®
=

®
=
o

«
=
2
-
3
2

[

a
a

CBIOL/NUPEB/UFOP

Universidade Federal de Ouro Preto
Nuicleo de Pesquisas em Ciéncias Biologicas

Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Biologicas
CBIOL

Dissertacao

O modelo de depressao da
Bulbectomia Olfatéria em Ratos
Wistar induz alteragdes na
expressao de receptores
purinérgicos em cortex frontal:
um estudo exploratério

Daniela Vieira de Oliveira

Quro Preto
2022




Daniela Vieira de Oliveira

O modelo de depressdo da Bulbectomia Olfatéria em Ratos Wistar induz
alteracfes na expressdo de receptores purinérgicos em cortex frontal: um
estudo exploratério

Orientador: Prof. Dr. Roberto Farina de Almeida

Coorientador: Prof. Dr. Rodrigo Cunha Alvim de

Meneses

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés
Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Ouro Preto, como parte integrante dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Biol6gicas, area de concentracdo
Bioquimica Estrutural e Biologia Molecular

OURO PRETO
2022



SISBIN - SISTEMA DE BIBLIOTECAS E INFORMACAO

0480 Oliveira, Daniela Vieira De.

O modelo de depressao da Bulbectomia Olfatéria em Ratos Wistar
induz alteracdes na expressao de receptores purinérgicos em cértex
frontal [manuscrito]: um estudo exploratério. / Daniela Vieira De Oliveira.
-2022.

52 f.: il.: color., tab..

Orientador: Prof. Dr. Roberto Almeida.

Coorientador: Prof. Dr. Rodrigo Meneses.

Dissertagao (Mestrado Académico). Universidade Federal de Ouro
Preto. Nlcleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pds-
Graduagao em Ciéncias Bioldgicas.

Area de Concentracéo: Bioquimica Estrutural e Biologia Molecular.

1. Psicofarmacologia. 2. Adenosina. 3. Purinas. |. Almeida, Roberto. Il.
Meneses, Rodrigo. Ill. Universidade Federal de Ouro Preto. IV. Titulo.

CDU 577.2

Bibliotecario(a) Responsavel: Luciana De Oliveira - SIAPE: 1.937.800




MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
REITORIA
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS E BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

FOLHA DE APROVAGAO

Daniela Vieira de Oliveira

O modelo de depressdo da Bulbectomia Olfatéria em Ratos Wistar induz alteragdes na expressdo de receptores purinérgicos
em cortex frontal: um estudo exploratério

Dissertagdo apresentada ao Programa de Programa de Pds Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Ouro Preto como
requisito parcial para obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica Estrutural e Biologia Molecular

Aprovada em 29 de Julho de 2022

Membros da banca

Prof. Dr. Roberto Farina de Almeida - Orientador - Universidade Federal de Ouro Preto
Prof. Dr. Adriano Martimbianco de Assis - Universidade Catdlica de Pelotas
Dra. Sylvana Izaura Salyba Rendeiro de Noronha - Universidade Federal de Ouro Preto
Prof. Dr. Rodrigo Cunha Alvim de Menezes (Co-orientador) - Universidade Federal de Ouro Preto

Roberto Farina de Almeida, orientador do trabalho, aprovou a versdo final e autorizou seu depdsito no Repositério Institucional da UFOP em
14/02/2023

il
sel o
assinatura L]
eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Roberto Farina de Almeida, PROFESSOR DE MAGISTERIO SUPERIOR, em

14/02/2023, as 14:24, conforme hordario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n® 8.539, de 8 de
outubro de 2015.

Referéncia: Caso responda este documento, indicar expressamente o Processo n? 23109.001834/2023-24 SEI n2 0475110

R. Diogo de Vasconcelos, 122, - Bairro Pilar Ouro Preto/MG, CEP 35402-163
Telefone: 3135591672 - www.ufop.br



Daniela Vieira de Oliveira

“Desistir...eu ja pensei seriamente nisso, mas nunca me levei realmente a sério; é que tem
mais chao nos meus olhos do que o cansago nas minhas pernas, mais esperanga nos meus
passos do que tristeza nos meus ombros, mais estrada no meu corac¢éao do que medo na

minha cabe¢ca” Cora Coralina

O correr da vida embrulha tudo,
avida € assim: esquenta e esfria,
aperta e dai afrouxa, sossega e depois desinquieta.
O que ela quer da gente é coragem.

O que Deus quer é ver a gente
aprendendo a ser capaz
de ficar alegre a mais,
no meio da alegria,

e inda mais alegre
ainda no meio da tristeza!

A vida inventa!

A gente principia as coisas,
no ndo saber por que,

e desde ai perde o poder de continuacdo
porque a vida é mutirdo de todos,
por todos remexida e temperada.

O mais importante e bonito, do mundo, € isto:
que as pessoas ndo estdo sempre iguais,
ainda nédo foram terminadas,
mas que elas vao sempre mudando.
Afinam ou desafinam. Verdade maior.
Viver € muito perigoso; e nao é nao.
Nem sei explicar estas coisas.

Um sentir é o do sentente, mas outro é do sentidor.”

Jodo Guimaréaes Rosa
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RESUMO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM), é um transtorno psiquiatrico altamente
prevalente, que afeta milhGes de pessoas em todo o mundo. Acredita-se que 0 TDM nao
possui uma unica causa, mas decorre de multiplos fatores, que somados desempenham
um papel importante na sua progresséo. Apesar da alta prevaléncia do TDM e dos avangos
obtidos nos ultimos anos, a compreensao das bases neurobioldgicas desse transtorno e de
seu tratamento, ainda representam um desafio. Atualmente, como grande promessa no
campo da psicofarmacologia, moduladores do sistema glutamatérgico vém sendo
amplamente estudados. Uma estratégia que vém demonstrando potencial para avancos
terapéuticos, através da modulacdo indireta do sistema glutamatérgico, sdo drogas
capazes de modular o sistema purinérgico. Diante disso, nessa dissertacéo, atraves de um
estudo exploratorio, buscaremos investigar as possiveis alteracdes na expressao génica de
importantes receptores purinérgicos, como os receptores P1 (ADORA1 e ADORA2a) e
0s receptores P2 (P2X7 e P2Y1) na regido do cortex frontal em ratos Wistar, submetidos
ao modelo de Depressdao Maior da Bulbectomia Olfatoria (OBX). Nossos resultados
demonstram que animais submetidos a OBX apresentam aumento da média na realizacdo
do primeiro episddio de grooming, quando comparados com o grupo Sham, no teste
comportamental do Splash Test, 0 que pode ser considerado um fenétipo do tipo
depressivo. Ademais, observamos que 0s animais pertencentes ao grupo OBX
apresentaram uma diminuicdo na expressdo relativa de mRNA nos receptores A2a de
adenosina, além de uma grande diminuicdo na média da expressao dos receptores Al de
adenosina, em compara¢do com o0s animais do grupo Sham. Com relacao aos receptores
P2, apenas um efeito no aumento da média dos receptores P2Y1 nos grupos OBX, em
comparagdo com o grupo Sham, foi observado. Considerando que as pesquisas
exploratdrias buscam suscitar novas hipoteses e possibilitam a utilizagdo de abordagens
estatisticas mais amplas, do que as usualmente utilizadas; em nosso estudo,
demonstramos, pela primeira vez, que 0s animais submetidos a0 modelo de depresséo
pela OBX, apresentaram importantes alteracbes na expressdo de genes do sistema

purinérgico, na regido do cortex frontal.

Palavras chaves: Transtorno Depressivo Maior, Sistema Purinérgico, Adenosina,

Purinas, Cortex Frontal.



ABSTRACT

Major Depressive Disorder (MDD) is a highly prevalent psychiatric disorder that affects
millions of people worldwide. It is believed that MDD does not have a single cause, but
remains from multiple factors, which together play an important role in its progression. Despite
the high prevalence of MDD and the advances in recent years in the psychiatry field,
understanding the neurobiological bases of this disorder still represents a challenge. Currently,
the involvement of the glutamatergic system in MDD has been widely studied. One strategy
that has shown potential for therapeutic advances through indirect modulation of the
glutamatergic system is drugs capable of modulating the purinergic system. In view of this,
through an exploratory study, here we aim to investigate changes in purines receptors gene
expression in the frontal cortex of Wistar rats submitted to the Olfactory Bulbectomy (OBX)
depression model. Our results demonstrate that OBX surgery increasing the average to perform
the first grooming episode by the OBX rats in the splash test comparing them with the Sham
group. Furthermore, we observed that the animals belonging to the OBX group showed a
decrease in the adenosine A2a receptors mMRNA expression in frontal cortex, accompanied by
a large size-effect in decreasing the average of adenosine Al receptors expression comparing
OBX and Sham groups. Regarding to P2 receptors, only a large size-effect in increasing the
average in P2Y1 gene expression in the frontal cortex of OBX groups was observed in
comparison with Sham animals. Considering that exploratory studies allow greater flexibility
in the study hypotheses, as well as the use of broader statistical approaches than those usually
used, our study demonstrated, for the first time, that animals submitted to the OBX model of
depression showed important changes in purines receptor gene expression in the region of the

frontal cortex.

Keywords: Major Depressive Disorder, Purinergic System, Adenosine, Purines, Frontal

Cortex.
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1. Introducao
1.1. Transtorno de Depressdo Maior (TDM)

As Ultimas décadas foram de importantes avancos na pesquisa, visando entender mais
sobre a fisiopatologia do Transtorno de Depressdao Maior - TDM e 0s possiveis tratamentos
para esse transtorno (Poter & O’Connor, 2022). Apesar desses avangos, 0 TDM ¢é um transtorno
debilitante, que acopla uma gama heterogénea de sintomas e continua sendo uma das principais
causas de incapacidade (James et al., 2018), afetando cerca de 280 milhdes de pessoas no
mundo, segundo a Organizacdo Mundial da Saude.

Segundo a Comissdo de Saude Mental Global e Desenvolvimento Sustentavel, a satde
mental € um direito humano essencial e fundamental, todavia, os transtornos mentais séo
reconhecidos como a principal causa de problemas de satide no mundo moderno (“Global,
Regional, and National Burden of 12 Mental Disorders in 204 Countries and Territories, 1990—
2019: A Systematic Analysis for the Global Burden of Disease Study 2019,” 2022).

Transtornos de ordem psicoldgica e mental acometem indmeros individuos ao longo de
suas vidas (Wong & Licinio, 2001). Sabe-se que ha muito a humanidade convive com esses
disturbios, que sdo responsaveis por gerar mudancas em aspectos fisioldgicos e bioquimicos e
consequentemente, altera 0 comportamento e o convivio social, de individuos acometidos por
esses transtornos (Wong & Licinio, 2001).

Dentre os transtornos psicolégicos, a depressdo possui grande prevaléncia e uma das
formas de depressao é o transtorno depressivo maior (TDM), categorizado por recorréncia ou
cronicidade dos episddios depressivos (Mitchell et al., 2009). Segundo o DSM-V, 0 TDM ¢
caracterizado por perda de interesse e ou de prazer, somado ao humor depressivo (considerando
os ‘“core symptoms” do TDM), que perdure, pelo menos, por duas semanas (Karyotaki et al.,
2016). Assim também, episédios de depressdo que durem por longos periodos, sdo
caracterizados como depressao cronica, porém se durar por dois anos, sem nenhum periodo de
remissao superior a dois meses, passa a ser denominado como transtorno depressivo persistente
ou distimia (Mitchell et al., 2009).

