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RESUMO

O ATP tem sido implicado na indugéo de processos inflamatorios agudos e cronicos. A ativacao
de receptores do subtipo P2X7 por altas concentracGes de ATP ocorre durante estresse e dano
celular. Estes receptores desempenham um papel fundamental no processamento e secrecdo da
citocina pro-inflamatéria interleucina-1p (IL-1p), via ativagdo do complexo do inflamassoma
NLRP3. Nesse sentido, 0 presente projeto teve como objetivo avaliar o envolvimento dos
receptores de ATP do subtipo P2X7 nas alteracfes neuroquimicas e comportamentais induzidas
pelo modelo do estresse agudo de contencdo. Os animais foram tratados com um antagonista
de receptores P2X7, Brilliant Blue G (BBG, 50 mg/kg, i.p., uma vez ao dia por 7 dias) ou
veiculo. No sétimo dia, os animais foram submetidos ao modelo de estresse de contencao por
7h e quarenta minutos ap0s o término do estresse os animais foram submetidos aos testes
comportamentais para avaliacdo do comportamento tipo-depressivo e ansioso. Os niveis de IL-
1B foram mensurados no hipocampo e cortex pre-frontal, e o imunocontetddo da TXNIP foi
avaliado no hipocampo. Nossos resultados mostraram um efeito tipo-depressivo do estresse de
contencdo ao aumentar o tempo de imobilidade dos animais no Teste de Nado Forcado (TNF)
guando comparado ao grupo controle, assim como apresentou um efeito tipo-ansioso visto
através da diminuicdo do tempo de permanéncia dos animais nos bracos abertos pelo Teste do
Labirinto em Cruz Elevado (TLCE) quando comparado ao grupo controle. O antagonista de
receptores P2X7 (BBG) na dose de 50 mg/kg foi capaz de prevenir os efeitos do estresse
reduzindo o tempo de imobilidade no TNF, mas ndo foi significativo em prevenir o efeito tipo-
ansioso induzido pelo estresse no TLCE. Quanto aos parametros bioquimicos, o estresse de
contencdo reduziu os niveis de IL-1p no hipocampo e cortex pré-frontal. Contudo o tratamento
com BBG causou uma reversao parcial nos niveis de IL-1 em ambas estruturas. Além disso,
0 estresse de contencdo aumentou significativamente o imunoconteido de TXNIP no
hipocampo do grupo tratado com BBG e submetido ao estresse. Assim, nossos resultados
sugerem que o bloqueio dos receptores P2X7 previne 0 comportamento tipo-depressivo
induzido pelo estresse agudo e que este efeito pode estar, pelo menos em parte, envolvido com

a manutenc&o dos niveis de IL-1f no hipocampo e cortex pré-frontal dos animais.

Palavras-chave: estresse; ATP; P2X7; comportamento; inflamacéo



ABSTRACT

ATP has been implicated in the induction of acute and chronic inflammatory processes. The
P2X7 receptors are activated by high concentrations of ATP, generally associated with stress
or cellular damage. These receptors play a key role in the processing and release of pro-
inflammatory cytokine interleukin-1p (IL-1p) via the activation of the inflammatory complex
NLRP3. In this way the present project aimed to evaluate the involvement of the P2X7 receptors
in the neurochemical and behavioral alterations induced by acute restraint stress. The animals
were treated with a P2X7 receptor antagonist, Brilliant Blue G (BBG, 50 mg/kg, i.p., once a
day for 7 days) or vehicle. On the seventh day, the animals were submitted to the acute restraint
stress for 7h and forty minutes after the end of the stress the animals were evaluated in the
behavioral tests for depressive-like and anxiety-like behaviors. IL-1p levels were measured in
the hippocampus and prefrontal cortex, and the immunocontent of TXNIP was evaluated in the
hippocampus. Our results showed a depressive-like effect of acute restraint stress, characterized
by the increase in immobility time in the FST when compared to the control group. In addition,
acute restraint stress was associated with an anxious-like effect characterized by the decrease
in the amount of time spent in the open arms of the plus-maze when compared to group control.
Treatment with the P2X7 receptor antagonist (BBG 50 mg/kg) was capable to prevent the
depressive-like effect of stress in FST, but not the anxiogenic-like effect in the elevated plus-
maze. Concerning the neurochemical parameters, acute restraint stress decreased levels of IL-
1B in the hippocampus and prefrontal cortex, an effect that was partially prevented by BBG
treatment. Moreover, acute restraint stress increased the immunocontent of TXNIP in the
hippocampus, an effect that was further increased in the group treated with BBG and submitted
to stress. Thus, our results demonstrated that the blockade of P2X7 receptors might represent a
good strategy to prevent the depressive-like behavior induced by acute stress, an effect that
might be partially associated with the recovery of IL-1B levels in the hippocampus and
prefrontal cortex.

Keywords: stress, ATP; P2X7; behavior; inflammation.
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1 INTRODUCAO
1.1 O ESTRESSE

As neuropatologias tém sido cada vez mais destacadas atualmente devido a alta taxa
de recorréncia em pacientes no mundo todo. Além do grande dispéndio econémico anual que
geram, existe uma tendéncia a um aumento significante destas doengas com o envelhecimento
da populagdo (ANDLIN-SOBOCKI et al., 2005). Sendo assim, a necessidade de recursos para
a diminuicdo ou prevencdo dos sintomas neurodegenerativos é imprescindivel. As doencas que
acometem o Sistema Nervoso Central (SNC) sdo, em sua maioria, multifatoriais. Contudo, é
notavel a sua relacdo com o estresse, considerado um dos principais fatores ambientais no
desencadeamento e sucessdo de processos neurodegenerativos que ocorrem nestas patologias
(VOLLMAYR; HENN 2003, LUCASSEN et al., 2006).

O estresse € um mecanismo adaptativo que desencadeia respostas fisioldgicas
necessarias ao organismo frente a uma perturbacdo, ameaca ou perigo. Dentre as respostas
fisiol6gicas associadas ao estresse estdo 0 aumento de pressdo sanguinea, aumento de
frequéncia cardiaca, mobilizacdo de recursos energéticos, efeito anti-inflamatério e
imunossupressor (BUSILLO; CIDLOWSKI, 2013), estado de hipervigilancia, entre outros
(FINSTERWALD; ALBERINI, 2015). Porém o estresse severo ou continuo, pode causar
prejuizos cognitivos (WILSON et al., 2007) promover o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas (KIBEL; DRENJANCEVIC-PERIC, 2008) e desencadear ou agravar a
progressao de sintomas psiquiatricos como altera¢ées no humor, ansiedade e prejuizo cognitivo
(VOLLMAYR; HENN 2003, BORROW et al., 2016).

