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RESUMO 

 
O transtorno depressivo maior (TDM), é um transtorno psiquiátrico altamente prevalente que afeta 

milhões de pessoas em todo o mundo. Acredita-se que o TDM não possui uma única causa, mas 

decorre de múltiplos fatores, que somados desempenham um papel importante na sua progressão. 

Apesar da alta prevalência do TDM e dos avanços obtidos nos últimos anos, a compreensão das 

bases neurobiológicas desse transtorno e seu tratamento ainda representam um desafio. Atualmente, 

como grande promessa no campo da psicofarmacologia, moduladores do sistema glutamatérgico 

vêm sendo amplamente estudados. Uma estratégia que vêm demonstrando potencial para avanços 

terapêuticos através da modulação indireta do sistema glutamatérgico são drogas capazes de 

modular o sistema purinérgico. Assim, um novo campo de pesquisa vem atraindo novos olhares e 

uma nova via de sinalização ganha atenção: o sistema purinérgico. Diante disto, nesta dissertação 

buscaremos investigar as possíveis alterações na expressão gênica dos receptores P1 (ADORA1 e 

ADORA2a) de adenosina e P2 (P2X7 e P2Y1) de Purinas na região do hipocampo em ratos Wistar 

submetidos ao modelo de Depressão Maior da Bulbectomia Olfatória (OBX). Nossos resultados 

demonstram que duas semanas após a OBX, animais com fenótipo do tipo depressivo, observado 

pela hiperlocomoção no campo aberto e pelo prejuízo cognitivo na memória de longa duração no 

teste de reconhecimento de objetos, apresentam pronunciado aumento na expressão dos receptores 

A1 de adenosina em hipocampo, um efeito com forte correlação com a hiperlocomoção no teste do 

campo aberto. Com relação a expressão dos demais receptores avaliados (ADORA2a, P2X7 e 

P2Y1) nenhuma alteração foi observada duas semanas após a OBX. Assim, a partir deste estudo 

inicial e exploratório, nossos resultados fornecem uma caracterização adicional do modelo OBX em 

ratos e reforçam perspectivas que recentemente vêm sendo exploradas no campo da depressão. 
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Reconhecimento de Objetos, Campo Aberto, RT-qPCR. 

 

 

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 it is developed from 

multiple factors, which together play an important role in its progression. Despite the high 

prevalence of MDD and the advances made in recent years, understanding the neurobiological bases 

of this disorder remains a challenge. Currently, glutamatergic modulators are recognized as 

potential innovative targets to treat MDD. One strategy that has shown potential for therapeutic 

advances in the psychopharmacological filed through indirect glutamatergic modulation are drugs 

that acts on the purinergic system. Thus, a new research area has attracting attention and an 

additional signaling pathway have been explored in the field: the purinergic system. Therefore, in 

this study we will aim to investigate the potential changes in  P1 (ADORA1 and ADORA2a) 

adenosinergic and P2 (P2X7 and P2Y1) purines gene expression in the hippocampus in Wistar rats 

submitted to the Olfactory Bulbectomy (OBX). Our results demonstrate that two weeks after OBX 

surgery, animals with depressive-like phenotype, observed by hyperlocomotion in the open field 

test, as well as with cognitive impairment in long-term memory in the object recognition test, show 

a pronounced increase only in the expression of adenosine A1 receptors in the hippocampus, an 

effect with significant correlation with hyperlocomotion in the open field. Thus, from this initial and 

exploratory study, our results provide further characterization on the OBX rat model of depression 

and reinforce perspectives that have recently been explored in the field of depression. 
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1. Introdução 

1.1. Transtorno Depressivo Maior 

 

O transtorno depressivo maior (TDM), é um transtorno psiquiátrico altamente 

prevalente que afeta milhões de pessoas em todo o mundo [1]. Nos últimos 10 anos o 

número de indivíduos acometidos por este transtorno aumentou em quase 20% [2]. 

Segundo a organização mundial de saúde (OMS), esta desordem vem se tornando a  maior 

contribuinte de incapacidade em todo o mundo [3]. Dados de 2016 do World Mental Health 

Survey, demonstram que a prevalência de TDM em 12 meses no Brasil está próximo a 

10,4% [4], enquanto que em 2019 a pesquisa nacional de saúde demonstrou que 15,3% da 

população acima de 18 anos referiu estar em depressão até a data da entrevista (Brasil. 