Atualmente, é de amplo conhecimento que o TDM é uma desordem, cujas causas sao
multifatoriais, que podem ou n&o influenciar sua progressdo, dentre essas, podemos citar:
idade, género, estresse, mudancas hormonais, fatores génicos, ambiente, uso de drogas e
entorpecentes ou medicamentos, traumas mecanicos e emocionais (Czéh et al., 2016).

Ademais, outras manifestacdes clinicas somatizam ao quadro do paciente, importantes
para o diagndstico, como: agitacdo ou retardo psicomotor, distirbios do sono, com hiper
insOnia ou insbnia, apatia, impoténcia, tristeza, ganho ou perda de peso, baixa concentracao,

mem©ria e cognicao (Réus et al., 2016).
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1.2. Epidemiologia TDM

Segundo os autores, (“Global, Regional, and National Burden of 12 Mental Disorders
in 204 Countries and Territories, 1990-2019: A Systematic Analysis for the Global Burden of
Disease Study 2019,” 2022), na década de 90, observou-se que 0s transtornos mentais
representaram 654,8 milhGes de casos, enquanto que para 2019, estimava-se 970,1 milhdes de
casos, ou seja, houve um aumento de 48,1% entre os anos de 1990 a 2019 (“Global, Regional,
and National Burden of 12 Mental Disorders in 204 Countries and Territories, 1990-2019: A
Systematic Analysis for the Global Burden of Disease Study 2019,” 2022). Todavia, dentro
dos transtornos mentais, esses mesmos autores mostraram que o transtorno depressivo,
corresponde, em 1990, a 170.8, s6 que em 2019, foi para 279.6, quase que dobrou. Nesse
relatério, também foi demonstrado que a depressdo é mais comum em mulheres do que em
homens, independente do periodo em analise; sendo mantida essa mesma proporc¢édo do estudo
para homens, em 1990, era cerca de 65.6 e para as mulheres era de 105.2, mas em 2019, passou
a ser de 109.2 para homens e 170.4 para mulheres e sendo ainda mais comum na faixa etaria
que vai dos 20 anos, até aproximadamente 59 anos (“Global, Regional, and National Burden
of 12 Mental Disorders in 204 Countries and Territories, 1990-2019: A Systematic Analysis
for the Global Burden of Disease Study 2019,” 2022).

De acordo com Ronald Kessler, em algum momento da vida, um em cada cinco
individuos, vai experimentar pelo menos um episddio de depressao (Kessler & Bromet, 2013).
Ademais, estudos mostram que em média, um em cada dez pacientes, apresentam sintomas
depressivos, embora a prevaléncia de TDM aumente em ambientes de cuidados secundarios,
como hospitais (Bromet et al., 2011). Ainda, para Kessler, critérios sociais, como a classe
socioecondmica, diferencas culturais, assim como os fatores biol6gicos ou genéticos, podem
influenciar no desenvolvimento do TDM (Kessler & Bromet, 2013). Sabe-se que o periodo
para o desenvolvimento do primeiro episodio de TDM varia da metade da adolescéncia, até
meados dos 40 anos, no entanto quase 40% das pessoas tém seu primeiro episddio de depressao
antes dos 20 anos, com uma idade média de inicio em meados dos 20 anos (Thomas et al.,
2015), sendo o pico de prevaléncia, na segunda e na terceira década de vida, ja para outros, na
quinta e na sexta décadas (Kessler et al., 2005). Assim também, a depressao é quase duas vezes
mais prevalente em mulheres do que em homens, pois fatores biologicos, como oscilagdes
hormonais tornam as mulheres mais susceptiveis ao desenvolvimento do TDM (Kuehner,
2017). Apesar de saber que o TDM é mais prevalente em mulheres, faz-se necessario mais
estudos com esse grupo, mas sendo esse um estudo inicial, o grupo podera, a posteriori, buscar
aprofundar nos estudos, que visem esclarecer maiores diferencas e suas associa¢oes, conforme

esse grupo envolvido.
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Aproximadamente 60% das pessoas que tém TDM poderao ter recorrentes episodios e
a cada repeticdo de sucessivas crises, ha um risco de 10 a 20% de ndo remissdo com as
abordagens terapéuticas atuais propostas (Monroe & Harkness, 2011).

Com relacdo a depressdo em niveis mundiais Ronald Kessler e os outros autores,
mostraram que ela é mais prevalente na Africa - Subcentral, proximo ao Saara, com prevaléncia
média de 5536,9 pessoas (4801,3 — 6307,6); em seguida pela parte da Africa - Sub-Leste,
também regido do Saara, com média de 4849,4 pessoas (4317,2 — 5416,8) e da Africa -
Subsaariana com 4540,4 individuos (4038,1 — 5112,4) (“Global, Regional, and National
Burden of 12 Mental Disorders in 204 Countries and Territories, 1990-2019: A Systematic
Analysis for the Global Burden of Disease Study 2019,” 2022). Ja 0s paises com menores
indices s&o os da Asia, proximo ao Pacifico, com alta renda, com média de 2084,3 (3764,6 —
4908,9); apds Europa Central, média de 2601,0 (2309,7 — 2956,2); sequido do Sudeste da Asia
2610,6 (2302,9 — 2958 ,4) (“Global, Regional, and National Burden of 12 Mental Disorders in
204 Countries and Territories, 1990-2019: A Systematic Analysis for the Global Burden of
Disease Study 2019,” 2022) . Isso mostra que os fatores sociais, econémicos, interferem,
drasticamente, nos altos indices de TDM (“Global, Regional, and National Burden of 12
Mental Disorders in 204 Countries and Territories, 1990-2019: A Systematic Analysis for the
Global Burden of Disease Study 2019,” 2022).

1.3. Sintomas do TDM

Estudos mostram que o primeiro episddio de depressdo podera se dar de forma abrupta,
e seu curso é variavel, ndo havendo como estabelecer regras, tornando esse transtorno
imprevisivel (Kessler et al., 2005).

A caracterizagdo dos sintomas de TDM se da por humor deprimido, perda de motivacao,
interesse, prazer, baixo auto estima, reducdo da concentracdo, sentimento de culpa, perda ou
aumento de apetite, associados ao emagrecimento e distdrbios do sono (Deutschenbaur et al.,
2016).

Os sintomas do TDM sdo agrupados em cognitivos, neurovegetativos e emocionais,
mas a detec¢do da sindrome depressiva é dificil, por haver sintomas parecidos a outros
transtornos psiquiatricos, como agitacdo psicomotora, concentra¢do diminuida, que sdo mais
semelhantes aos transtornos de mania, assim como a ansiedade (Goldberg & Fawcett, 2012).
A ansiedade é comum no diagnostico de depresséo, pois quase dois tercos dos pacientes com
TDM apresentam quadro clinico de ansiedade (Goldberg & Fawcett, 2012). No entanto, a
ansiedade pode ser sintoma do TDM, caracterizado como depressao ansiosa e descrita no
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DSM-V, como um especificador de angustia ansiosa ou como uma outra comorbidade
(Gaspersz et al., 2017).

Sabe-se que pacientes em remissdo, sdo aqueles ndo mais sintomaticos e que
conseguiram recuperar sua funcdo habitual, apds um episédio de TDM (Thomas et al., 2015).-
Estudos mostram que com o tratamento devido, os episodios podem durar cerca de trés a seis
meses, sendo que a maioria dos pacientes se recuperam com doze meses (M. B. Keller et al.,
1992) - (Steinert et al., 2014).

Segundo dados atuais publicados por Penninx, cada episédio aumenta a probabilidade
de recorréncias e 80% dos pacientes terdo, em algum momento, pelo menos mais uma crise
depressiva (Penninx et al., 2011). Todavia, quanto mais tardiamente um individuo desenvolver
uma primeira crise, mais favoravel serd o desfecho da doenca (Burcusa & lacono, 2007).
Ademais, embora mais da metade dos individuos acometidos por um episédio do TDM se
recuperem de seis meses até um ano, porém aproximadamente 27% dos pacientes ndo vao se

recuperar e desenvolverao um quadro depressivo crénico (Angst et al., 2009).

1.4. Morbidade e Mortalidade

A depressdo pode acontecer de forma recorrente ou cronica, trazendo prejuizos
consideraveis ao individuo, que vao desde limitacbes em tarefas cotidianas, até ao suicidio,
uma fatalidade tragica, que, segundo Deutschenbaur, cerca de 850.000 vidas sdo perdidas,
anualmente, por esse transtorno (Deutschenbaur et al., 2016).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, a principal causa de incapacidade
mensurada pelos anos de vida é o TDM (Deutschenbaur et al., 2016). Contudo, ha a
necessidade da criacdo de um-sistemas de saude especifico para lidar com esses fatores, em
especial nos paises de baixa e média renda, visando fornecer tratamento e cuidados necessarios
para uma populacdo cada vez mais crescente, no que se refere aos acometidos pelo TDM
(“Global, Regional, and National Burden of 12 Mental Disorders in 204 Countries and
Territories, 1990-2019: A Systematic Analysis for the Global Burden of Disease Study 2019,”
2022). Assim, os paises que investem em pacotes de intervengdo eficazes, para transtornos
mentais, tém o potencial de reduzir a carga de transtornos mentais, diminuindo, com isso a
gravidade dos sintomas, aumentando a remisséo e reduzindo o risco de mortalidade (Patel et
al., 2016).

A nivel global, ha vérias barreiras ao atendimento em satide mental, em especial ao
paciente portador do TDM, levando a uma escassez substancial nos recursos alocados para sua
ampliacdo e no acesso a esses servigos, bem como a percepcao da necessidade de atendimento,

sem falar no estigma (“Global, Regional, and National Burden of 12 Mental Disorders in 204
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Countries and Territories, 1990-2019: A Systematic Analysis for the Global Burden of Disease
Study 2019,” 2022). No entanto, mesmo em paises de alta renda, em que ha maior aceitacao
de cuidados para esse transtorno mental, o tratamento ainda ndo atinge os padrbes
minimamente adequados que a populacdo necessita (Jorm et al., 2017), sendo necessario
expandir a criagdo de programas eficazes de prevencéo e tratamento (Patel et al., 2016), visando
cobrir a populagéo atingida por esse disturbio e reduzir, com isso esses altos indices de suicidio
(“Global, Regional, and National Burden of 12 Mental Disorders in 204 Countries and
Territories, 1990-2019: A Systematic Analysis for the Global Burden of Disease Study 2019,”
2022).

1.5. Diagndéstico — Sinais e sintomas

Sabe-se que os dois principais sistemas de diagnostico e de classificacdo de TDM séo
o CID (Classificacdo Internacional de Doengas) e 0 DSM (Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais), sendo aquele o sistema classificatério predominante (Malhi et al., 2014).