O cortisol (glicocorticéide majoritario em humanos) e corticosterona (glicocorticdide
marjoritario em roedores) sdo hormdnios esterdides produzidos e liberados pelas glandulas
adrenais em situacOes de estresse. Estes hormdnios atuam em diversos tecidos, preparando o
organismo para uma resposta de “luta ou fuga” e exercendo uma influéncia anti-inflamatéria e
imunossupressora (BUSILLO; CIDLOWSLI, 2013). O eixo hipotalamo—pituitaria—adrenal
(HPA) é o eixo neuroenddcrino responsavel pelo controle da secrecdo dos hormonios
glicocorticéides (GC) e também pela sua retro-inibicdo, processo responsavel por cessar a
resposta quando ndo ha& mais situacdo de perigo. Falhas no processo de retro-inibigdo podem
causar um aumento sustentado nos niveis de GC circulantes e estdo associadas a diversas
consequéncias deletérias no SNC como prejuizos na neuroplasticidade e morte celular (VYAS
etal., 2016).
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A ativacdo do eixo HPA inicia com a liberagdo do hormonio liberador de
corticotropina (CRH) através dos neurbnios dos nucleos paraventriculares do hipotalamo,
estimulando assim a secre¢do do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) pela pituitaria, que
atingem a circulacéo sistémica e estimulam a sintese e liberagdo de GC pelo cortex adrenal
(Figura 1). Os GC atuam em diversos tecidos do organismo, mas devido & uma grande
densidade de receptores de GC, o hipocampo é uma regido particularmente sensivel aos efeitos
destes hormonios (FINSTERWALD; ALBERINI, 2014). Pode-se dizer que os eventos
estressores sdo capazes de alterar a morfologia desta regido, uma vez que a hipersecrecdo de
GC esta associada a uma reducdo na arborizacdo dendritica (SHELINE et al., 2003), diminuicao
da neurogénese no giro denteado do hipocampo (SAPOLSKY et al., 1990) e até mesmo uma
atrofia hipocampal (LUPIEN et al., 1998). Além disso, o hipocampo € uma estrutura
relacionada a processos cognitivos, de aprendizado, memoria e regulacdo de humor, sendo
sugerida uma correlacdo entre hiperativacdo do eixo HPA e déficits nestes comportamentos
(LATHE, 2001). O excesso de GC é capaz de aumentar a neurotoxicicidade por diferentes
mecanismos, como por exemplo modificacdo no metabolismo da célula, excitotoxicidade,
estresse oxidativo e disfuncéo da resposta imunolégica (MADRIGAL et al., 2006, SATO et al.,
2010).
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Figura 1: Eixo neuroendocrino de resposta ao estresse.
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Figura 1: O estresse desencadeia respostas fisiologicas através da secrecdo de hormdnio liberador de
corticotropina (CRH) por neurbnios do nicleo paraventricular do hipotdlamo, que induzem a secrecdo do
hormdnio adrenocorticotrofico pela glandula pituitaria (ou adeno-hipofise), e estimulam o cortex adrenal a
produzir e secretar homdnios glicocorticoides (GC). Este eixo possui um sistema de retro-inibi¢do, no qual
concentragdes elevadas de GC atuando em receptores de GC localizados no hipocampo, hipotalamo e pituitéria,

sdo capazes de inibir o processo. Figura adaptada de Neis, 2017.

1.2 O ESTRESSE E A NEUROINFLAMAGCAO

As células da microglia, os astrdcitos, oligodendrécitos, as células endoteliais da
microvasculatura cerebral e até mesmo os neur6nios sdo capazes de produzir e secretar citocinas
inflamatorias (RAMESH et al, 2013). No SNC, as citocinas funcionam como
neuromoduladores que atuam regulando a transmisséo sinéptica, a excitabilidade neuronal e a
ativacdo do eixo HPA (RICHTER et al., 2017). Além disso, essas moléculas também sdo
cruciais para a funcdo imunoldgica central, atuando na vigilancia, na facilitagcdo do trafego de
leucocitos para o parénquima encefalico e no recrutamento de outros fatores inflamatorios
(TAKESHITA; RANSOHOFF, 2012).
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Um fator que contribui potencialmente para o efeito do estresse na progressao dos
processos neurodegenerativos envolve a ativacdo do sistema imunoldgico (MILLER et al.,
2009). O efeito do estresse sobre o sistema imunoldgico € complexo. Agudamente, a secrecao
de GC esté associada a uma supressao da resposta imunoldgica e a um efeito anti-inflamatério
bem estabelecido (CAIN; CIDLOWSKY, 2017). Contudo, estudos clinicos e pré-clinicos tém
demonstrado que quando intenso ou crénico, o estresse pode gerar um aumento na producéo de
citocinas inflamatorias e no fendtipo pro-inflamatério de células imunes, associado a
insensibilidade destas células frente aos efeitos anti-inflamatorios dos GC (BARNES;
ADCOCK, 2009; CHROUSOS et al., 1996; COHEN et al., 2012).

1.3 OS RECEPTORES P2X7 NA NEUROINFLAMACAO

O ATP é um nucleotideo derivado da adenina que além da funcdo energética, atua
como um importante neurotransmissor excitatorio no SNC (FRENGUELLI, 2017). O ATP
pode atuar em receptores metabotropicos purinérgicos P2Y, familia com oito subtipos de
receptores caracterizados, ou em receptores ionotropicos purinérgicos P2X, familia com sete
subtipos P2X clonados e caracterizados. Entre eles, os receptores do subtipo P2X7 s&o
receptores de baixa afinidade, ativados por concentracbes de ATP entre 100-1000 pM,
frequentemente associados a condi¢des patolégicas. A ativacdo dos receptores P2X7 esta
associada a um aumento no efluxo de K™ e uma despolarizacdo celular. A ativacdo destes
receptores ja foi relacionada a processos de excitotoxicidade e morte celular (BURNSTOCK,
2017). Os receptores P2X7 sdo abundantemente expressos na microglia, em menor extensao
em astrocitos (YUE et al., 2017), oligodendrdcitos e nos terminais pré-sinapticos de neurénios
(SWAYNE; BOYCE, 2017).