Ministério da Saúde. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística, 2020). 

O TDM é caracterizado por diminuição do humor e/ou perda de interesse nas 

atividades diárias, alterações das funções: psicomotoras (perda de energia, agitação ou 

lentidão); neurovegetativa (alterações do apetite ou peso, alteração do sono), e/ou cognição 

(sentimento de desesperança ou culpa inapropriada, ou alterações de memória e 

aprendizado), assim como ideação suicida ou outras comorbidades, como ansiedade [2]. 

Segundo o Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (DSM-V), um único 

episódio de TDM é definido como um mínimo de cinco sintomas presentes durante o 

mesmo período de duas semanas, incluindo humor deprimido e/ou anedonia. Considerando 

todos os sintomas descritos, com ênfase na ocorrência de pensamentos recorrentes de morte 

e ideação suicida, tais fatores, em conjunto, contribuem para as  altas taxas de mortalidade e 

morbidade associadas à TDM [5].  

Acredita-se que o TDM não possui uma única causa, mas decorre de múltiplos 

fatores, que somados desempenham um papel importante na sua progressão [6-8]. Estudos 

têm observado que o TDM está associado a um risco aumentado de desenvolver condições 

como diabetes mellitus, doenças cardíacas e acidente vascular cerebral, além de uma forte 

relação com doenças neurodegenerativas [6-8]. Alterações na neuroplasticidade, morfologia 

e neurotransmissão no cérebro são questões chave que auxiliam na explicação da 

neurobiologia da TDM [9]. Mesmo diante da sua alta prevalência e gravidade, a 

classificação do TDM ainda é baseada em sinais e sintomas, uma vez que sua fisiopatologia 

não está totalmente elucidada. 



Apesar da alta prevalência do TDM e dos avanços obtidos nos últimos anos, a 

compreensão das bases neurobiológicas desse transtorno e seu tratamento ainda 

representam um desafio. Entre 50% e 75% dos indivíduos diagnosticados com TDM 

experimentam mais de um episódio de depressão clinicamente significativo em sua vida 

[10] com taxas de recorrência aumentando proporcionalmente com o número de episódios 

subsequentes. As limitações dos antidepressivos atualmente disponíveis estão relacionadas 

à sua eficácia, aos efeitos terapêuticos tardios e ao grande número de efeitos adversos. 

Ainda, estima-se que 30% dos pacientes tratados com as drogas convencionais são 

refratários ao tratamento [2]. Essas limitações são particularmente problemáticas para 

pacientes com risco elevado de suicídio [2]. Diante deste cenário, tais questões demonstram 

uma necessidade cada vez mais imediata de buscarmos o conhecimento das vias de 

sinalização envolvidos na fisiopatologia do TDM.    

1.2.  Hipótese Monoaminérgica e TDM 

 

Os primeiros fármacos antidepressivos introduzidos na clínica foram os 

antidepressivos tricíclicos (TCAs) e inibidores das monoaminas (IMAO) na década de 

cinquenta[11]. Tais achados contribuíram para elaboração da primeira teoria que buscava 

explicar os mecanismos fisiopatológicos do TDM, a Hipótese Monoaminérgica [12, 13]. O 

mecanismo de ação dos fármacos da classe dos TCAs se dá pelo bloqueio da recaptação de 

monoaminas no neurônio pré-sináptico, enquanto dos IMAOs se dá pela diminuição do 

metabolismo e consequente degradação dos neurotransmissores monoaminérgicos [13]. 

Embora estes achados tenham sido um grande avanço na neurociências e 

psicofarmacologia, ambas classes de antidepressivos careciam de seletividade, o que trazia 

como efeito uma série de eventos adversos [14].  