Assim, a definicdo de depressdo como transtorno é baseada em sintomas que formam
uma sindrome e trazem prejuizo funcional, tendo alguns sintomas mais especificos, como
fadiga, insbnia, anedonia, que é diminuicdo da capacidade de sentir prazer, perda de apetite,
com reducao de peso (Malhi et al., 2014).

Segundo o DSM-V, o TDM estd associado a angustia ansiosa, podendo vir
acompanhado ou ndo de caracteristicas maniacas ou hipomaniacas, descaracterizando o
transtorno bipolar e dentre o diagnostico de TDM, ha um especificador de gravidade, que
abrange a forma leve, moderada e grave (Hasin et al., 2018).

Assim, para o DSM-V o episodio depressivo maior é diagnosticado quando ocorre, pelo
menos, persistente ha duas semanas, humor deprimido, desesperanca ou anedonia (declarada
pelo paciente e ou observada por terceiros) e outros sintomas associados, sendo até cinco
sintomas, caracterizando a forma leve; de seis a sete a moderada e acima de oito a grave (Hasin
et al., 2018). Esses sintomas incluem disturbios alimentares, do sono, perda ou ganho de peso,
agitacdo ou apatia, ansiedade ou angustia, perda de concentracdo, baixa autoestima, (Hasin et
al., 2018). Apesar de néo incluir dentro da categorizagdo do DSM-V, como um especificador
de diagndstico para o TDM, muitas vezes pacientes desenvolvem esse transtorno depressivo
apos a perda de um ente querido, iniciando pelo menos, apds dois meses dessa perda (Hasin et
al., 2018).
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1.6. Impacto da depressao na sociedade atual e custos para a economia

No mundo, o Transtorno de Depressdao Maior afeta, atualmente, cerca de 280 milhdes
de pessoas (Moller et al., 2016) e € o mais prevalente dentre as distintas categorias dos
transtornos de comportamento e mentais (Kessler et al., 1994), incapacitando individuos de
executarem suas acdes. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude — OMS - 0 TDM, até 2030,
sera a maior doenca incapacitante no mundo (Yin et al., 2019).

De acordo com os dados apresentados por Paul Greenberg, em um estudo feito nos
Estados Unidos, 0 TDM afeta ao paciente e seus familiares, por incapacita-lo, com isso ha uma
perda substancial da produtividade e diminuicdo da qualidade de vida, assim o 6nus econémico
do transtorno depressivo maior chega a cerca de 210,5 bilhdes de dolares (Greenberg et al.,
2015).

Ademais, o advindo da pandemia de COVID-19, em 2020, explicitou 0s maus e
exacerbados resultados de salde mental, existentes até mesmo anterior a pandemia
(Santomauro et al., 2021). Assim, pesquisas epidemioldgicas sugerem que os efeitos
psicoldgicos da pandemia e os impactos de longo prazo nas questdes sociais e econdmicas da
populacédo, podem aumentar a prevaléncia da depressao maior (Santomauro et al., 2021).

1.7. Mecanismos envolvidos no TDM

Devido ao grande potencial incapacitante do TDM, h4 um enorme interesse na busca e
descoberta de sua etiologia, a fim de auxiliar na descoberta de terapias cada vez mais eficazes.
Embora estudos relevantes ja tenham elucidado alguns dos mecanismos patofisioldgicos
envolvidos em sua etiologia, ainda, nos dias de hoje, o desafio continua, pois nenhum
mecanismo Unico foi capaz de explicar, satisfatoriamente, todos os aspectos dessa desordem
(Belleau et al., 2019).

Dessa forma, além de estudos clinicos e post-mortem que busquem entender a
neurobiologia da depressdo, estudos explorando modelos animais, ja foram e vém sendo
conduzidos, contudo, tem sido levado em consideracéo, que 0 uso desses modelos, como uma
ferramenta para estudos, apenas se aproxima de alguns aspectos do TDM, por isso faz se
necessario novas pesquisas, que consigam extrapolar a parte experimental e ir para a clinica,
uma vez que, descobertas experimentais, nas ciéncias basicas, ainda esbarram em dificuldades
na pratica clinica (Nestler & Hyman, 2010).

Por isso, a hipdtese monoaminérgica, uma das primeiras teorias que foram propostas
para explicar a fisiopatologia do TDM, continua sendo reconhecida, desde o século XX. Dessa
maneira, estudos que investigam neurotransmissores e seus metabdlitos, tanto in vivo, quanto

post-mortem, mostraram que antidepressivos triciclicos e os inibidores de monoaminas oxidase
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(IMAOQOs), tém capacidade de aumentar a neurotransmissdo de monoaminas (serotonina,
dopamina e noradrenalina) e com isso, proporcionar um efeito antidepressivo, tanto em estudos
pré-clinicos, quanto na clinica (Delgado et al., 1990). Dessa forma, farmacos com maiores
especificidade, como os antagonistas de receptores do sistema adrenérgico (mirtazapina) e
agonistas de serotonina (gepirona), se tornaram medicacdes de maior comercializacdo
(Delgado et al., 1990).

No entanto, mesmo com grande eficiéncia em explicar parte da patologia do TDM, esse
modelo ndo conseguiu explanar a variabilidade, observada na clinica, com pacientes que
apresentavam resisténcia medicamentosa e o grande intervalo para inicio do efeito terapéutico
dessas medicac0es, que excede seis semanas (Willner et al., 2013) . Assim também, sabe-se
que 30% dos pacientes em tratamento com moduladores de monoaminas, apresentam remissao
e essas medicacBes demoram cerca de oito semanas para comecarem a fazer efeito. Dessa
forma, aumentar a compreensdo sobre as vias de sinalizacdo relacionadas com o TDM, em
especial no que tange a plasticidade neuronal, abrangida por diferentes sistemas de
neurotransmisséo, faz-se de fundamental importancia (Deutschenbaur et al., 2016).

Por outro lado, alterac6es no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) tém sido alvo de
pesquisas relacionadas ao TDM, pois descobertas bioldgicas apontaram que episodios de
estresse (recorrentes ou agudos) levam a um aumento da quantidade de cortisol plasmatico,
com isso os receptores de glicocorticoide inibem a possibilidade de feedback positivo, levando
a prejuizos da fungdo cognitiva, e ao surgimento do TDM (Stetler & Miller, 2011). Todavia,
as tentativas de tratamento medicamentoso clinico mostraram-se ineficientes, uma vez que 0s
antagonistas dos receptores de glicocorticoides ndo inibiram as altas taxas de recidivas (Stetler
& Miller, 2011). Como consequéncia do aumento de glicocorticoides sistémicos, destaca-se
ainda o acréscimo de citocina pré-inflamatorias, uma alteragdo bastante evidente em pacientes
acometidos pelo TDM ou e roedores submetidos aos diversos modelos animais de TDM
(Stetler & Miller, 2011).

Neste contexto, Setiawan, em seus estudos, apontou que o aumento das citocinas
periféricas, ao atravessarem a barreira hematoencefalica, tém capacidade de modular a
atividade das células gliais (como micrdglia e astrocitos) e neurdnios (Setiawan et al., 2015) ,
levando a uma ativagdo das microglia, principalmente pelo aumento de IL-6, que pode ser
responsavel pela instalacio de um quadro de neuroinflamacdo, que podera explicar o
desenvolvimento de transtornos depressivos (Setiawan et al., 2015).

Assim, o processo inflamatério, também é um fator de risco biol6gico proeminente na
patogénese do TDM. Individuos que sofrem de depressdo, mas que sdo clinicamente saudaveis,

geralmente tém niveis basais mais altos de mediadores pré-inflamatorios circulantes,
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particularmente TNFa e IL-6 (Cattaneo et al., 2013). A inflamacdo, por si sO, pode ser a Unica
mediadora e suficiente para promover o surgimento de sintomas depressivo (James et al.,
2018). Sabe-se que alguns medicamentos propostos como tratamento antidepressivo podem
reduzir a neuroinflamacéo, mas a grande maioria dos estudos sugerem que 0s antidepressivos
convencionais ttm menor eficacia em pacientes com niveis de citocinas elevadas. No entanto,
se por um lado, a inibi¢do direta do TNFa, com medicamentos, foi ineficaz como
antidepressivo em pacientes com niveis moderados de proteina C reativa, por outro lado foi
bastante eficaz em pacientes resistentes ao tratamento, com alta quantidade de marcadores
inflamatdrios alterados (Hannestad et al., 2011). Assim, possivel notar que a compreenséao
desse distarbio, visando um tratamento eficaz, podera vir da integracdo entre medicamentos ja
propostos e redutores de processos inflamatérios (James et al., 2018).

Em consonancia com os achados descritos anteriormente, estudos sustentam que
estresse e depressdo estdo intimamente associados a diminuicdo das conexdes sinapticas e a
atrofia neuronal, em diferentes regides cerebrais, dentre elas, é possivel citar o cortex pré
frontal (CPF) e o hipocampo (Deutschenbaur et al., 2016). Uma das explicacfes plausiveis para
tal fendbmeno é a diminuicdo da expressao e a liberacdo de BDNF, o que justifica uma das
muitas consequéncias do aumento dos niveis de glicocorticoides adrenais, induzidos pelo
estresse (Deutschenbaur et al., 2016), nesse sentido, o envolvimento de neurotrofinas cerebrais
abre uma outra hipétese que auxilia nessa explicacao da fisiopatologia do TDM. Com relacdo
ao BDNF, sabe-se que ele é uma neurotrofina cerebral, com mecanismos de a¢do baseado na
sua ativacdo em receptores de células gliais, como astrocitos e micrdglia e em neurénios
(Deutschenbaur et al., 2016). Como consequéncia da ativacao dessas vias celulares envolvidas
na resposta a0 BDNF, estudos j& demonstraram estimulo da proliferacdo e sobrevivéncia
celular, sinaptogénese, neurogénese e mecanismos essenciais a plasticidade cerebral
(Greenberg et al., 2015).

Recentemente, as pesquisas de Egeland mostraram que proteinas reguladoras, como o
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), tem suas concentracdes diminuidas em
pacientes com TDM (Egeland et al., 2015). No entanto, esse mesmo autor mostrou que a
neurogénese, que é a presenca de células tronco pluripotentes em cérebro adulto, tem a
capacidade de permitir o surgimento e o crescimento de novos neurbnios, com capacidade de
adaptabilidade neuronal, permitindo, com isso a neuroplasticidade e o envolvimento no
mecanismo de acdo de drogas para o tratamento do TDM (Egeland et al., 2015). Assim,
estratégias terapéuticas que induzem uma regulacdo positiva de BDNF j& mostraram reversao
do prejuizo induzido pelo estresse nas conexdes sinapticas e na plasticidade cerebral,

permitindo maior capacidade de adaptacdo e de flexibilidade cognitiva. Do contrario, uma
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diminuicdo de BDNF poderd acarretar ou exacerbar episodios depressivos (Pittenger &
Duman, 2008). Visto que, estudos mostraram que a presenca do BDNF se encontra no sangue
de pacientes deprimidos (Ghafari et al., 2015).