O estresse esta associado a um aumento na liberacdo de ATP no SNC, e o efluxo de
K™ causado pela ativacdo dos receptores P2X7 tem sido implicado na inducdo de processos
inflamatdrios (MARIATHASAN et al., 2006). Recentemente, estudos tém demonstrado que a
deplecdo genética dos receptores P2X7 esta associada a um comportamento tipo antidepressivo
em modelos preditivos como o teste de suspensdo pela cauda (CSOLLE et al., 2013). Além
disso, a administracdo sub-cronica de um antagonista de receptores P2X7 foi capaz de prevenir
0 comportamento tipo-depressivo e a liberagdo de citocinas pré-inflamatorias em um modelo
de depressdo induzida pela administracdo de lipopolissacarideo (LPS) (MA et al., 2014), e

paralelamente, em um protocolo de estresse cronico imprevisivel (ECI) (LI et al., 2016,
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CLARKE etal., 2017), sugerindo um papel para o ATP e para os receptores P2X7 na modulagéo
de aspectos comportamentais relacionados a inflamagéo.

A ativacdo dos receptores P2X7 por altas concentracdes de ATP desempenha um papel
fundamental na resposta inflamatoria via ativacdo do complexo do inflamassoma NLRP3 e
secrecdo das citocinas inflamatorias interleucina-18 (IL-1B) e interleucina-18 (IL-18). O
inflamassoma NLRP3 é um complexo proteico localizado no citoplasma das células que tem
como funcéo a ativacdo de caspases, especialmente a caspase-1, que por sua vez, pode clivar e
ativar as formas precursoras de IL-1p e IL-18 em suas formas ativas (GURUNG et al., 2014,
HALLE et al., 2008; WALSH et al., 2014).

O complexo inflamassoma esta presente em diversos tipos celulares, incluindo células
do sistema imune periférico e SNC estando associado a diversas patologias, incluindo artrite
reumatoide, doenca de Alzheimer e depressdo (ALCOCER-GOMEZ et al., 2014, DU et al.,
2016, PAN et al., 2014). Estudos recentes sugerem um importante papel para o inflamassoma
NLRP3 na ativacdo do sistema imunol6gico como resposta a sinais de dano celular (IWATA et
al., 2013; WALSH et al.,2014; KAUFMANN et al., 2017). Além do efluxo de K* gerado por
um aumento nas concentracfes de ATP, uma grande diversidade de estimulos que podem levar
a ativacdo do inflamassoma NLRP3, incluindo a producéo de espécies reativas de oxigénio
(ERO). Um dos mecanismos que associa a formacdo de ROS a inflamacdo é mediado pela
proteina de interacdo com a tiorredoxina (TXNIP). A TXNIP é um elemento constitutivamente
ligado a enzima antioxidante tiorredoxina oxidorredutase (TRX). Em condicGes que elevam a
concentracdo de ERO intracelularmente, como neuropatologias, este agregado € dissociado, e
a TXNIP é unida ao complexo NLRP3, iniciando assim uma resposta inflamatéria (TSCHOPP
e SCHRODER, 2010) (Figura 2).
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Figura 2: Ativacao do complexo NLRP3 via producéo de EROs e efluxo de K*.
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Figura 2: Complexo inflamassoma NLRP3 pode ser ativado através de elevadas concentraces de ATP
extracelular gerados pelo estresse, que estimulam o efluxo de K* através de receptores P2X7. A ativagdo deste
complexo atua na resposta inflamatdria podendo gerar um aumento na secrecdo de citocinas inflamatorias como
IL-1B. Figura adaptada de Tschopp e Schroder, 2010.

1.4 JUSTIFICATIVA

As doencas que acometem o SNC como disturbios psiquiatricos e as doencas
neurodegenerativas sdo uma das causas mais comuns de doengas no mundo ocidental
(OLESEN; LEONARDI, 2003) e aquelas que maiores custos absolutos terdo nos proximos anos
(ANDLIN-SOBOCKI et al., 2005). O estresse é considerado o principal fator ambiental
envolvido na etiologia e progressdo destas doengas e cerca de 75-90% das pessoas que
procuram atendimentos de emergéncia apresentam problemas relacionados ao estresse
(ZACHARKO et al., 1990). A presenca de inflamagdo é uma caracteristica comum associada
aos processos degenerativos encontrados em varias destas neuropatologias e embora esta
associacao seja evidente na literatura tanto em pacientes quanto em modelos pré-clinicos, suas
relagdes causais permanecem pouco elucidadas. Assim, a compreensdo de diferentes aspectos
neurobiologicos associados aos efeitos comportamentais do estresse e a busca de novos alvos
farmacolodgicos capazes de conter a neuroinflamacéo, como o bloqueio dos receptores P2X7,

podem oferecer novos caminhos no desenvolvimento de estratégias terapéuticas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do bloqueio dos receptores P2X7
nas alteracbes comportamentais e neuroquimicas desencadeadas pelo estresse agudo de

contengdo em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I) Avaliar as alteracbes comportamentais induzidas pelo tratamento sub-cronico por sete dias
com o antagonista de receptores P2X7 e pelo estresse agudo de contencdo com foco no
comportamento tipo-depressivo, tipo-ansioso e atividade locomotora dos camundongos;

I1) Avaliar o efeito do tratamento sub-crénico com o antagonista de receptores P2X7 e do
estresse agudo de contencdo nos niveis da citocina inflamatdria IL-1f no hipocampo e cortex
pré-frontal;

I11) Avaliar o efeito do estresse agudo de contencdo e do tratamento sub-crénico com o
antagonista de receptores P2X7 nos niveis da proteina de interacdo com a tiorredoxina (TXNIP)

no hipocampo;

3 HIPOTESES

I) O bloqueio farmacolégico dos receptores P2X7 é capaz de prevenir o comportamento tipo-
depressivo e tipo-ansioso induzidos pelo estresse agudo de contencao;

I1) O bloqueio farmacoldgico dos receptores P2X7 é capaz de prevenir o aumento nos niveis de

IL-1pB induzidos pelo estresse de contengao;

I11) O bloqueio farmacoldgico dos receptores P2X7 é capaz prevenir 0 aumento nos niveis da
TXNIP no hipocampo dos animais submetidos ao estresse;
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ANIMAIS E TRATAMENTO

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas (30 — 40 g) com 50 dias de idade,
provenientes do biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e mantidos
no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica da UFSC durante todo o periodo
experimental. Os animais foram mantidos em caixas de propileno de 30 cm X 20 cm X 13 cm,
em grupos de 7 a 8 animais por caixa, com temperatura de 20-22°C, em ciclo claro-escuro de
12:12 h e com livre acesso a racdo comercial para camundongos NUVITAL - Nuvilab CR1e a
agua filtrada.