Após grande avanço na área biomédica, por volta dos anos noventa, uma classe 

mais seletiva de fármacos capazes de modular a neurotransmissão monoaminérgica foi 

desenvolvida [15]. Neste momento surgia os antidepressivos Inibidores Seletivos da 

Recaptação de Serotonina (ISRS). Curiosamente, os ISRS são a principal classe de 

fármacos antidepressivos prescrita ainda nos dias de hoje [15]). O mecanismo de ação desta 

classe de fármacos se baseia na inibição seletiva do transportador de serotonina (SERT), o 

que aumenta a biodisponibilidade deste neurotransmissor na fenda sináptica, e como 

consequência o número de ligações com os receptores pós-sinápticos [16]. Diante do 



reconhecido efeito farmacológico destas fármacos, grande parte do desenvolvimento de 

novos drogas com potencial antidepressivo têm se baseado, ainda em 2022, em alterações 

pontuais na estrutura química dos ISRS (conhecidas como drogas mee-too), o que apenas 

modifica a relação estrutura atividade dos novos compostos produzindo uma maior 

especificidade do fármaco inovador e diminuição dos efeitos indesejados [17]. Contudo, 

mesmo com um aumento dos níveis de serotonina na fenda sináptica horas após a 

administração destas fármacos, os efeitos terapêuticos geralmente só são evidentes após 

várias semanas de tratamento [18]. A explicação para tal fenômeno parece ter como base a 

ativação da expressão gênica de diferentes vias de sinalização que podem ser fundamentais 

para o desenvolvimento do efeito terapêutico tornando, assim, a hipótese monoaminérgica 

bastante simplista. 

1.3.  Hipótese Neurotrófica do TDM 

 

Nesta perspectiva, estudos observaram que a administração de antidepressivos da 

classe dos ISRSs são capazes de aumentar a expressão do gene do fator neurotrófico 

derivado do cérebro (BDNF) o que parece ser outra importante via envolvida no TDM [19]. 

Considerando as observações de que alterações em áreas cerebrais associadas ao TDM 

estão intimamente relacionadas à expressão e sinalização de BDNF, estabelece-se outra 

teoria para explicar os mecanismos fisiopatológicos do TDM [20]. 

O BDNF é uma neurotrofina essencial para a homeostase e metabolismo 

energético cerebral, comportamento, aprendizado, memória, estresse e dor, assim como 

crescimento, diferenciação, plasticidade e sobrevivência dos neurônios [21]. As ações do 

BDNF se dão através da ligação ao receptor de tirosina cinase conhecido como cinase B 

relacionada à tropomiosina (TrkB), que causa a auto-fosforilação deste receptor e ativa  

algumas vias intracelulares importantes, como: a via da proteína cinase ativada por 

mitógeno (MAPK), a via da fosfolipase C-gama (PLC-γ), a via fosfatidilinositol 3-cinase 

(PI3K), além da ativação da proteína de ligação ao elemento de resposta ao AMPc (CREB) 

[21]. Este último tem relação com a sobrevivência das células nervosas, aumento da 

plasticidade sináptica e neurogênese [22]. A ativação do TrkB via BDNF também promove 

o aumento da formação das espinhas dendríticas, fornece uma base estrutural para a 

formação de sinapses e melhora a eficiência de transmissão sináptica [22]. 



Foi observado que roedores submetidos a modelos de TDM, demonstravam uma 

redução na expressão de BDNF, seguido de aumento de apoptose e diminuição de 

mecanismos de plasticidade neuronal em diferentes estruturas cerebrais [23, 24]. 

Corroborando com estes achados, uma ampla literatura de estudos clínicos relataram que 

diferentes agentes estressores e ou pacientes com TDM apresentam redução na atividade da 

via do BDNF no hipocampo e no córtex pré-frontal [25-27]. Também, em estudos post-

mortem foi possível demonstrar uma diminuição da expressão de BDNF e TrkB em 

hipocampo de pacientes que possuíam depressão, enquanto pacientes que receberam 

tratamento antidepressivo antes de sua morte apresentavam um aumento da expressão de 

BDNF e TrkB [28]. Por fim, considerando os níveis sistêmicos, a grande maioria dos 

estudos investigando a relação do BDNF e TDM, encontrou níveis séricos de BDNF 

diminuídos em pacientes com TDM quando comparados com controles sadios [29, 30]. 

Assim, é biologicamente plausível que os mecanismos envolvidos na sinapto/neurogênese 

contribuam para explicar os mecanismos da TDM, assim como os efeitos clínicos dos 

antidepressivos. 