Ainda, os estudos de Keller, observaram que vitimas de suicidio apresentaram um
aumento de metilacdo do DNA em regido envolvida na expressdao do BDNF, sugerindo uma
ligacéo entre a regulacdo negativa de BDNF e o comportamento suicida (S. Keller et al., 2010).

Diante desses achados, estudos envolvendo modelos animais e clinicos, demonstraram
a existéncia de uma regulacéo bidirecional entre esses fatores e a sintomatologia do TDM, pois
niveis aumentados de mediadores inflamatdérios demonstraram diminuir a expressdo do BDNF,
ja o BDNF consegue desempenhar um importante papel na regulacdo dos marcadores
inflamatdrios no cérebro.

Assim também, a deteccdo desses biomarcadores, pela analise genética, podera
explicitar de forma antecipada, as pessoas mais vulnerdveis para o desenvolvimento do
transtorno depressivo maior, visando entender sua etiologia, na busca por um diagnoéstico mais
preciso, a fim de prevenir e tratar melhor esse distdrbio tdo debilitante.

Outro mecanismo que explica, em parte, a fisiopatologia do TDM e que vem se
destacando, recentemente, € a participacao do sistema glutamatérgico no TDM. Afinal, estudos
recentes demonstraram que diferentes mecanismos envolvidos no controle glutamatérgico e a
ativacdo de diferentes receptores envolvidos no tdnus do glutamato, tém a habilidade de atuar
no tratamento do TDM (Deutschenbaur et al., 2016). Nesta perspectiva, a cetamina, um
antagonista ndo competitivo do receptor NMDA, em doses sub anestésicas, vem ganhando
destaque por sua acdo antidepressiva rapida e tem sido utilizada como uma estratégia
terapéutica para a depressdo resistente (Deutschenbaur et al., 2016). Ademais, mais
especificamente, estudos demonstram que a cetamina provoca aumento da desinibicdo da
transmissdo de glutamato, através do bloqueio da N-metil-o-aspartato (NMDA), em neurénios
inibitorios (Deutschenbaur et al., 2016). Dessa forma, evidencia-se um aumento da liberacéo
de BDNF, propiciando a sinaptogénese, permitindo que o circuito cerebral funcione de maneira
mais adequada, através do controle do humor e das emocgdes (Deutschenbaur et al., 2016).

Segundo Sanacora, em uma revisao da literatura, envolvendo transtornos de humor em
espectroscopia de ressonancia magnética, foi possivel perceber reducdo dos niveis de
glutamina e de glutamato no CPF, amigdala e hipocampo em pacientes com depressao
(Sanacora et al., 2012). Considerando resultados recentes, explorando as especificidades do
cortex frontal, essa regido cerebral vem se tornando de grande importancia nas analises
relacionadas ao TDM, por ser responsavel por manter o individuo em manutencédo da atencéo,

auxiliar no controle do comportamento emocional, por permitir que ele faca escolha de opcoes



26

e estratégias relacionadas ao comportamento, bem estar, prazer, motivacdo, recompensa
(Benedetti & Smeraldi, 2009). Assim, o entendimento das bases bioldgicas envolvidas nesse
transtorno, sdo de fundamental importancia, uma vez que isso permite a descoberta de
intervencdes medicamentosas.

Ademais, Belleau, através de seus estudos, tem mostrado que dentre as anormalidades
neuronais, 0 TDM causa uma perda volumétrica e estrutural no hipocampo e no CPF, expressa
em marcadores de progressdo da doenca, em especial em pacientes que apresentaram, com
maior frequéncia, episodios de crises, e ou com maior duracdo, e ou resisténcia medicamentosa
(Belleau et al., 2019).

Para ampliarmos a investigagdo acerca dos mecanismos envolvidos na neurobiologia
do TDM, modelos animais vém sendo considerados ferramentas importantes para avangos na
area. Dentre os modelos animais com alto potencial translacional, destacamos o modelo do
Estresse Cronico, que € capaz de induzir um fenétipo do tipo depressivo em roedores, atraves
da modulacdo de vias de sinalizacdo como: a desregulacdo do eixo HPA; ativacdo das vias
inflamatorias, com citocinas pré inflamatorias periféricas na micréglia cerebral, que podem
resultar na reducéo da neurogénese em cortex frontal (Moylan et al., 2013); estresse oxidativo;
distrbios em neurotransmissores, apresentaram niveis aumentados -de horménio
adrenocorticotrofico (ACTH), em resposta a um estressor moderado, que podem levar a
reducdo do volume do cdrtex frontal (Belleau et al., 2019).

Ademais, modelos animais, como o de Estresse Prolongado pode levar ao
desenvolvimento de comportamento depressivo e a hiper reatividade do eixo HPA, juntamente
com anormalidades, como a reduc¢do volumétrica no cortex frontal e no hipocampo (Moylan et
al.,, 2013). Assim, estudiosos acreditam que a excessiva expressdo do receptor de
glicocorticéide tem sido associada a neurogénese reduzida dentro do giro denteado, afina niveis
circulantes mais altos de glicocorticoides demonstraram também, causar atrofia neuronal e

retracdo dendritica dentro do cdrtex frontal (Moylan et al., 2013).

1.8. Modelo de Depressédo da Bulbectomia Olfatdria Bilateral (OBX)

Na busca por modelos experimentais, com alto poder translacional, com validade de
constructo, de face e preditiva, a Ablacdo Bilateral do Bulbo Olfatério vem ganhando destaque
nos ultimos anos, em comparag¢ao com outros modelos roedores, para o estudo da TDM (Song
& Leonard, 2005).

Estudos sobre a neurobiologia da depressdo, feitos com animais, mostram uma
extrapolacdo de modelos animais para o0 TDM, todavia as descobertas da parte experimental

nas ciéncias basicas, esbarram em dificuldades na pratica clinica (Nestler & Hyman, 2010).
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Ademais, visando aprofundar o entendimento sobre as vias neurobioldgicas envolvidas
no TDM, assim como, ampliar o entendimento dos mecanismos de agéo, de drogas inovadoras,
com potencial a¢do antidepressiva, modelos animais, com alto poder de especificidade, de
sensibilidade e de confiabilidade, sdo opcGes relevantes nas pesquisas cientificas pré-clinicas
(Song & Leonard, 2005). Diante disso, o0 modelo roedor da Bulbectomia Olfatéria Bilateral
(OBX), que consiste na ablacdo bilateral dos bulbos olfatorios, vem se tornando um modelo
bastante explorado nas ciéncias basicas (Song & Leonard, 2005).

Por fim, as bases neurobioldgicas da inducdo de manifestacbes comportamentais e
bioquimicas, semelhantes as encontradas em pacientes acometidos pelo TDM, em roedores
submetidos a OBX, sdo explicadas, em parte, pelo rompimento das conexfes neuronais, que
partem dos bulbos olfativos e migram para as regides como hipocampo, cértex frontal e
hipotdlamo, desencadeando uma cascata de eventos que prejudicam a homeostase dessas
regiGes cerebrais destacadas (Hendriksen et al., 2015). Diante das alteracfes neuroquimicas
induzidas pela OBX, sintomas semelhantes ao TDM, como: hiperatividade, reducdo da ingesta
alimentar, agressividade, alteracfes emocionais, déficit cognitivo, anedonia, sdo observados,
ratificando a validade de face, pela mimetizagéo dos sintomas e comportamento depressivo no
animal (Song & Leonard, 2005). Assim também, é importante destacar que drogas com
conhecida acdo antidepressiva nas clinicas, conseguem reverter as alteracdes do modelo,
quando administradas de forma crénica, permitindo avaliar a validade preditiva (Almeida et
al., 2017), mas sdo necessarios ainda mais estudos nesse sentido.

1.9. Sistema Glutamatérgico

Sabe-se que o principal neurotransmissor excitatorio cerebral € o glutamato, presente
em mais de 80% dos neurbnios, atuando enquanto um transmissor sindptico excitatorio,
fundamental no desenvolvimento das ramificacdes dendriticas, além de importante na funcéo
de regulacdo da neuroplasticidade, memoria, aprendizado (Sanacora et al., 2012). Ademais, 0
glutamato tem capacidade de regular a migracdo neuronal, a poda dos neurdnios, a
sinaptogénese e o crescimento neuronal, exercendo estas acOes através da sua ligacdo a
diferentes receptores ionotropicos e metabotrépicos (Deutschenbaur et al., 2016).

O glutamato é produzido nos neurénios a partir da glutamina, por uma reacdo catalisada
pela enzima glutaminase. Assim, 0s astrocitos captam o glutamato através de transportadores
de aminoacidos excitatérios (EAATS); assim que ele é liberado no terminal sinaptico, o
glutamato é convertido de volta em glutamina, via glutamina sintetase e ainda, o glutamato

pode ser convertido em GABA, via glutamato descarboxilase (Belleau et al., 2019).
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O equilibrio de glutamato e de GABA conseguem garantir a homeostase no sistema
nervoso central (SNC) (Sanacora et al., 2012). No entanto, em caso da hiper estimulacédo da
neurotransmissao glutamatérgica, o glutamato em excesso tem como consequéncia o fenémeno
chamado de excitotoxicidade, que € a sinalizacdo excessiva de glutamato em regibes cerebrais
que leva a uma retracdo dendritica, reduzindo, com isso 0s receptores de glutamato e como
consequéncia final, trazem prejuizos aos mecanismos sindpticos, a comunicac¢do neuronal, a
sinaptogénese, trazendo perda da memoria e do aprendizado (Sanacora et al., 2012).

A saber, sendo o glutamato o principal neurotransmissor excitatério do SNC, atuando
em vias centrais do metabolismo e da sinalizacdo cerebral, é de amplo conhecimento que
alteracfes na homeostase glutamatérgica, que pode se dar devido a diferentes demandas
ambientais, como o estresse por exemplo, induz importantes alteragdes no circuito neuronal,
prejudicado a plasticidade sinaptica, e consequentemente afetando processos fisiologicos e
comportamentais, como memoria, cogni¢do e emocionalidade do individuo, podendo levar
com isso, ao desenvolvimento de disturbios emocionais, como o TDM (Ruggiero et al., 2011).
Ademais, a exposicdo frequente ou prolongada a eventos estressores externos, podem
desencadear alteracdes na neurotransmissao glutamatérgica, como uma resposta fisioldgica e
comportamental, que cronicamente acarreta, por exemplo, em mudancas funcionais
persistentes, devido ao aumento da dosagem de horménios como o cortisol, em humanos,
produzido na suprarrenal.

Dessa forma, disrup¢fes na homeostase glutamatérgica, através do estrese, podem
acarretar em alteracdo nos mecanismos moleculares especificos, que envolvam, em grande
parte, a sinalizacdo glutamatérgica, como por exemplo, a modulacédo de canais de sédio e de
calcio, pela hiper estimulacdo dos receptores NMDA, que tem como consequéncia a ativacao
de vias envolvidas em mecanismos de sinaptotoxicidade e de neurodegeneracdo (Ruggiero et
al., 2011).