O protocolo de estresse e os testes comportamentais foram realizados na sala de
comportamento do Departamento de Bioquimica (sala 103C) e os procedimentos bioquimicos
nos laboratdrios de Neurobiologia da Depressao (sala 204C), Laboratdrio de Neuroquimica |
(sala 205C) e LAMEB (Laboratdrio Multiusuério de Estudos em Biologia, interblocos B-C,
sala 3).

O farmaco Brilliant Blue G (BBG), antagonista de receptores P2X7, foi adquirido da
Sigma-Aldrich (Brasil), dissolvido em salina e administrado na dose de 50 mg/kg. Nos grupos
que ndo receberam o farmaco, foi administrado o veiculo (solucéo salina 0,9%). Os tratamentos
foram administrados pela via intraperitoneal (i.p.) em um volume constante de 10 ml/kg de peso
do animal, uma vez ao dia, durante sete dias.

Todos os protocolos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da UFSC (CEUA, protocolo nimero 9282200317) e foram realizados todos os esforcos para

minimizar o nimero de animais utilizados nos experimentos.

4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para a realizagdo dos experimentos, foram utilizados 30 camundongos separados em 4
diferentes grupos: salina/controle (8 animais), salina/estresse (8 animais), BBG/controle (7
animais) e BBG/estresse (7 animais).

O protocolo de estresse agudo de contencgéo foi aplicado conforme previamente descrito
(MORETTI et al., 2013, BUDNI et al., 2013). O modelo consiste na utilizacdo de um cilindro

de plastico para a contengdo dos animais e restricdo dos movimentos por 7 h. Vale ressaltar que
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0 estresse de contengdo apenas restringe a movimentagdo dos animais sem, contudo, deixa-los
imobilizados.

Todos os animais foram trazidos para a sala de comportamento as 18 h do dia anterior
ao inicio do protocolo para sua aclimatacao. Os animais submetidos ao estresse foram retirados
das suas caixas de residéncia as 5:00h, permaneceram por 7 h no estresse de contencgdo, e
retornaram para as caixas de residéncia as 12:00h. Os animais do grupo controle foram
mantidos nas caixas de residéncia. Apos 40 minutos do término do estresse, 0s animais foram

avaliados nos testes comportamentais (Figura 3).

Figura 3: Protocolo de tratamento.
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Figura 3: Os animais receberam tratamento com veiculo (salina 0,9% i.p.) ou BBG (50 mg/kg, i.p.) por sete dias.

Posteriormente os animais sofreram estresse de contencdo por 7h. Os animais do grupo controle permaneceram
em suas caixas. Apds 40 minutos do término do protocolo de estresse, todos animais realizaram os testes
comportamentais. Apos os testes os animais foram decapitados e suas estruturas cortex pré-frontal e hipocampo
foram utilizadas para avaliagdo bioquimica. Figura de autoria propria.

4.3 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

Os animais foram avaliados no teste do campo aberto (TCA) para atividade
locomotora. Posteriormente, passaram pelo teste de nado forcado (TNF) e pelo teste do labirinto
em cruz elevado (TLCE) para avaliagdo do comportamento tipo-depressivo e tipo-ansioso.

Alguns cuidados basicos foram sempre utilizados nos testes comportamentais, como
aclimatagdo dos animais na sala de comportamento e limpeza dos aparatos com alcool 10%
entre cada sessdao. Os animais foram eutanasiados imediatamente apos o ultimo teste

comportamental.
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4.3.1 Teste do Campo Aberto (TCA)

Foi realizado o TCA, proposto por Hall (1936), para excluir a possibilidade de que
alteracbes no tempo de imobilidade no TNF sejam devidas a um efeito inespecifico sobre
atividade locomotora dos animais. O teste foi realizado com um animal por vez em uma caixa
de madeira (40 cm X 60 cm X 50 cm), cercada de paredes de vidro e com um assoalho dividido
em 12 quadrantes iguais. Durante 6 minutos foi observado o nimero de quadrantes atravessados
por cada camundongo. A atividade locomotora € avaliada conforme o cruzamento do animal

pelos quadrantes com as quatro patas.

4.3.2 Teste de Nado Forgado (TNF)

O TNF é um dos modelos comportamentais mais utilizados para avaliar a atividade
antidepressiva de farmacos. O método original foi descrito por Porsolt (1977). O tempo de
imobilidade foi cronometrado durante 6 minutos em um cilindro plastico de 10 cm de didmetro
e 24 cm de altura contendo 19 cm de altura de &gua, a temperatura de 25°C + 1°C. O roedor é
considerado imdvel quando flutua ou faz apenas movimentos necessarios para manter sua
cabeca acima da agua. A reducdo no tempo de imobilidade é o efeito observado apds a
administracdo aguda de varias classes de farmacos antidepressivos (PORSOLT et al., 1977), ja
o aumento deste tempo caracterizara um estado “depressivo” dos animais ou um efeito tipo-

depressivo de farmacos.

4.3.3 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (TLCE)

O TLCE, proposto por Lister (1987), é um método baseado na avaliacdo do medo
natural dos roedores a lugares abertos e altos e avalia o efeito tipo ansiolitico/ansiogénico de
farmacos e protocolos experimentais. O procedimento consiste na utilizacdo de um aparato com
dois bracos abertos (50 cm X 10 cm), com bordas de 1 cm de altura e dois bragos fechados com
iguais dimensdes porém com bordas de 40 cm de altura, unidos por uma plataforma central de
10 cm?, dispostos em forma de cruz, e elevados a 50 cm do chdo. O animal é colocado no centro
do aparato, virado para um dos bracgos abertos, e assim é realizada a contagem do nimero de
entradas com as quatro patas e o tempo de permanéncia do camundongo nos bracos abertos e
fechados, durante cinco minutos. Um namero maior de entradas e um maior tempo de

permanéncia nos bragos abertos sdo um indicativo de menor comportamento tipo-ansioso do
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camundongo. Os dados foram expressos como porcentagem de tempo nos bragos abertos do
aparato em relacdo ao tempo total nos bragos abertos e fechados, e nimero de entradas nos

bracos fechados, usado como um indicativo de locomocao.

4.4 ANALISES BIOQUIMICAS

Os parametros bioquimicos foram avaliados em homogenatos de membranas totais de
hipocampo e cértex pré-frontal. Para este fim, os animais foram eutanasiados apés o final dos
testes comportamentais para disseccdo das estruturas encefalicas. Os hemisférios cerebrais
foram divididos e um deles foi utilizado para a preparagdo de amostras para a dosagem de IL-
1B por Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e o outro para a imunodeteccdo de
TXNIp por Western Blot. Vale ressaltar que o uso de anestésicos interfere com os pardmetros
bioquimicos analisados. Tendo em vista que 0s animais possuiam em torno de 40-50 g o0 método
de eutanasia utilizado foi a decapitacdo. Os tecidos foram congelados em nitrogénio liquido e

armazenados a -80°C até as analises.