1.4. Hipótese Neuroendócrina da TDM 

 

De forma recorrente, estudos prospectivos demonstram que níveis elevados de 

cortisol são um fator de risco para o TDM [31, 32]. Além disso, importantes dados da 

literatura vêm demonstrando a associação do estresse, e por consequência, do aumento dos 

níveis de cortisol, em pacientes diagnosticados [33, 34]. Finalmente, um estudo incluindo 

mais de 370.000 indivíduos provenientes da atenção primária, indicou que o tratamento 

com glicocorticóides sintéticos está associado a um risco aumentado de suicídio 

(aproximadamente sete vezes) e TDM (aproximadamente duas vezes) [35]. 

 O aumento dos níveis de cortisol, normalmente é consequência de um estresse 

físico ou emocional. O cortisol possui função importante na regulação da sobrevivência 

excitabilidade neuronal, neurogênese e memória, contudo, altos níveis de cortisol podem 

contribuir para a manifestação da sintomatologia, assim como muitos dos mecanismos 

celulares observados no TDM. Inicialmente, a ativação do eixo hipotálamo-pituitária-

adrenal (HPA), que consiste em uma alça de retroalimentação, secreta 2 hormônios – 

hormônio liberador de corticotropina (CRH) e arginina vasopressina (AVP) – que atuam na 

hipófise para aumentar a liberação do hormônio adrenocorticotropina (ACTH). O CRH 



interage com receptores na hipófise que secretam ACTH. O ACTH é transportado no 

sangue para o córtex adrenal e interage com receptores nas células adrenocorticais que 

estimulam a produção e liberação de cortisol. O cortisol se liga em 2 diferentes receptores 

(glicocorticóides e mineralocorticóides) promovendo a sua ação [36]. No SNC, o eixo HPA 

ainda recebe importante regulação do hipocampo, amígdala, núcleo do leito da estria 

terminal (BNST) e núcleos paraventriculares (PVN). 

Em níveis normais, o cortisol exerce seus efeitos ativando em parte o receptor de 

glicocorticóide (GR). A sinalização promovida pela ativação do GR regula a expressão de 

fatores neurotróficos, como o BDNF, enquanto por outro lado, quando exacerbada está 

associada a ativação de mecanismos excitotóxico [36]. Uma vez ativado, o GR liga-se a 

elementos de resposta a glicocorticóides (GREs) para ativar vias de transcrição gênica 

localizados em regiões promotoras de genes alvo, um processo chamado transativação, e 

por interação proteína-proteína com outros fatores de transcrição e co-fatores inibindo 

principalmente a ativação desses fatores de transcrição (transrepressão). Dentre as possíveis 

consequências desta ativação podem ser destacadas: i - o aumento da expressão e função do 

inflamassoma NLRP3 que medeia o processamento e maturação de citocinas pró-

inflamatórias; e ii - o aumento da liberação de glutamato com hiperativação do seu receptor 

ionotrópico NMDA [36]. Ambos mecanismos já foram bem retratados em estudos pré-

clínicos e clínicos que objetivaram avançar nos conhecimentos sobre a fisiopatologia do 

TDM. 

 

1.5.  Neurotransmissão Glutamatérgica e o TDM 

 

Com relação ao glutamato, este é o principal neurotransmissor excitatório no 

sistema nervoso central (SNC). Sua ação se dá pela ligação a diferentes receptores 

ionotrópicos e metabotrópicos. Alguns deles estão localizados nas membranas pré ou pós-

sinápticas de neurônios, assim como em células gliais. Os receptores ionotrópicos (canais 

iônicos) incluem receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), ácido α-amino-3-hidroxi-5-

metil-isoxazol-4-propiônico (AMPA) e cainato; os receptores metabotrópicos incluem três 

grupos de receptores acoplados à proteína G (mGluRs): (I) mGluR1 e mGluR5; (II) 

mGluR2 e mGluR3; e (III) mGluR4, mGluR6 e mGluR7 [37, 38] . 