Outro estudo que mostrou o antagonismo glutamatérgico, que parece desempenhar um
papel importante no bloqueio dos sistemas hiperativo, no coértex frontal de ratos,
desencadeando em transtornos, como o de depressdo maior. (Sanacora et al., 2012). Ademais,
novas pesquisas sugerem gue o estresse leva a déficits de acido gama-aminobutirico (GABA),
associado a um aumento da neurotransmissdo excitatoria do glutamato, mecanismos
envolvidos na patogénese do TDM e para provar isso, ressonancia magnética feita em
humanos, analisaram as respostas cerebrais na via glutamatérgica, diante de estimulos
emocionais negativos e observaram o aumento da estimulacéo de estruturas limbicas, como a
do cértex frontal, da amigdala, regides relevantes no controle do medo e da reatividade

emocional e também responsaveis por estados fisioldgicos internos, envolvidos como as
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emoc0Oes, e essas neuroimagens detectaram uma inadequacdo adaptativa do cortex frontal,
diante de estimulos desencadeados pelo estresse e pela preocupacdo rigorosa e persistente,
permitindo com isso, a busca pela tentativa de elucidagdo do sistema glutamatérgico e seus
mecanismos, no desenvolvimento no TDM (Boff et al., 2021).

Ademais, Grimm em seus estudos, mostrou que o estresse crénico impacta fortemente
no sistema glutamatérgico, pois o aumento da liberacdo de glicocorticoides (cortisol em
humanos ou corticosterona em roedores) tem a capacidade de aumentar a liberagéo, ou reduzir
a depuracdo do glutamato na fenda sinaptica, e com isso had uma hiper estimulacdo da
neurotransmissao glutamatérgica, principalmente em regiées como a do cortex frontal e da
amigdala (Grimm et al., 2012).

Estudos feitos por Nagy e colaboradores, em analise de cérebro de humanos post
mortem, apontaram que a depuracdo anormal do glutamato, altera o metabolismo e a
modulacdo energética dos astrocitos, levando a diferencas significativas nos padrbes de
metilacao astrocitaria e como consequéncia, o surgimento do TDM (Nagy et al., 2015). Ainda,
estudos atuais, com técnica de analise de biologia molecular, demonstraram, com clareza, que
0 glutamato podera estar alterado, tanto no liquido cefalorraquidiano, com glutamina
aumentada, quanto em plasma e em tecido cerebral, com glutamina reduzida (Levine et al.,
2000). Assim também, niveis diminuidos de metabolitos de glutamato no cértex frontal medial,
assim como em outras regifes cerebrais, sugerem fortissima relacdo com a fisiopatologia da
depressdo (Moriguchi et al., 2019).

Assim estudos post-mortem ja indicaram anormalidades das células gliais, cujo papel é
a remocao sinaptica do glutamato, e essa associacdo com a fisiopatologia dos transtornos de
humor (Khoodoruth et al., 2022). Niveis diminuidos de glutamina/glutamato também foram
encontrados no cortex frontal de pacientes com TDM (Khoodoruth et al., 2022). Ainda, um
grande numero de estudos clinico, com animais, tem demonstrado alteracBes no sistema
glutamatérgico, em varias areas limbicas e corticais do cérebro (Hasler et. Al., 2007) e
(Sanacora et al., 2004). Além disso, dados post mortem de histopatologia (Feyissa et al., 2008)
e uma seérie de estudos utilizando técnicas de neuroimagem (Sanacora et al., 1999), indicaram
uma forte associacdo do sistema glutamatérgico com alteracbes mal adaptativas na estrutura e
fungdes dos circuitos excitatorios cerebrais. Complementar a estes dados, estudos ja
observaram expressao diminuida dos receptores NMDA (Feyissa et al., 2008) e subunidades
do receptor AMPA (Yuen et al., 2011), no cortex pré-frontal de individuos deprimidos. A
expressao reduzida das subunidades do receptor NMDA, também foi observada nos cérebros
pos-mortem de vitimas de suicidio (Gray et al., 2015). Além disso, a perda de neurbnios

glutamatérgicos no cortex orbitofrontal, esta associada a fisiopatologia da depressao
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(Raykowska et al., 2005). Essas evidéncias sugerem o envolvimento do sistema glutamatérgico
com a fisiopatologia do TDM.

Haja vista o grande envolvimento da neurotransmissdo glutamatérgica com o TDM,
explorar novas vias de neurotransmissao que direta ou indiretamente sdo capazes de modular a
liberacdo ou a captacdo de glutamato na fenda sinéptica, vém ganhando destaque nas areas da
neurociéncia e psicofarmacologia. Dentre as diversas vias capazes de influenciar a
neurotransmissdo do glutamato, com grande destaque infere-se que a modulagdo do sistema
purinérgico pode ser uma estratégia importante, capaz de influenciar a homeostase do
glutamato. Afinal, como demonstrado em estudos anteriores por Kaster, o efeito antidepressivo
da adenosina, podera ocorrer, pois essa neurosubstancia é capaz de ativar os receptores de P1,
que podem mediar a estimulacdo de receptor em Al, que em baixas concentragdes, induz a
diminuicdo da liberacdo de glutamato e consequentemente a reducao da ativacao dos receptores
NMDA (Kaster, et al., 2-12). Ainda sobre a modulacdo dos receptores P1 de adenosina, através
do antagonismo dos receptores A2a de adenosina, estudos anteriores também ja observaram
um efeito do tipo antidepressivo em modelos roedores para o estudo do TDM (Walter et al.,
2009). De fato, mais pesquisas com foco no sistema purinérgico sdo consideradas de grande
potencial para ampliar o entendimento da fisiopatologia do TDM e vislumbrar potenciais novas

drogas.

1.10. Sistema Purinérgico

Os receptores purinérgicos estdo amplamente distribuidos no SNC, inclusive em
regibes ligadas ao sistema limbico, como o CPF, hipotdlamo e hipocampo, atuando na
homeostase de neurbnios, de células da glia, na modulacéo de neurotransmissores, N0 processo
de neuro-inflamagé&o e de mielinizagdo (Andrejew et al., 2021).

Com relacdo as purinas, derivadas da guanina, essas sao compostas pelos nucleotideos:
GTP (guanosina trifosfato), GDP (guanosina difosfato), e GMP (guanosina monofosfato), e o
nucleosideo é: GUO (guanosina). Ja as purinas derivadas da adenina, podemos citar ATP
(adenosina trifosfato) e ADP (adenosina difosfato) e AMP (adenosina monofosfato) e o
nucleosideo ADO (adenosina). Diferentemente das purinas derivadas da guanina, considerando
especificamente os nucleotideos derivados da adenina e nucleosideo adenosina esses tém suas
acOes bem elucidadas, mediadas pelos receptores P2 e P1 respectivamente (Andrejew et al.,
2021). Nota-se uma semelhanca entre os nucleosideos purinérgico pois ambos se acumulam,
progressivamente em condigdes fisioldgicas e em resposta a uma situacdo de estresse
(Andrejew et al., 2021). Assim, estudos em ratos, ja& demonstraram a a¢do modulatéria de

receptores adenosinérgicos em nucleotideos e nucleosideos, pela administracdo sistémica de
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GUO (Almeida et al., 2010), todavia, sdo necessarios mais estudos que busquem entender os
mecanismos e ac¢les envolvidas nas purinas, derivadas da guanina.

A sinalizacdo extracelular do ATP é mediada pelos receptores do sistema purinérgico,
atraves da ativacdo dos receptores do tipo P2, sendo 0s receptores P2X ionotropico e 0s
receptores P2Y metabotrépicos (Abbracchio et al., 2009). Ademias, os nucleosideos, sdo
ativados através dos receptores de P1, que sdo subdivididos em Al, A2a, A2b e A3, tendo a
adenosina como seu sitio de agdo, ja& o P2, tem os nucleotideos como mediadores da sua
sinalizacdo (Abbracchio et al., 2009). Assim sendo, as purinas podem exercer tanto funcdes
fisioldgicas, quanto patologica no SNC, a depender de seu local de atuacdo e a concentracdo
que estara depositada nessas regides (Andrejew et al., 2021).

Assim sendo, o0s nucleotideos podem ser acoplados em células neuronais,
especificamente, dentro de suas vesiculas sinapticas, para posteriormente serem liberados na
fenda sinaptica (Santos et al., 2006). Apo6s sua liberacdo eles podem atuar em seus respectivos
receptores ou ainda podem ser hidrolisados pelas ectonucleotidases, no meio extracelular e
formar seus respectivos nucleosideos. Ademais, as ectonucleotidases realizam o metabolismo
extracelular das purinas, que atraves de uma cadeia enzimatica, hidrolisa o ATP a AMP, caso
uma nova hidrélise ocorra, sera formado a adenosina (ADO), como produto final (Yegutkin,
2014). Dessa forma, o ATP pode ser liberado por diversos mecanismos, ou hidrolisado pelas
ectonucleotidases, formando a adenosina, que atua no receptor P1, ou pode retornar ao
citoplasma, pelos transportadores de nucleosideo e ou ser desaminada e metabolizada em acido
arico. Ja os produtos de degradacdo do ATP, enquanto nucleotideos tém capacidade de atuar
nos receptores purinérgicos P1 e P2 (Menzies et al., 2017).

Dessa forma, tanto os nucleosideos, quanto os nucleotideos, conseguem atuar no SNC
de diversas maneiras, uma vez que o corpo celular, a glia, os axdnios e os dendritos podem
liberar o ATP e havendo a hidrélise do ATP, vai ser gerado a adenosina que permite que eles

atuem tanto como neurotransmissor, quanto neuromudulador (Burnstock, 2006).

1.10.1. Receptores de Adenosina P1: Al e A2a

Os receptores de P1 podem ser encontrados em diversas areas cerebrais e se acoplam a
proteina G, tendo sitio de ligacdo extracelular para adenosina e incluem os subtipos
adenosinergicos: Al, A2a, A2B e A3, que podem formar heterodimeros com 0s receptores
metabotropicos de glutamato do tipo 1 e tipo 5 (Ciruela et al., 2001). Assim, Al podera inibir
a liberagdo de glutamato pré-sinaptico, pois se liga a proteina G inibitoria, ja A2a podera
facilitar a liberacdo de glutamato pos-sindptico, por se acoplar a proteina G estimulatoria,

tornando o heterdmero capaz de desencadear sinais opostos, que poderdo afetar a via
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intracelular dependente de AMPc, também, tem se notado que o glutamato podera induzir o
acumulo extracelular de ADO (Ciruela et al., 2001). Assim também, A2a é capaz de promover
a sinalizacdo do receptor de dopamina D2, pela elaboracdo de heterodimeros, sendo que a
porcdo extra-estriatal facilita a liberacdo de noradrenalina e GABA (Cunha, 2005).

Assim, estudos mostram que os niveis baixos de adenosina estdo ligados ao heteromero
do receptor A1, ativando a proteina G inibitoria, reduzindo a ativacdo da adenilato ciclase (AC)
e da proteina quinase A (PKA), e estimulando a liberacdo de glutamato na fenda sinéptica
(Dias, 2013). De outra forma, quando os niveis de adenosina estdo aumentados, sua ligacao
favorece o acoplamento ao receptor A2a, o que reduz a ativacdo de Ala e, por meio da proteina
G estimulatéria, ele associa-se a cascata AC/AMPCc/PKA, resultando no aumento da liberacéo
de glutamato (Dias, 2013).