4.4.1 Avaliacdo dos niveis de interleucina-1p (1L-1pB)

A dosagem de II-1p foi realizada por ELISA em amostras de hipocampo e cortex pré-
frontal. Para a homogenizacdo das amostras os tecidos foram triturados mecanicamente em
tampdo de homogeneizacdo (Tris 100 mM, EDTA 2 mM, NaF 200 mM, PMSF 100 mM,
Nas;VO, 200 mM, Triton 100%, glicerol 50% e coquetel inibidor de proteases SIGMA). Os
lisados foram centrifugados (10.000 g por 10 min, a 4°C) para a eliminacgéo de restos celulares.
Para a realizacdo da dosagem de II-1p3 por ELISA foram utilizados 100 pL do sobrenadante dos
lisados celulares e 10 uL foram separados para a dosagem de proteinas totais. A dosagem de
IL-1B por ELISA, foi realizada usando kit comercial (eBioscience) seguindo as orienta¢fes do
fabricante.

A técnica consiste na incubacéo das placas de 96 pogos com anticorpos especificos
para IL-1B overnight a 4°C. Em seguida foram realizadas cinco lavagens com uma solugdo de
PBS 0,05% Tween 20. Foi realizado o bloqueio por 1 h em temperatura ambiente (solucéo
ELISA/ELISPOT 1:4). Apos mais 5 lavagens, 100 puL das amostras foram adicionados em cada
pogo e 100 uL da curva padrdo de IL-1B nas concentragdes de 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250
pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml, 15,625 pg/ml e 7,812 pg/ml. com posterior
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incubacédo overnight a 4°C. A placa foi novamente lavada 5 vezes com PBS 0,05% Tween 20 e
foi adicionado o anticorpo de deteccdo, permanecendo sob agitagdo por 1 hora a temperatura
ambiente. Ap0Os a incubacdo com o anticorpo secundario foram procedidas 5 lavagens e
adicionada uma solucdo contendo avidina associada a peroxidase a cada poco, por mais 1h em
temperatura ambiente. A placa foi entdo submetida a 7 lavagens com solucdo PBS 0,05%
Tween 20 e entdo adicionou-se em cada pogo o substrato tetrametilbenzidina (TMB) incubado
por 15 minutos em temperatura ambiente, protegido da luz. Apods o periodo de incubacéo, o
H3PO4 1M foi adicionado para parar a reagdo a leitura da absorbancia foi determinada através

do espectofotbmetro Spectramax nos comprimentos de onda 450 nm e 570 nm.

4.4.2 Avaliacédo do imunocontetdo de TXNIp

Para a avaliacdo do imunoconteddo de TXNIP por Western blot as amostras de
hipocampo foram homogeneizadas mecanicamente em tampao de homogeneizagéo (Tris 100
mM, EDTA 2 mM, NaF 200 mM, PMSF 100 mM, Na;VO. 200 mM, Triton 100%, glicerol
50% e coquetel inibidor de proteases SIGMA). Os lisados foram centrifugados (10.000 g por
10 min, a 4°C) para a eliminag&o de restos celulares. O sobrenadante dos lisados celulares foi
diluido 1/1 (v/v) em solucéo contendo Tris 500 mM pH 6,8, EDTA 100 mM, SDS 10% e
aquecido a 100°C por 5 min para finalizar a desnaturacdo de proteinas. Ap6s homogeneizacao
uma aliquota foi retirada para a dosagem de proteinas. O restante da amostra foi diluido em
Sample Dilution 25% (glicerol 100%, TRIS 500mM e azul de bromofenol, pH 6,8), e B-
mercaptoetanol 8%.

A partir da deteccdo da concentracdo de proteinas totais nos homogenatos de
hipocampo, 30 pg de proteina foram utilizadas na eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo SDS (SDS-PAGE). A separacdo das proteinas foi feita em um gel com 10% de
poliacrilamida e um gel de entrada com 4% de poliacrilamida. Posteriormente, as proteinas
foram transferidas para membranas de nitrocelulose através do aparelho Semy-dry (1,2 mA/cm?
por 1,5h). Para verificar a eficiéncia do processo de transferéncia as membranas foram coradas
com a solucdo de Ponceau 0,5%. Apds esse processo, as membranas foram bloqueadas durante
1 h com leite em pd desnatado 5% em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). O
imunocontetdo de TXNIP e B-actina (utilizada como padréo interno) foi identificado atraves
da incubagdo com anticorpos primarios especificos (anti-TXNIp, feito em coelho, Santa Cruz,

diluicdo 1:3000; anti-p-actina, feito em camundongo, Santa Cruz, diluignao 1:2000) diluidos



27

em TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,05% pH 7,5) contendo albumina de soro
bovino (BSA 2%),. As membranas ficaram incubadas com os anticorpos primarios overnight a
4°C em agitacdo constante. No dia seguinte, para a deteccdo dos complexos imunes, as
membranas foram incubadas por 1h em temperatura ambiente com anticorpos secundarios anti-
coelho e anti-camundongo conjugados com peroxidase (Santa Cruz, 1:2500). A
imunorreatividade das bandas foi revelada por quimioluminescéncia com o reagente ECL (GE
Healthcare) no equipamento fotodocumentador ChemiDoc (Bio-Rad). Todas as etapas de
blogqueio e incubacdo foram seguidas por trés lavagens (5 minutos cada) das membranas com
TBS-T. A densidade o6ptica (DO) das bandas foi quantificada usando o software Scionlmage.
O imunocontetdo das proteinas TXNIP e B-actina foram determinados pela relagdo entre a DO
dessas proteinas/DO da B-actina. Os dados foram expressos como porcentagem em relagdo ao
controle (considerado como 100%) (LEAL et al., 2002, LEAL et al., 2007, NEIS, 2017).

4.4.3 Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais foi realizada seguindo o método de Peterson (1977) —
uma adaptagdo do método de Lowry Devido a alta sensibilidade do reagente folin-fenol
(solucdo contendo molibdato, tungstato e acido fosférico) em ser reduzido quando reage com a
cadeia lateral de aminoécidos que formam proteinas em geral, ¢ utilizado para determinagdo da
concentracdo de proteinas totais em diversos meios (ZAIA et al., 1998). Foi utilizada a
albumina de soro bovino como curva-padrao e a mensuracdo da absorbéancia foi realizada em

620 nm (através do equipamento leitor de absorbancia Spectramax).