 O glutamato é liberado na fenda sináptica a partir de neurônios pré-sinápticos e, 

em seguida, captado pelos astrócitos via transportadores de aminoácidos excitatórios 

(EAATs), um processo conhecido como ciclo glutamato/glutamina [39]. Nos astrócitos, o 

glutamato é convertido pela glutamina sintetase em glutamina, que é passada dos astrócitos 

para os neurônios por meio de transportadores específicos de glutamina. Nos neurônios, a 

glutamina é reconvertida em glutamato via glutamina deaminase, enquanto o glutamato 

ainda pode ser convertido em GABA via glutamato descarboxilase [37]. Outro processo 

que leva à produção de glutamato, síntese de novo envolve glicose e aminoácidos derivados 

do metabolismo energético [39]. A hiperativação dos receptores ionotrópicos de glutamato, 

principalmente o NMDA, resulta em fenômeno denominado excitotoxicidade 

glutamatérgica, e muitos estudos indicam que esse fenômeno esteja intimamente envolvido  

no TDM [40].  

Diante disto, dados na literatura reforçam a relação do envolvimento do sistema 

glutamatérgico e o TDM. Estudos detalharam alterações nos níveis de glutamato em plasma 

[41], líquido cefalorraquidiano [42] e tecido cerebral [43]  indivíduos com transtornos de 

humor, bem como em vítimas de suicídio [44]. Ainda, estudos recentes com técnicas 

bastante refinadas observaram que pacientes com quadro de TDM grave não medicada 

apresentavam níveis de glutamina aumentados no líquido cefalorraquidiano( LCR) [42]. 

Também, dados de uma meta-análise indicam que níveis diminuídos de metabólitos do 

glutamato no córtex frontal medial estão relacionados com a fisiopatologia da depressão 

[45]. Com relação ao metabolismo do glutamato e TDM, foram observadas alterações na 

depuração do glutamato na fenda sináptica, assim como, alterações na modulação do 

metabolismo astrocitário [46, 47]. Por fim, os resultados de estudos clínicos também 

revelaram a presença de expressão alterada de genes relacionados a neurotransmissão 

glutamatérgica, níveis elevados de glutamato, razão glutamina/glutamato reduzida e/ou 

níveis reduzidos de glutationa  em diferentes regiões cerebrais [48-51]. 

Atualmente, como grande promessa no campo da psicofarmacologia, moduladores 

do sistema glutamatérgico, como a cetamina, vêm sendo amplamente estudados. Uma 

estratégia que vêm demonstrando potencial para avanços terapêuticos são drogas capazes 

de modular o sistema purinérgico, como exemplo, estudos demonstraram que o efeito 

antidepressivo da adenosina é provavelmente dependente da inibição dos receptores 



NMDA mediados pela ativação dos receptores A1 da adenosina [52]. Da mesma forma, 

drogas capazes de bloquear as ações extracelulares do ATP também diminuem o potencial 

excitotóxico do glutamato podendo apresentar um mecanismo de ação inovador aos já 

elucidados. Assim, um novo campo de pesquisa vem atraindo novos olhares e uma nova via 

de sinalização ganha atenção: o sistema purinérgico. 

1.6. Sistema Purinérgico e TDM: novos horizontes de estudo. 

 

O sistema purinérgico compreende vários subtipos de receptores e ectoenzimas que 

degradam o ATP e GTP em seus respectivos nucleosídeos. Tem presença em diversas áreas 

do cérebro, incluindo o córtex cerebral, hipotálamo, hipocampo e outras áreas límbicas 

[53]. Considerando especificamente os nucleotídeos derivados da adenina, o ATP e 

nucleosídeo adenosina, estes têm sua ação mediada pelos receptores P2 e P1 

respectivamente.   

1.6.1. Receptores P1 e seu envolvimento na TDM 

Os receptores P1 são receptores acoplados à proteína G com um sítio de ligação 

extracelular para adenosina [54]. A família de receptores de adenosina P1 inclui os subtipos 

A1, A2A, A2B e A3. Os receptores de adenosina podem ser encontrados em diversas áreas 

do cérebro [55]. Os receptores A1 estão acoplados a proteína G inibitória (Gi), enquanto os 

A2A a proteína G estimulatória (Gs), tornando o heterômero capaz de desencadear sinais 

opostos que afetam a via intracelular dependente de AMPc. Quando os níveis de adenosina 

estão baixos, sua interação ocorre preferencialmente com o receptor A1 do heterômero e 

ativa a proteína Gi/o, reduzindo a ativação da adenilato ciclase (AC), proteína quinase A 

(PKA), e também a liberação de glutamato [56]. Por outro lado, quando os níveis de 

adenosina se elevam, sua ligação favorece a ligação ao receptor A2A, o que reduz a 

ativação de A1AR e, por meio da proteína Gs, associa-se à cascata AC/cAMP/PKA, 

resultando no aumento da liberação de glutamato [56]. 