Segundo Coelho, a super expressao de receptores A2a esta associada ao aumento do
comportamento semelhante a depressdo, mas antagonistas seletivos dos receptores A2a, como
as drogas: agomelatina e a tianeptina, aumentam a atividade antidepressiva, comprovada por
testes comportamentais para o0 TDM, como o do estresse cronico moderado (Coelho et al,
2014).

1.10.2. Receptores de Purinas P2: P2X / P2Y

Segundo Jacobson (Jacobson, 2021), dentre as duas familias de receptores purinérgicos
do tipo P2, podemos classifica-los em P2Y (GPCRs, numerados em: 1,2,4,6,11,12,13 e 14) que
pertencem a uma familia de receptores acoplados a proteina G e ativam, de forma um pouco
mais lenta, um numero significativo de vias intracelulares. J& o P2X é numerado em:
1,2,3,4,5,6,7 e estdo distribuidos amplamente nos tecidos, tendo canais iénicos ligantes de
membrana, permeavel ao sodio, célcio, potassio, que se abrem apds contato com o agonista
ATP (Jacobson et al., 2021). A saber, o ATP extracelular tem sua acdo mediada, na superficie
celular, pela ativagao dos receptores P2Y e P2X (Jacobson et al., 2021).

Assim, Basso e colaboradores (Basso, 2009), mostraram que antagonistas dos
receptores P2 parecem ser alvo bastante promissor para o tratamento da TDM, sendo 0 P2X7
de grande importancia, pois o polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs), no gene de P2X7,
sugere estar intimamente associado a suscetibilidade em desenvolver o TDM, pelo aumento na
liberagdo de IL-1P, em resposta ao ATP (Basso, 2009). Ja estudos pré-clinicos com
camundongos modificados geneticamente por P2X7, mostraram possiveis mecanismos para o
fendtipo antidepressivo, que podem ser explicados devido ao aumento na producgdo basal de
BDNF, pois a neurogénese aumentada no giro denteado, bem como o aumento da

biodisponibilidade de serotonina no hipocampo, levam a reducéo e ou ao bloqueio na liberacao
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de glutamato (Csolb, 2013). Com relacdo aos receptores P2Y1, estudos tém mostrado sua
relacdo com diversos transtornos psiquiatricos como o TDM, ansiedade, esquizofrenia (Basso,
2009).

Por todo conteudo exposto, estudos pré-clinicos ratificam o envolvimento do sistema
purinérgico no desenvolvimento do TDM, havendo a necessidade de ampliar 0s conhecimentos
e a compreensdo sobre os mecanismos envolvidos no desenvolvimento desse transtorno. Com
1SS0, a utilizacdo de modelo animal para roedores, que acople a validade preditiva, constructo
de face e com potencial translacional, como a OBX consegue abranger, sugere ser uma
importante estratégia para expandir a compreensao sobre a modulacdo purinérgica e o TDM
(Almeida et al.,2021). Neste sentido, essa dissertacdo visa investigar as possiveis alteracdes na
expressao génica dos receptores P1 (ADORAL e ADORA2a) e P2 (P2X7 e P2Y1) de purina
na regido do coértex frontal, em ratos Wistar, submetidos ao modelo de Depressdo Maior da
Bulbectomia Olfatoria (OBX).
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2. Justificativa

Considerando que amplas evidéncias indicam que (1) dentre todas as patologias que
constituem os transtornos mentais e de comportamento, o0 TDM é uma das desordens
psiquiatricas mais prevalentes, (2) que os mecanismos envolvidos na fisiopatologia do TDM
ndo estdo totalmente elucidados, (3) que evidéncias sustentam que o sistema purinérgico esta
fortemente relacionado com as bases neurobioldgicas deste transtorno, utilizando o modelo
bem caracterizado e com potencial translacional da bulbectomia olfatéria em ratos, buscamos
nesta dissertacdo investigar as possiveis alteracbes na expressdo génica dos receptores P1
(ADORA1 e ADORAZ2a) e P2 (P2X7 e P2Y1) de purina, na regido do cortex frontal, em ratos
Wistar, submetidos ao modelo de Depressdo Maior da Ablacdo Bilateral do Bulbo Olfatéria
(OBX).
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral
Investigar as possiveis alteragdes na expressdo génica dos receptores P1 (ADORAL e
ADORAZ2a) e P2 (P2X7 e P2Y1) de purinas na regido do cértex frontal em ratos Wistar

submetidos ao modelo de Depressdo Maior da Bulbectomia Olfatoria (OBX).

3.2. Objetivos Especificos
o Avaliar parametros comportamentais relacionados ao fendtipo do tipo
depressivo em ratos Wistar submetidos a OBX nos testes do Splash Test.
o Analisar a expressdo génica por RT-qPCR dos seguintes receptores P1 de
adenosina: ADORA1, ADORAZ2a na regido do cortex frontal;
o Analisar a expressdo génica por RT-qPCR dos seguintes receptores P2 de

purina: P2X7 e P2Y1 na regido do cortex frontal.

4. Materiais e Métodos
4.1. Drogas
Para a realizacdo da Bulbectomia Olfatdria, seguindo o protocolo, foram utilizados os
seguintes anestésicos: Cetamina 80mg/kg e Xilazina 10mg/kg, ambos adquiridos da empresa
Syntec-tecnologia farmacéutica. Antibiotico Pentabiotico, 22.000 Ul/kg, i.m., da Zoetis. Anti-

inflamatdrio: Ketojet, 5mg/kg, i.m., adquirido da Agener Uni&o.

4.2. Animais

Os animais foram fornecidos pelo Centro de Ciéncias Animal da Universidade Federal
de Ouro Preto e toda parte experimental foi realizada no Laboratério de Fisiologia
Cardiovascular dessa mesma Instituicdo. Vinte e quatro ratos Wistar, machos, com idade de
sete semanas, pesando cerca de 250g, foram mantidos sob um ciclo claro/escuro de 12 horas,
com luz acesa as 7:00h e apagada as 19:00h, mantidos a 22 + 1 °C em gaiolas de polipropileno
(30 x 20 x 13 cm), sendo mantido quatro animais por gaiola, tendo dgua e racao ad libidum em
livre demanda. Os procedimentos experimentais obedeceram as normas oficiais do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA — Brasil) e os cuidados no uso de
animais de laboratdrio foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Ouro

Preto - Minas Gerais, sendo a aprovacao do Projeto n°® 3596151019.
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4.3. Delineamento Experimental

Os animais, ratos Wistar, com vinte e um dias de nascimento, foram retirados do Centro
de Criacdo de Animais (CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto, e transferidos para o
biotério do Laboratdrio de Fisiologia Cardiovascular (LFC) da UFOP. Em seguida, eles foram
distribuidos e-m seis caixas de polietileno, sendo quatro animais por caixa, e ficaram sob
cuidados, até atingirem sete semanas de vida, sendo manipulados, visando a adaptacdo do
animal com o pesquisador e a reducdo do estresse. Inicialmente ao procedimento experimental,
os animais foram separados por randomizacdo, em dois grupos, sendo com 12 ratos para o
grupo controle Sham e 12 para o grupo OBX. Para realizacdo do experimento, a técnica
cirtrgica da Bulbectomia Bilateral Olfatéria — OBX, se deu no dia zero, em seguida foi
administrado uma dose Unica de antibidtico e uma de anti-inflamatorio, seguida de outras trés
doses, nos dias subsequentes (1° — 3° dia) de Ketojet, os animais foram mantidos no periodo
pos operatorio (1° - 14° dia), em gaiolas, isolados e no 15° dia foram submetidos ao teste
comportamental: Splash Test e por fim, no 16° dia, foi feita a eutanasia, com posterior coleta

da estrutura cerebral do cortex frontal, conforme ilustra o fluxograma abaixo.

1-14 Periodo de recuperacao 15 16

Eutanasia
N Splash
Cirurgia coleta
Test ]
material

I

Figura 1: Fluxograma experimental: O cronograma experimental consistiu em submeter os animais,
no dia zero, a cirurgia da ablacéo bilateral dos bulbos olfativos no grupo OBX e no grupo SHAM a apenas uma
craniotomia nas coordenadas do bulbo olfatério. Ap6s o periodo de recuperacéo, que se deu até o 14° dia, 0s
animais foram submetidos, no dia 15, ao teste comportamental: Splash Test, por fim, no dia 16 , foi realizada a
eutanasia e a regido do cértex frontal foi dissecada e armazenada em mini tubos livre de RNA/DNA a -80 °C,

para posterior analise bioquimica.
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Anterior a eutanasia dos animais, eles foram anestesiados com Cetamina (80 mg/kg,
i.p.) e Xilazina (10 mg/Kkg, i.p.). Em seguida os cérebros foram removidos e as estruturas de
cortex frontal foram dissecadas, colocadas separadamente em mini tubos livre de RNA/DNA.
Imediatamente apds coleta, todas as amostras foram congeladas a -80°C, para posterior analise

bioquimica pela técnica de RT-qPCR.

4.4. Supressdo do Bulbo Olfatério — OBX

Conforme ja descrito na literatura e tomando por base o autor (Almeida et al., 2017) a
cirurgia para ablacao bilateral dos bulbos olfativos foi realizada. Os ratos foram anestesiados
com uma aplicagédo intraperitonial (i.p.) de xilazina (10 mg/kg) e de cetamina (80 mg/kg),
diluida em solucdo salina (SF 0,9%). Apds posicionar o animal no esteriotaxico, o cranio foi
exposto por uma incisdo no couro cabeludo, a localizacdo do peridsteo foi raspada, com isso a
regido do bregma ficou exposta e nas coordenadas de 7mm anterior ao bregma e 2 mm
anterolateral, foi feita a craniostomia. Ambos os bulbos olfatorios foram destacados com o
auxilio de uma tesoura, e em seguida foram removidos por suc¢cdo com uma pipeta Pasteur. Os
animais SHAM receberam o mesmo tratamento cirargico, porém os bulbos olfatérios foram
deixados intactos. Apos realizacdo da cirurgia, os animais foram suturados e conduzidos até o
poOs-operatdrio, por um periodo de 14 dias. Logo ap06s o procedimento cirdrgico, 0s animais
receberam dose Unica de antibidtico, Pentabiotico, 22.000 Ul/kg, i.m. e quatro doses diarias de
anti-inflamatorio Ketojet, 5mg/kg, i.m. Todavia, ap6s eutanasia dos animais, constatou que
dois animais apresentaram remocdao incompleta dos bulbos e por isso, tiveram de ser excluidos

do estudo.

4.5. Teste Comportamental
Assim sendo, no 15° dia ap06s a cirurgia da OBX, os animais foram submetidos ao teste
comportamental, visando avaliar os pard@metros de motivacdo e de anedonia; Dessa forma, o
teste comportamental se deu entre 9h e 17h, sendo que a aclimatacdo dos animais, na sala de
experimentos, ocorreu duas horas antes do teste comportamental, com iluminacdo adequada
(100Lux) e somente depois do periodo de habituacdo, na mesma sala, é que o0s animais

iniciaram o teste.