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas no programa Statistics e os graficos no
programa GraphPad Prism 6. Os resultados obtidos dos testes comportamentais e nas analises
por ELISA foram expressos como a média + erro padrdo da média (E.P.M.), os resultados
obtidos das analises por Western Blot foram expressos como porcentagem da média do controle
+ E.P.M. As variaveis foram comparadas pela analise da variancia de duas vias, seguido pelo
teste post-hoc de Duncan, quando apropriado. Um valor de P< 0,05 foi considerado

significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 COMPORTAMENTO TIPO-DEPRESSIVO

Conforme observado na Figura 4A, o estresse de contencdo aumentou o tempo de
imobilidade dos animais quando comparado ao grupo controle. O tratamento com BBG (50
mg/Kkg, i.p., por sete dias) foi capaz de prevenir o efeito tipo-depressivo do estresse. A ANOVA
de duas vias revelou um efeito significativo do tratamento com BBG [F (1,23) = 17,36, p <
0,0001], do estresse [F (1,23) = 7,79, p <0,01], mas ndo da interacdo entre tratamento e estresse
[F (1,23) = 0,011, p = 0,915]. A anélise de post-hoc de Duncan revelou que o grupo submetido
ao estresse e tratado com veiculo apresentou um aumento no tempo de imobilidade com relagédo
ao grupo controle tratado com veiculo (p < 0,001). Contudo, o grupo tratado com BBG e
submetido ao estresse apresentou um tempo de imobilidade significativamente menor quando
comparado ao grupo tratado com veiculo e submetido ao estresse (p < 0,05). O tratamento com
BBG por 7 dias nos animais controle ndo reduziu significativamente o tempo de imobilidade
guando comparado aos animais controle tratados com veiculo (p = 0,07).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 4B, o tratamento com BBG e o
estresse de contencdo ndo foram capazes de alterar a locomogdo dos animais no TCA. A
ANOVA de duas vias ndo revelou um efeito significativo do tratamento com BBG [F (1,20) =
1,74, p = 0,20], sem diferencas para o estresse [F (1,20) = 0,58, p = 0,45] ou para a interacao
entre o tratamento e o estresse [F (1,20) = 0,49, p = 0,48].
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Figura 4: Comportamento tipo-depressivo
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Figura 4: Efeito do tratamento com BBG (50 mg/kg, 7 dias) e do estresse de contengdo (7 h) no tempo de imobilidade
dos animais no TNF (figura A) e no nimero de cruzamentos no TCA (figura B). Os resultados estdo expressos como a

média + 0 erro padrdo da média, n = 4 — 8. ** p < 0,01 comparado com o grupo controle/veiculo, # p < 0,05

comparado com o grupo estresse/veiculo

5.2 COMPORTAMENTO TIPO-ANSIOSO

Os resultados apresentados na Figura 5 mostram o efeito do tratamento com BBG
por sete dias e do estresse de contengdo no comportamento tipo-ansioso avaliado atraves do
TLCE. Com relacdo ao tempo de permanéncia nos bracgos abertos, Figura 5A, a ANOVA de
duas vias demonstrou um efeito significativo do estresse [F (1,16) = 9,27, p < 0,01], mas ndo
do tratamento com BBG [F (1,16) = 0,044, p = 0,83], ou da interacdo entre estresse e tratamento

[F (1,16) = 0,59, p = 0,45]. A andlise de post-hoc de Duncan revelou que 0s animais tratados
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com BBG e submetidos ao estresse de contencdo apresentaram uma redugdo no tempo de
permanéncia nos bracos abertos com relagéo ao grupo controle tratado com veiculo (p < 0,05).

Com relacdo ao numero de entradas nos bracgos fechados, (Figura 5B) a ANOVA de
duas vias ndo demonstrou efeito significativo do tratamento [F (1,20) = 0,0039, p = 0,95], do
estresse [F (1,20) = 0,46, p = 0,50] ou da interacdo entre tratamento e estresse [F (1,20) = 0,65,
p =0,42].

Figura 5. Comportamento tipo-ansioso
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Figura 5: Efeito do tratamento com BBG (50 mg/kg, 7 dias) e do estresse de contencdo (7 h) no tempo de
permanéncia dos animais nos bragos abertos TLCE (figura A) e no nimero de entradas nos bracos fechados (figura
B). Os resultados estéo expressos como a média + o erro padrdo da média, n =4 — 6. * p < 0,05 comparado com o

grupo controle/veiculo.

5.3 NIVEIS DE IL-1p NO HIPOCAMPO E CORTEX PRE-FRONTAL

Os resultados apresentados na Figura 6 mostram o efeito do tratamento com BBG e do

estresse de contencdo sobre os niveis de IL-1B no hipocampo e cortex pré-frontal. No
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hipocampo, a ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo do estresse [F (1,21) =
9,18, p < 0,001], mas néo do tratamento com BBG [F (1,21) = 0,73, p = 0,40], ou da interacao
entre estresse e tratamento [F (1,21) = 0,20, p = 0,65]. Com relagéo aos niveis de IL-1B no
cortex pre-frontal, a ANOVA de duas vias também demonstrou um efeito significativo do
estresse [F (1,17) = 12,30, p < 0,01], mas n&o do tratamento com BBG [F (1,17) = 0,066, p =
0,42], ou da interacdo entre estresse e tratamento [F (1,17) = 2,32, p = 0,14]. A anélise de post-
hoc de Duncan para as duas estruturas revelou que os animais tratados com veiculo e
submetidos ao estresse apresentaram uma reducdo niveis de IL-1B com relagdo ao grupo
controle tratado com veiculo (p < 0,05). Os niveis de IL-1B no grupo tratado com BBG e
submetidos ao estresse de contencdo ndo foram significativamente diferentes dos grupos

controle/veiculo e estresse/veiculo em ambas as estruturas.

Figura 6: Niveis de IL-1p no hipocampo e cortex pré-frontal
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Figura 6: Efeito do tratamento com BBG (50 mg/kg, 7 dias) e do estresse de contengdo (7 h) nos niveis de IL-1f
(pg/mL) no hipocampo (figura A) e no cortex pré-frontal (figura B). Os resultados estdo expressos como a média

+ 0 erro padrdo da média, n = 3 - 8. * p < 0,05 comparado com o grupo controle/veiculo.
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5.4 IMUNOREATIVIDADE DE TXNIP NO HIPOCAMPO

Os resultados apresentados na Figura 7 mostram o efeito do tratamento com BBG e do
estresse de contencédo sobre a imunoreatividade da proteina TXNIP no hipocampo. A ANOVA
de duas vias demonstrou um efeito significativo do estresse [F (1,19) = 4,62, p < 0,05], mas néo
do tratamento com BBG [F (1,19) = 1,18, p = 0,29], ou da interacdo entre estresse e tratamento
[F (1,19) = 0,048, p = 0,82]. A andlise de post-hoc de Duncan revelou gque o grupo tratado com
BBG e submetido ao estresse apresentou um aumento nos niveis de TXNIP com relacdo ao

grupo controle tratado com veiculo (p < 0,05).