Os efeitos antidepressivos da ativação dos receptores A1 de adenosina foram 

sugeridos pela primeira por van Calker e Biber, 2005 [57] e ratificados posteriormente por 

Hines et al. [58] observando que havia uma correlação significativa entre a capacidade da 

deprivação de sono em ativar as vias de sinalização do receptor A1 e promover efeitos 

semelhantes aos antidepressivos. Em seguida, Serchov et al., 2015 [59] observou que a 

ativação dos receptores A1 em camundongos transgênicos estava envolvido na resiliência 



aguda e crônica nos comportamento do tipo depressivo em vários testes utilizados para 

avaliação do fenótipo do tipo depressão. Corroborando com esses achados camundongos 

knockout (KO) para o receptor A1 exibiram um comportamento tipo depressivo e foram 

resistentes aos efeitos antidepressivos da deprivação de sono [59]. Além disso, também foi 

demonstrado que os efeitos antidepressivos observados quando há ativação dos receptores 

A1 são mediados pelo gene Homer1a, que é regulado positivamente por vários tratamentos 

antidepressivos, como deprivação do sono, imipramina e cetamina [60]. 

Com relação aos receptores A2A, a primeira evidência de um efeito antidepressivo 

dos antagonistas ou deficiência dos receptores A2A de adenosina em roedores foi 

demonstrada por El Yacoubi et al. [61] e posteriormente por Coelho et al., que 

demonstraram que a superexpressão de receptores A2A está associada ao aumento do 

comportamento semelhante à depressão [62]. Resultados semelhantes também foram 

indicados por outros estudos onde foi demonstrado que roedores submetidos ao modelo do 

estresse crônico moderado e imprevisível estaria associado a um aumento de receptores 

A2A no corpo do estriado e em terminais glutamatérgicos no hipocampo [63, 64]. Estudos 

recentes sugerem que antagonistas seletivos dos receptores A2A aumentam a atividade 

antidepressiva de fármacos como tianeptina e agomelatina em testes comportamentais de 

TDM em camundongos [65]. Como os efeitos do tipo antidepressivo relacionados ao 

antagonismo nos receptores A2A ainda não são totalmente elucidados, uma possível 

explicação para seus efeitos antidepressivos seria a facilitação da atividade dos receptores 

A1, contudo mais estudos necessitam ser conduzidos a fim de esclarecer tais questões. 

1.6.2. Receptores P2 e seu envolvimento na TDM 

O ATP extracelular tem sua ação mediada pela ativação dos receptores P2X e P2Y 

da superfície celular. Os receptores P2X (P2X1-7) são canais iônicos de membrana 

preferencialmente permeáveis ao sódio, potássio e cálcio que se abrem em milissegundos 

(cerca de 10ms) após a ligação do ATP (principal agonista) e possuem ampla distribuição 

nos tecidos. Os receptores P2Y (P2Y1-14) diferem significativamente dos receptores P2X 

no âmbito de sua estrutura, sensibilidade aos agonistas, bem como no próprio mecanismo 

de ação. Os receptores P2Y pertencem a uma família de receptores acoplados à proteína G 

e ativam um número significativo de vias intracelulares e segundos mensageiros e, 

portanto, agem mais lentamente que os receptores P2X [66]. Recentemente estudos com 



antagonistas dos receptores P2 parecem ser alvos bastante promissores para o tratamento da 

TDM. 

Com grande destaque, o receptor P2X7 pode ser de grande importância no contexto 

da depressão. Polimorfismo de nucleotídeo único (SNPs) no gene P2X7 vem sendo 

apontado como intimamente associado ao aumento da suscetibilidade ao TDM [66]. O 

papel dos receptores P2X7 no TDM também foi explorado em modelos animais, como 

exemplo, Basso et al. demonstraram que camundongos KO para P2X7 exibem um perfil do 

tipo antidepressivo provavelmente devido a inibição da liberação de IL-1β [67]. Estudos 

posteriores observaram que a presença de SNPs com ganho de função no gene P2X7 está 

associada ao aumento da liberação de IL-1β em resposta ao ATP o que poderia explicar a 

maior suscetibilidade ao TDM [67]. Também, estudos pré-clínicos demonstraram que 

possíveis mecanismos para o fenótipo antidepressivo de camundongos P2X7−/− pode ser 

explicado devido a ausência de liberação de glutamato mediada por P2X7, produção de 

BDNF basal elevada, neurogênese aumentada no giro denteado, bem como aumento da 

biodisponibilidade de serotonina no hipocampo [68].  