45.1. Splash Test
A fim de avaliar pardmetros de anedonia e de motivacgao nos animais, o teste do Splash

Teste foi realizado, de acordo com o autor (Almeida et al., 2017). A saber, esse teste consiste
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em “borrifar” uma solu¢do de 10% de sacarose no dorso do animal & medida em que a
viscosidade da solucdo de sacarose entra em contato com o pelo dos animais, isso propulsiona
0s animais a iniciarem um comportamento de grooming, que € relacionado a autolimpeza e ao
autocuidado. Diante disso, os animais foram colocados, a cada momento um, em novas caixas
de polipropileno (30 x 20 x 13 cm), que apds cada teste, era limpa e higienizada com alcool
70%. Nesse protocolo, foi avaliado o tempo de grooming de cada animal, o periodo de laténcia
para o primeiro episédio em um intervalo de tempo de 15 minutos, foram cronometrados por

um experimentador treinado e cego aos grupos experimentais.

4.6. Eutanésia
Apos a realizagdo do teste comportamental, esperou-se 60 minutos, em seguida os ratos
foram anestesiados com xilazina (6 mg/kg) e cetamina (100 mg/kg), seguindo as diretrizes da
pratica de eutanasia do CONCEA, em seguida foram decapitados, o cérebro foi removido,
sendo o cortex frontal dissecado, armazenados em mini tubos livre de RNA/DNA,
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e em seguida foram encaminhados para o

freezer -80°C, para posterior analise bioguimica.

4.7. Expressao Génica por gqRT-PCR

Para avaliacdo dos parametros de expressdo génica do cortex frontal, esse tecido foi
descongelado em temperatura ambiente, pesado e mantido em gelo — dando menos de 100g
nos tecidos dos diversos animais analisados. Apds, o tecido foi macerado usando 1000ul de
TRIzoITM Reagente (InvitrogenTM) e a mistura foi redirecionada para eppendorfs de 1,5ml
RNA/DNA free. Usando o protocolo do fabricante do kit, SV Total RNA Isolation System,
catadlogo: 23100, a extracdo de RNA se deu. Em seguida o material foi quantificado em
espectrofotdmetro, Espectrofotometro NanoDrop TM Lite Thermo Scientific TM, na
absorbancia 260/280 e somete os que foram lidos acima de 140ng/uL de RNA, foram
considerados para continuidade do experimento. Logo apds, a integridade da amostra foi
verificada em gel de agarose de 1,2% e avaliada em Transluminador UV Doc 400i Delpho em
cone. Em seguida, o cDNA foi sintetizado com o Sistema de Transcricdo Reversa (Applied
Biosystems-Kit-High Capacity cDNA Reverse Transcriptase Catalégo:4368814) a partir de
1.5pg de RNA, de acordo com as instru¢des do fabricante. A reagdo de RT-PCR foi realizada
com o PCR Master Mix (Energizar TM SYBR TM Green Master Mix(2x)) em um volume final
de 10uL. As configuracdes de ciclos consistiram em 2 mina 95 C;30sa95°C;30sa 60
C;e30sa 72 - Cpor 35 ciclos; e 5 minutos finaisa 72 e C e 4 ° C. O gene de referéncia utilizado
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foi GAPDH. O controle negativo foi realizado substituindo as amostras de RNA por agua
destilada livre de DNAse/RNAse em cada reacdo de RT-gPCR. A analise de RT-qgPCR em
tempo real foi realizada no StepOneTM Instrumento de Sistemas de PCR em Tempo Real
(Biosistemas Aplicados®, Foster City, CA) usando PowerUp SYBRTMGreen Master Mix
(Thermo Fischer ScientificTM, CAT A25742), de acordo com as instrucdes do fabricante e
respectivos primer’s direto e reverso (7 uM). Os valores dos reagentes usados neste
experimento foram calculados sob as instrugdes do fabricante.

4.8. Analise estatistica

Para a analise comportamental no Splash Test, foi realizado o teste T de student ndo
pareado. Para as analises de expressdo génica por qRT-PCR para os diferentes genes analisados
foi realizado o teste T de student ndo pareado. Para os tratamentos estatisticos foi utilizado o
software Graph Pad Prism (Graph Pad Software, versdo 8, San Diego, CA, EUA). As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas em p <0,05.

Para os experimentos de qRT-PCR, foi também calculado o tamanho de efeito, para
isso foi utilizado o site Effetc Size Calculator for T-Test (Cohen’s d):
https://www.socscistatistics.com/effectsize/default3.aspx. Para valor de “d”, no intervalo de 0.1
a 0.3, foi considerado um tamanho de efeito ‘pequeno’; intervalos entre 0.4 a 0.7 um tamanho
de efeito 'médio’; para valores superiores a 0.8, um tamanho de efeito ‘grande’. A arte gréafica
final foi realizada com o software Graph Pad Prism (Graph Pad Software, versdo 8, San
Diego, CA, EUA)

5. Resultados
5.1. Resultado teste comportamental - Splash Test

No Splash Test ndo foi observado nenhuma diferenca no parametro de laténcia para o
primeiro episddio de grooming (autolimpeza) comparando os animais do grupo OBX (Fig 2A,;
OBX 206.1+54.54) com o grupo Sham (Fig 2A Sham 143.1+28.28); (Figura 2A, p=0.3254).
Da mesma forma, no parametro de tempo total de grooming (autolimpeza), nenhuma diferenca
foi observada comparando o grupo OBX (Fig 2B OBX 184.7+25.21) com o grupo Sham (Fig
2B Sham 182.6+32.22) (Figura 2B, p=0.5991). Contudo, levando em consideragdo o tamanho
de efeito (cohen’s d = 1,450), uma grande diferenga entre as médias dos dois grupos foi

observada.
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Figura 2. Teste Comportamental do Splash Test: Os dados foram expressos como média +/- desvio

padrao da média (n=3-4 animais por grupo). A analise estatistica foi realizada por teste t de Student ndo pareado

e uma diferenga estatistica de *p < 0.05 foi considerada significativa comparando os dois grupos experimentais.

5.2. Expressdo génica de receptores purinérgicos P1 (ADORA1, ADORA2a) em
cortex frontal.

Observamos uma diminuicdo na expressao relativa de mRNA dos receptores A2a de

adenosina no cortex frontal dos animais OBX (0.408+0.23), em compara¢do com 0s animais

pertencentes ao grupo Sham (1.71540.29) (Fig. 3B; p=0.0256). Com relacdo aos receptores

Al de adenosina ndo houve alteracdo nos niveis de mMRNA em cértex frontal comparando os
grupos Sham e OBX (Fig. 3A; 2.427+0.74 e 0.519+40.37, respectivamente) p=0.0837. E por

fim, observamos um efeito grande para os receptores Al (Cohen's d = 3.2614), assim como

para os receptores A2a (Cohen's d = 4.993).
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Figura 3 - Expressdo génica em P1 (ADORAL, ADORA2a) em cortex frontal: Os dados foram

expressos como média +/- desvio padrao da média (n=3-4 animais por grupo). A andlise estatistica foi realizada

por teste t de Student ndo pareado e uma diferenca estatistica de *p < 0.05 foi considerada significativa

comparando os dois grupos experimentais.
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5.3. Expressdo génica de receptores purinérgicos P2 (P2X7, P2Y1) em cortex frontal
Considerando os receptores P2 avaliados, nenhuma alteracdo na expresséo relativa dos
receptores P2X7 (Fig. 4A; Sham 1.523+0.77 e OBX 2.173+0.90), assim como dos receptores
P2Y1(Fig. 4B; Sham 1.32240.48 e OBX 2.1240.77) foram observados. Considerando o
tamanho de efeito para os receptores P2X7 um efeito médio foi observado (Cohen's d = 0.776),
enquanto um efeito grande para os receptores P2Y1 (Cohen's d = 1.243), foi observado.
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Figura 4 - Expressdo génica em P2 (P2X7 e P2Y1) em cortex frontal. Os dados foram expressos como
média +/- desvio padrdo da média (n=3-4 animais por grupo). A analise estatistica foi realizada por teste t de
Student ndo pareado e uma diferenca estatistica de *p < 0.05 foi considerada significativa comparando os dois

grupos experimentais.



6. Discussao

Nessa dissertacdo exploramos as alteracbes comportamentais em ratos Wistar,
submetidos ao modelo de TDM da OBX. Dessa forma, demonstramos, pela primeira vez, que
0s animais submetidos ao modelo de depressédo da OBX, apresentaram importantes alteraces
na expressao de genes do sistema purinérgico, na regido do cortex frontal. Comparando as
médias entre a laténcia para o primeiro episodio de grooming, observamos um grande tamanho
de efeito para inicio da atividade de autolimpeza (laténcia de groooming) do grupo OBX, em
comparacdo com o grupo controle Sham, demonstrando um possivel desenvolvimento de um
fendtipo do tipo depressivo no grupo OBX. Concomitantemente, foi possivel observar uma
diminuicao na expressdo do receptor A2a, de adenosina, em cortex frontal, além de um grande
efeito na reducdo da expressdo do receptor A1 comparando as médias do grupo controle
(Sham), com o grupo com o fen6tipo do tipo depressivo (OBX). Da mesma forma, notou-se
um importante efeito no aumento da média, na expressdo dos receptores P2Y 1, no grupo com
fenotipo do tipo depressivo.

Considerando o conceito de pesquisa exploratdria, cunhada por Kimmelman
(Kimmelman, 2014), que destaca o objetivo das pesquisas exploratdrias em gerar novas teorias
sobre a fisiopatologia de diferentes doencas, possibilitando a utilizacdo de abordagens
estatisticas mais amplas do que as usualmente utilizadas, nosso estudo se apropria desse
conceito experimental, desde a apresentacdo dos resultados até a discussdo que se inicia. Neste
contexto, € importante enfatizar que os estudos exploratérios, usualmente, consistem em
experimentos com um menor nimero de amostras e mais flexiveis. Os estudos exploratdrios
sdo muitas vezes conduzidos com o objetivo de criar novas hipdteses ao invés de responder
perguntas (estudos confirmatérios). Assim, é importante destacarmos que ao calcularmos o
tamanho da amostra no projeto de pesquisa que antecedeu a obtencdo destes resultados,
considerando poder estatistico de 80% e um alfa de 0.05, estipulamos que o numero de
individuos no estudo seria de doze animais por grupo experimental (Kimmelman, 2014).. Com
isso, os resultados e a discussdo aqui apresentados terdo como base a primeira coorte
experimental analisada com um “n” de 6 a 7 animais por grupo para a parte comportamental e
3 e 4 para as anélises bioquimicas.