Figura 7: Imunoreatividade de TXNIP no hipocampo
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Figura 7: Efeito do tratamento com BBG (50 mg/kg, i.p., 7 dias) e do estresse de contencéo (7h) no imunocontetdo
de TXNIP (54kD) e B-actina (37kD) no hipocampo. Os resultados estdo expressos como a média da porcentagem
em relagdo ao controle + erro padrdo da média da razdo da imunoreatividade da TXNIP/B-actina, n=5-6.*p <

0,05 comparado com o grupo controle/veiculo.
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6 DISCUSSAO

O estresse de contencdo é um modelo de alta validade fenomenoldgica e de constructo
para estudo de caracteristicas associada aos efeitos de um estresse agudo, considerado um dos
principais fatores capazes de precipitar a ocorréncia de episodios de depressdo e ansiedade em
humanos (SULAKHIYA et al., 2016). No presente estudo demonstramos que o estresse agudo
de contencdo produziu um comportamento tipo-depressivo no TNF e tipo-ansioso no TLCE,
associado a uma reducdo nos niveis da citocina pro-inflamatéria IL-1p no hipocampo e cortex
pré-frontal, bem como um aumento na expressdo da proteina TXNIP hipocampal.

Com relacdo ao efeito tipo-depressivo, nossos resultados corroboram dados da
literatura que demonstram que o estresse agudo de contencdo em camundongos causa um
comportamento tipo-depressivo no TNF (MORETT] et al., 2013, BUDNI et al., 2013). O TNF
€ um modelo de desespero comportamental amplamente utilizado para o estudo do compostos
com atividade antidepressiva ou comportamento tipo-depressivo (PORSOLT et al., 1977). O
teste consiste em observar o comportamento animal frente & uma situacdo de estresse
inescapavel, onde os animais apresentam comumente uma agitacdo inicial seguida de um
comportamento de imobilidade. A reducdo no tempo de imobilidade esta relacionada a um
comportamento tipo-antidepressivo e é observada ap6s tratamento agudo com farmacos
antidepressivos classicos, e 0 aumento do tempo de imobilidade é interpretado com um efeito
tipo-depressivo (PORSOLT et al., 1977).

Nossos resultados também demonstram que o estresse de contencdo gerou um
comportamento tipo-ansioso no TLCE. Em modelos animais, a exposi¢do de roedores a
diferentes agentes estressores tanto fisicos quanto psicoldgicos e a manifestacdo de um
comportamento tipo-depressivo estdo frequentemente associados a altos niveis de ansiedade
HU et al., 2017, WILLNER, 2005). O TLCE é um modelo que avalia 0 comportamento tipo-
ansioso calculado através do tempo de permanéncia nos bracos abertos, relacionado com uma
reacao espontanea de esquiva ou exploracdo do animal em um ambiente aberto e elevado. O
teste é capaz de mostrar os efeitos ansiogénicos de farmacos ou manipulagdes experimentais,
ao diminuir o tempo de permanéncia do animal nos bracos abertos e também efeitos ansioliticos
de farmacos, ao aumentar o tempo de permanéncia exploratéria do animal nos bracos abertos
do aparato (LISTER, 1987).

O tratamento crdonico com BBG, antagonista de receptores P2X7 ndo produziu efeito

antidepressivo per se, mas foi capaz de prevenir o efeito tipo-depressivo do estresse no TNF.
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Recentemente, estudos tém demonstrado que a deplecdo genética dos receptores P2X7 esta
associada a um comportamento tipo-antidepressivo em modelos preditivos como 0 TNF e o
teste de suspensdo pela cauda (BASSO et al., 2009, CSOLLE et al., 2013) e com resiliéncia ao
fenotipo depressivo induzido por um estresse de natacdo forcada repetida (BOUCHER et al.,
2011). O antagonismo de receptores P2X7 como estratégia protetora aos efeitos do estresse de
contencdo ja foi proposto anteriormente (IWATA et al., 2016, YUE et al., 2017). Além disso,
a administracdo sub-crénica de um antagonista de receptores P2X7 foi capaz de prevenir o
comportamento tipo-depressivo e a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias em um modelo de
depresséo induzida por administracéo de LPS (MA et al., 2014).

No presente trabalho, o tratamento por sete dias com BBG ndo alterou o
comportamento tipo-ansioso induzido pelo estresse. Contudo, o envolvimento dos receptores
P2X7 em comportamentos associados a ansiedade permanece pouco elucidado. BASSO et al.,
(2009) demonstraram que a deplecdo genética dos receptores P2X7 ndo alterou o
comportamento dos animais no TLCE. Além disso, a deplecdo genética ou o bloqueio
farmacoldgico dos receptores P2X7 induziu um comportamento tipo-ansioso (YUE et al.,
2017). Nossos resultados demonstram ainda que nem o estresse de contencao, nem o tratamento
com BBG, produziram alteragdes na locomocédo, avaliada no teste do campo aberto. Desta
forma, nossos resultados suportam a idéia de que estes efeitos comportamentais do estresse de
contencdo e da administracdo de BBG sdo especificos e ndo causados por alteracbes na
atividade locomotora dos animais.

