cortex pré-frontal como aumento dos niveis de noradrenalina,
diminuicdo dos niveis de dopamina e aumento dos niveis de IL-1p,
sugerindo que o inflamassoma NLRP3 é ativado pelo ECI e leva a
alteragdes monoaminérgicas. Por outro lado, o tratamento oral com
glibenclamida por 21 dias, um inibidor do inflamassoma NLRP3, foi
capaz de prevenir as alteracbes comportamentais, a diminuicdo de
dopamina e 0 aumento de IL-1pB no cértex pré-frontal. J& no estudo em
humanos, apesar de ndo encontrar-se uma associacao entre os genotipos
do polimorfismo no gene do inflamassoma NLRP3 (rs10754558, C/G) e
o0 diagnéstico de TDM, obsevou-se que o gen6tipo GG esta associado a
um aumento significativo nos niveis séricos de IL-1B nos pacientes com
TDM, desta forma, esses achados contribuem para desvendar a
funcionalidade deste polimorfismo.

Além disso, demonstrou-se 0 que o imunorreceptor CD300f esta
envolvido na regula¢do do humor, uma vez que animais fémeas com a
deplecdo genética deste imunorreceptor (CD300f-/-) apresentam
comportamento depressivo e aneddnico que séo persistentes ao longo da
idade, enquanto os machos ndo apresentam alteragdes comportamentais.
As fémeas CD300f-/- com 5 meses de idade também apesentaram um
aumento no perfil inflamatério cerebral indicado pela expressdo génica
das citocinas IL-6, ILIRN e IL-10 e uma diminuicdo hipocampal de
norarenalina. O tratamento agudo com bupropiona levou a uma melhora
significativa do comportamento aneddnico enquanto que o tratamento
com LPS induziu um comportamento aneddnico exacerbado nas fémeas
CD300f-/- quando comparado aos animais selvagens, indicando que
esses animais podem ser mais suscetiveis ao estresse e aos modelos de
depressdo. No estudo em humanos, observou-se uma importante
associacdo do alelo T do polimorfismo no imunorreceptor CD300f
(rs2034310, C/T) conferindo protecdo contra a depressdo em mulheres.
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Em conjunto esses resultados reforcam o envolvimento de
processos inflamatdrios no TDM tanto em animais quanto em humanos.
Porém vale ressaltar que 0 TDM é uma doenca multifatorial, gerada nédo
apenas pela interacdo entre o ambiente e os fatores genéticos, mas
também pela influéncia de mdaltiplos genes com um efeito pequeno.
Assim, essa interagdo entre a variabilidade genética, funcionalidade da
resposta inflamatdria e neurotransmissdo pode ser fundamental para
explicar a heterogeneidade observada em pacientes com TDM, e outros
fendmenos como suscetibilidade diferencial ao estresse, respostas a
farmacos anti-inflamatérios ou resisténcia ao tratamento com
antidepressivos classicos.

Figura 1. Resumo dos resultados obtidos

A (G

Envolvimento do NLRP3 no TDM ; Envolvimento do CD300f no TDM
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Legenda: O inflamassoma NLRP3 e o imunorreceptor CD300f estéo
envolvidos no TDM em animais e humanos. No estudo em roedores, observa-se
que o ECI é capaz de induzir alteragbes comportamentais, monoaminérgicas e
inflamatdrias no cortex pré-frontal em camundongos Swiss fémeas que sao
prevenidas pelo tratamento com glibenclamida, um inibidor do inflamassoma
NLRP3 (A). J& em humanos, 0 genétipo GG do polimorfismo no gene do
inflamassoma NLRP3 (rs10754558 C/G) esta associado a um aumento nos
niveis de IL-1p em pacientes com TDM (B). Além disso, animais fémeas
CD300f-/- com 5 meses de idade apresentam alteragbes comportamentais
associadas a um perfil inflamatério moderado no cérebro e alteragdes
noradrenérgicas no hipocampo. O tratamento agudo com o antidepressivo
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bupropiona melhora o comportamento aneddnico enquanto que o tratamento
com LPS exacerba este comportamento (C). Em humanos, o alelo T do
polimorfismo no gene do imunorreceptor CD300f (rs2034310 C/T) esta
associado a um fator de protecdo contra 0 TDM em mulheres (D).
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7. PERSPECTIVAS
Capitulo 1:

- Avaliar o envolvimento da via do inflamassoma NLRP3 no ECI
através da analise dos niveis de outras proteinas desta via como NLRP3,
ASC, TLR4 e NFkB;

- Esclarecer a relagéo entre o inflamassoma NLRP3 e o sistema
monoaminérgico, através da avaliacdo da atividade das enzimas de
sintese de dopamina e noradrenalina (tirosina hidroxilase ¢ dopamina [3-
hidroxilase);

- Verificar a modulagdo de outras citocinas inflamatorias pelo
ECI e pelo tratamento com glibenclamida como as citocinas
inflamatdrias 1L-18 e IL-6 e a citocina anti-inflamatéria I1L-10.

Capitulo 2:

- Avaliar o estado neuroinflamatério nas fémeas CD300f-/- em
regides encefalicas especificas que estdo envolvidas com a regulagéo do
humor como o cortex pré-frontal, hipocampo, nicleo accumbens e locus
coeruleus;

- Esclarecer a relacdo entre o imunorreceptor CD300f e o sistema
monoaminérgico, através da avaliacdo da atividade das enzimas de
sintese de dopamina e noradrenalina (tirosina hidroxilase e dopamina [3-
hidroxilase);

- Avaliar as alteragbes neuroguimicas associadas ao
comportamento aneddnico induzido pela administracdo de LPS nas
fémeas CD300f-/-;

- Investigar o comportamento depressivo e aned6nico das fémeas
CD300f-/- frente a outros modelos de depressdo como o ECI, estresse
agudo e o modelo de depressao induzida por corticosterona;

- Avaliar a funcionalidade do polimorfismo nos imunorreceptores
CD300f.
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