Segundo Ramaker (Ramaker, et. al., 2017), a OBX é um modelo que preenche muito
dos critérios necessarios para o estudo do TDM, por seu alto poder translacional, apresentando
validade de constructo, de face e preditivo. Assim, as bases tedricas que sustentam as alteragdes
encefalicas induzidas pela OBX, e que se assemelham as encontradas em pacientes com TDM,
predizem que a partir do rompimento das projecdes nervosas dos bulbos olfativos ao
telencefalo rostral, que por sua vez faz extensivas conexfes eferentes as regifes
mesocorticolimbicas e subcorticais, leva a importantes alteragdes neuroquimicas em diferentes

estruturas cerebrais que compreendem estas areas (Song and Leonard 2005). Como



consequéncia, ha prejuizo direto em componentes comportamentais e emocionais, dentre essas
alteracdes € possivel observar a desmotivacdo e anedonia. (Ramaker, et. al., 2017). Assim,
considerando os dados aqui obtidos, demonstramos que os animais do grupo OBX nao diferem
no grupo Sham nos parametros explorados no Splash Test, contudo calculando o tamanho do
efeito, foi possivel observar que o grupo OBX apresenta apenas um aumento na média para
realizar o primeiro episddio de grooming, em comparagdo ao grupo Sham, sugerindo o
desenvolvimento do perfil anedénico nesse grupo.

Na literatura, o efeito do tipo aneddnico, observado no modelo do OBX, parece ser
altamente reproduzivel (Surger et al., 2008). Assim, explorando estes achados, observamos que
em apenas um dos estudos (Yafei et al., 2021), que realizaram o Splash Test, com ratos Wistar,
substancial diferenca no protocolo experimental foi diagnosticada, visto que, enquanto que no
nosso estudo avaliamos os animais em caixas de acrilico transparente, durante 15 minutos, no
estudo de Yafei (Yafei, et. al., 2021), os animais foram observados por 5 minutos na propria
“home cage”. Considerando que animais OBX apresentam, além do fendtipo do tipo
depressivo, um aumento de ansiedade (Song, et. al, 2005), principalmente em ambientes novos
(Almeida, R.F., et. al., 2017), um aumento da novidade durante a exposi¢do dos animais
utilizados no nosso estudo, durante o Splash Test, pode ser o responsavel pela auséncia de
diferenca nos parametros avaliados em comparacdo com o grupo Sham, mesmo em um teste
com uma duracdo de tempo superior (15 minutos) quando comparado com outros dados da
literatura em que o fenotipo foi avaliado por 5 minutos (Yafei, et. al., 2021).

Explorando os aspectos relacionados com a expressdo de genes do sistema purinérgico,
nossos dados indicam uma diminuicdo na expressdo de genes relacionados com os receptores
P1 (Al e A2a) de adenosina, em cortex frontal, de animais submetidos ao modelo de TDM da
OBX. Levando em consideracdo que apés a ablacdo bilateral dos bulbos olfativos, ha uma
atrofia dos ax6nios que projetam-se para as areas corticais, principalmente no cortex frontal,
pertencente a area mesocortical, como descrito anteriormente (Song and Leonard, 2005), esta
diminuicdo na expressao desses genes, pode ser resultado do impacto induzido pela OBX, no
que diz respeito as alteracdes retrogradas, ainda em curso, apos duas semanas da cirurgia OBX.
Neste aspecto é importante ressaltarmos que mesmo diante da proximidade do cortex frontal,
com os bulbos olfativos, que foram dissecados durante a cirurgia, apos eutanasia dos animais,
um pesquisador experiente ao modelo, observou minuciosamente, que nenhum dos animais
incluidos no estudo, apresentavam quaisquer lesdo na estrutura do cortex pré-frontal.

Mesmo que estudos, que buscam entender as alteragcBes neuroquimicas e morfologicas
no cortex frontal, induzidas pela OBX, ainda sejam escassos, pesquisas anteriores ja
evidenciaram que apds a OBX, hd um aumento da imunoreatividade para GFAP (Norden et.
al., 2016), alteracdes em transportadores de serotonina e na sinalizagdo da adenilil ciclase, em

cortex frontal e parietal, de ratos jovens e envelhecidos (Slotkim, et.al., 1999), assim como



aumento dos niveis de receptores NMDA em cortex pré-frontal sem alteragdes em AMPA e
Kainato (Greger, et. al., 2017). Com relacdo a marcadores inflamatérios Rinwa em 2013
mostrou que apos a OBX ha aumento de citocinas pro-inflamatorias, além de aumento de
apoptose, corroborando com estudos do nosso grupo que também demonstrou aumentos de
parametros pré-inflamatorias e alteracdes na homeostase redox que permaneceram em até dois
meses ap6s a OBX (Almeida, et. al., 2017). Por outro lado, estudos investigando parametros
relacionados com a arborizacdo e comprimento de dendritos em cértex pré-frontal, orbitolateral
e infralimbico ndo observaram nenhuma alteracdo nestes parametros passados um més da
cirurgiade OBX (Morales-Medina et al., 2013), o que também corrobora com estudos do nosso
grupo que demonstrou ndo haver alteracbes do tipo sinaptotoxicidade em preparacdes
sinaptosomais de cértex frontal (Almeida, et. al., 2017). Nesta perspectiva, estes achados
sugerem que a OBX pode resultar em modestas alteracGes anatdmicas, mas severas, funcionais
nas sub-regides corticais frontais, 0 que parece mimetizar muitos dos aspectos neuroquimicos
impactados em cértex pré-frontal de pacientes acometidos pelo TDM.

Estudos pré-clinicos, utilizando modelos animais de depressdo, em roedores, ja
demonstraram que o tratamento com cafeina, um antagonista ndo seletivo dos receptores Al e
A2a de adenosina, produzem um efeito do tipo antidepressivo (Almeida, et. al., 2013) e
individuos que consome doses moderadas de cafeina tém menor risco para desenvolver TDM
(Almeida, et. al., 2013). Com relacdo aos efeitos exercidos pela cafeina, sugere-se que o
antagonismo dos receptores A2a seja 0 principal mecanismo para explicar os efeitos
antidepressivos observados (Borea, et.al., 2018). Sabe-se que os receptores A2a estdo
localizados pré e pds-sinapticamente, além de estarem presentes nos trés diferentes tipos de
células da glia (Borea, et. al., 2018), controlando a liberacdo e o efeito de uma variedade de
neurotransmissores. Curiosamente, analisando nossos resultados em conjunto, observamos que
um fenotipo do tipo aned6nico acompanha uma diminuicao na expressao dos receptores P1 em
cortex frontal. Infelizmente, até o momento, nesse estudo, ndo foi possivel realizarmos
experimentos para quantificarmos 0s receptores, apenas a expressdao, o que dificulta
estabelecermos uma hipotese relacionada aos efeitos do impacto da OBX na sinalizagcdo dos
receptores Al e A2a em cortex frontal e o impacto das alteragdes em neurdnios ou células
gliais. Ao mesmo tempo a diminui¢do na expressao destes receptores podem estar relacionadas
com uma diminui¢cdo no metabolismo em cortex frontal induzido por uma hiperativacdo do
eixo HPA (Holsen, et. al., 2013) ja que € bem estabelecido que animais OBX possuem altos
niveis de corticosterona (Holsen, et. al., 2013). Neste sentido, um experimento que parece
interessante, € avaliar o efeito desta modulagdo em animais submetidos a OBX e tratados com
antagonistas de corticosterona.

Por fim, diante do grande impacto da sinalizacdo de receptores do tipo P2 nos

mecanismos neuro-inflamatérios (Krugel, 2016), e considerando que no cortex frontal ha um



evidente aumento de citocinas pro-inflamatérias (Krugel, 2016), optamos por investigar a
expressdo do receptor P2X7. Dessa forma, nossos resultados, apontaram para um efeito
intermediario comparando 0 aumento da média do grupo OBX com o grupo Sham, embora
sem efeito estatistico. Diante desta constatagdo, € importante contextualizar que estudos
anteriores ja demonstraram que a ativacao dos receptores P2X7 est4 envolvida com vias neuro
inflamatdrias associadas ao TDM (Krugel, 2016), alem do mais, ja foi demonstrado que a
inibicdo farmacoldgica ou a manipulacdo genética de receptores P2X7 pode ser uma estratégia
inovadora para o tratamento da TDM (Farooq, et. al. 2018). Nesse sentido, mesmo diante de
uma diminui¢do no metabolismo celular devido ao aumento dos niveis de glicocorticoides,
como mencionado anteriormente ( (Basso, et. al., 2009), ressaltamos que diante de um estresse
celular as concentracdes de ATP no espaco extracelular aumentam, o que pode ser suficiente
para uma ativacdo dos receptores P2X7, e consequentemente gerando um aumento da
expressdo destes receptores, principalmente em microglia (Yingbo et al., 2017). Ademais,
estudos recentes vém apontando que dentre os mecanismos envolvidos na fisiopatologia do
TDM, esta a ativacdo de microglia (Huang et al., 2021), mais especificamente, estudos
utilizando 0 modelo de TDM da OBX ja demonstraram um aumento dos niveis de IBA-1 em
cortex frontal e hipocampo de animais com fenétipo do tipo depressivo (Takahasi et al., 2018).
Dessa forma, especulamos que o possivel aumento da expressao dos receptores P2X7 pode ser
uma das consequéncias funcionais de uma hiperativacdo deste receptor e esta envolvida nas
alteracdes induzidas pelo modelo e que deve ser mais explorados em estudos posteriores.
Além da avaliacdo dos receptores P2X7, também investigamos a expressdo dos
receptores P2Y 1. Nossos resultados indicam para um efeito grande na expressdo dos receptores
P2Y1 em cortex frontal, comparando o aumento da média do grupo OBX com o grupo Sham.
Curiosamente, estudos recentes conduzidos por Yu, observou que animais submetidos ao
modelo de TDM do isolamento social, aumentaram a expressdes de P2Y 1R, colocalizados em
células GFAP-positivos, no cértex frontal e hipocampo (Yu et al., 2022). Sabe-se que a
ativacdo dos receptores P2Y1 estd envolvida na plasticidade sinaptica e envolvida nos
mecanismos cognitivos (Wang et al., 2022), em que o acumulo de ATP e ADP no espaco
extracelular, contribui para um prejuizo no desempenho cognitivo e no controle do
comportamento inibitério (Koch et. al., 2015). Neste sentido, nessa dissertacdo exploramos
apenas comportamentos relacionados com desmotivagéo e anedonia, contudo, considerando o
envolvimento dos receptores P2Y1 em parametros cognitivos e sua relagdo com o cortex pre-
frontal, estudos posteriores, utilizando este modelo de depressdo, podem trazer como

perspectiva o aprofundamento das investigacdes nos mecanismos desta via de sinalizagéo.



7. Concluséo:

Em resumo, nessa dissertacdo observamos que ratos Wistar submetidos ao modelo de
TDM da OBX apresentaram fendtipo do tipo depressivo, seguindo uma importante modulagédo
na expressdo génica de receptores purinérgico em cortex frontal. A partir deste estudo inicial e
exploratorio, nossos resultados fornecem evidéncias adicionais sobre as altera¢fes purinérgicas
no modelo de TDM com alto potencial translacional. Ao mesmo tempo, nossos estudos
trouxeram novas perspectivas, que merecem ser exploradas em novas pesquisas, que busquem

entender os mecanismos fisiopatologicos da TDM.
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