No presente trabalho o estresse agudo de contencdo foi associado a uma reducdo nos
niveis de IL-1p no cortex pré-frontal e hipocampo dos animais, avaliados 1h ap6s o término do
estresse. Um aumento nos niveis centrais de IL-1p tem sido descrito em diversos modelos de
estresse agudo e cronico (CLARKE et al., 2017, YUE et al., 2017, IWATA et al. 2017).
Contudo, esses achados ndo sdo homogéneos e alguns trabalhos ndo encontraram um aumento
significativo dos niveis de IL-1p imediatamente apds 0 estresse agudo de choque na cauda em
camundongos (NGUYEN et al., 2008). Estes resultados sugerem que o efeito do estresse sobre
os niveis de IL-1p e a resposta inflamatoria podem ser dependentes do tipo e duragdo do agente
estressor. Iwata e colaborados (2013) demonstraram que ratos submetidos a um estresse de
contencdo por 60 minutos tiveram um pico de secrecdo de IL-1p em até 2 h apds o estimulo
estressor, e esses niveis normalizam-se na terceira hora apds o estresse. Assim, COMO NOSSO
protocolo teve a duracdo de sete horas de contencdo ndo podemos descartar a hipotese de que

um aumento transitorio nos niveis de IL-1p tenha ocorrido em um intervalo de tempo anterior
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a nossa avaliagdo. Além disso, outros fatores podem estar associados a reducao nos niveis de
IL-1B encontrados. Nguyen et al. (2008) relatam, que 0 aumento nos niveis de glicocorticoides
desencadeado pelo estresse pode inibir 0 subsequiente aumento nos niveis de IL-1pB. De fato, 0
aumento agudo nos niveis de glicocorticdides pode causar uma supressao da transcricao e
reduzir a estabilidade do RNAm para IL-1p (LEE et al., 1988). A resposta adaptativa do eixo
HPA gera uma inibi¢do da secrecdo de citocinas, possuindo um potencial anti-inflamatorio
(BARNES; ADCOCK, 2009). Talvez o estresse crénico possa envolver um aumento mais
caracterizado na secrecéo de citocinas inflamatorias, devido ao tempo sustentado em exposi¢édo
ao estresse e uma possivel desregulacdo da secrecdo de glicocorticoides, enquanto o estresse
agudo pode principalmente alterar os niveis plasmaticos de glicocorticéides (ARMARIO et al.,
2008, MALISCH, 2010). Contudo, novos experimentos sdo necessarios para esclarecer melhor
0 impacto do estresse agudo nos niveis centrais de IL-1p.

Os receptores P2X7 séo abundantemente expressos na microglia, em menor extenséo
em astrdcitos e oligodendrdcitos e nos terminais pré-sinapticos de neurénios. O ATP é um
importante padrdo molecular associados ao dano (DAMP), e o efluxo de K* causado pela
ativacdo dos receptores P2X7 tem sido implicado na inducédo de processos inflamatoérios agudos
e cronicos (MARIATHASAN et al., 2006). A ativacao do subtipo P2X7 por altas concentragdes
de ATP desempenha um papel fundamental na resposta inflamatéria via ativacdo do complexo
do inflamassoma NLRP3 e secrecdo de IL-18 (GURUNG et al., 2014; HALLE et al., 2008;
WALSHE et al., 2014). Demonstramos neste trabalho que o tratamento sub-crénico com o
antagonista de receptores P2X7 causou uma prevencéo parcial da redugdo dos niveis de I1L-13
induzida pelo estresse de contencdo. Podemos sugerir que o bloqueio dos receptores P2X7
minimizou o impacto do estresse sobre a resposta inflamatéria. Vale ressaltar que as citocinas
inflamatorias como a IL-1p também sdo importantes em diferentes processos fisioldgicos,
incluindo mecanismos de neuroplasticidades, neurogénese e meméria (PATTERSON; NAWA,
1993, SAPHIRA-LICHTER et al., 2007). Assim, niveis reduzidos destas moléculas também
poderiam ser potencialmente prejudiciais.

Um dos mecanismos associando o estresse a inducdo de inflamacéo € a producéo de
espécies reativas de oxigénio e a ativacdo da proteina TXNIP. A producdo de especies reativas
de oxigénio € induzida pelo excesso de ATP extracelular, e foi demonstrada como um dos
fatores capazes de ativas o desacoplamento da enzima antioxidante tioredoxina (TRX) da sua
proteina de interacdo TXNIP (TSCHOPP e SCHRODER, 2010). Uma vez livre da TRX, a

TXNIP é um dos fatores associados a ativacdo do complexo do inflamassoma NLRP3 e
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producdo de citocinas inflamatorias (TSCHOPP e SCHRODER, 2010). Esse é o primeiro
trabalho demonstrando que o estresse gera um aumento na expressao de TXNIP, possivelmente
por aumentar os niveis de espécies reativas de oxigénio. Contudo, o tratamento sub-crénico
com o antagonista de receptores P2X7 ndo s ndo foi capaz de prevenir esse aumento, como
induziu um aumento ainda maior nos niveis de TXNIP no hipocampo dos animais submetidos
ao estresse. Esses resultados sugerem que os efeitos tipo-antidepressivo do antagonista de
receptores P2X7 pode estar parcialmente envolvido com a normalizacdo de uma disfuncéo
imune causada pelo estresse, mas que ndo parece estar envolvido com a via de sinalizacdo

intracelular e inflamacéo ativada pela TXNIP.
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7 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Nossos resultados até 0 momento corroboram a literatura, demonstrando que o estresse
de contencéo (7 horas) é capaz de gerar um perfil tipo-depressivo e tipo-ansioso nos animais.
O tratamento por 7 dias com 0 BBG (50 mg/kg), foi capaz de prevenir o efeito tipo-depressivo,
mas ndo o efeito tipo-ansioso do estresse. As avalia¢fes bioquimicas demonstram que o estresse
de contencdo reduziu os niveis de IL-1p no hipocampo e cortex pré-frontal, efeito que foi
parcialmente prevenido pelo tratamento com BBG. Também foi demonstrado um possivel
envolvimento do estresse oxidativo no desencadeamento do comportamento tipo-depressivo
gerado pelo estresse de contengdo verificado pelo aumento do imunocontetdo de TXNIP no
hipocampo dos animais submetidos ao estresse. Contudo, o tratamento com BBG nao foi capaz
de prevenir esse aumento.

Pesquisas relacionadas ao envolvimento da inflamacdo e do estresse oxidativo nas
alteracGes comportamentais e no desenvolvimento de neuropatologias relacionadas ao estresse
tém recebido énfase nos Gltimos anos, tendo em vista a associacéo entre 0 SNC e sistema imune.
Como perspectivas, pretendemos investigar o efeito do blogueio dos receptores P2X7 e do
estresse agudo de contencdo na ativacdo do complexo inflamassoma NLRP3, responsavel pela
maturacao e secrecdo de IL-1B. Além disso, pretendemos esclarecer melhor o papel da TXNIP
no modelo de estresse e o efeito do bloqueio dos receptores P2X7, através da avaliacdo do seu
imunocontedo no cortex pré-frontal, e avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio no hipocampo e cortex pré-frontal. Uma melhor elucidacdo do envolvimento do
eixo HPA e componentes purinérgicos e seus receptores no estresse agudo também se faz
necessaria, assim, a avaliacdo dos niveis de glicocorticoides e de ATP extracelular também séo

sugeridos.
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