Dentre os receptores acoplados a proteína G, os receptores P2Y1 carecem de dados 

sobre o seu envolvimento na fisiopatologia da TDM, contudo, estudos vêm demonstrando 

sua importância em diversos transtornos psiquiátricos como esquizofrenia, ansiedade e a 

própria TDM [69, 70]. 

Diante do exposto, observa-se que dentre as diferentes hipóteses descritas, dados 

provenientes, predominantemente de estudos pré-clínicos sustentam o envolvimento do 

sistema purinérgico na TDM. Nesta perspectiva, é eminente a necessidade de ampliar a 

compreensão sobre as alterações no sistema purinérgico e o TDM. Com isso, a utilização de 

modelo roedor com potencial translacional parece ser uma importante estratégia para 

expandir o entendimento sobre a modulação purinérgica e a TDM. Nesta perspectiva, nesta 

dissertação buscaremos investigar as possíveis alterações na expressão gênica dos 

receptores P1 (ADORA1 e ADORA2a) de adenosina e P2 (P2X7 e P2Y1) de purinas na 

região do hipocampo em ratos Wistar submetidos ao modelo de Depressão Maior da 

Bulbectomia Olfatória (OBX). 

 

 



2. Justificativa: 

 

Considerando que amplas evidências indicam que (1) dentre todas as patologias que 

constituem os transtornos mentais e de comportamento, o TDM é uma das desordens 

psiquiátricas mais prevalentes, (2) que os mecanismos envolvidos na fisiopatologia das do 

TDM não estão totalmente elucidados, (3) que evidências sustentam que o sistema 

purinérgico está fortemente relacionado com as bases neurobiológicas deste transtorno, 

utilizando o modelo bem caracterizado e com potencial translacional da bulbectomia 

olfatória bilateral em ratos Wistar buscamos nesta dissertação investigar as possíveis 

alterações na expressão gênica dos receptores P1 (ADORA1 e ADORA2a) de adenosina e 

os receptores P2 (P2X7 e P2Y1) de purinas na região do hipocampo em ratos Wistar 

submetidos ao modelo de Depressão Maior da Bulbectomia Olfatória (OBX).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. Objetivos 

 

Investigar as possíveis alterações na expressão gênica dos receptores P1 (ADORA1 e 

ADORA2a) de adenosina e P2 (P2X7 e P2Y1) de purinas na região do hipocampo em ratos 

Wistar submetidos ao modelo da TDM da Bulbectomia Olfatória (OBX). 

    3.1 Objetivos específicos 

 

• Avaliar parâmetros comportamentais relacionados ao fenótipo do tipo depressivo 

em ratos Wistar submetidos à OBX no que tange aos testes do Campo Aberto e 

Reconhecimento de Objetos de curta e de longa duração: 

• Analisar a expressão gênica dos seguintes receptores P1 de adenosina: ADORA1, 

ADORA2a:  

• Analisar a expressão gênica dos seguintes receptores P2 de purinas: P2X7 e P2Y1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. Materiais e Métodos 

4.1. Drogas 

Para realização do protocolo cirúrgico da Bulbectomia Olfatória foram utilizadas as 

seguintes drogas: anestésico cetamina 80.mg/kg e Xilazina 10mg/kg ambos adquiridos da 

empresa Syntec-tecnologia farmacêutica aplicada a medicina Veterinária; cetoprofeno 

(Ketojet, 5mg/kg, i.m.) adquirido da Agener União antibiótico (Pentabiotico, 22.000 UI/kg, 

i.m.) adquirido da empresa Zoetis. 

 

4.2. Animais 

Vinte e quatro ratos Wistar, machos, sete semanas de idade (250 g), foram mantidos sob um 

ciclo claro/escuro de 12 horas (luz acesa às 7h) a 22 ± 1 °C em gaiolas de polipropileno (30 

× 20 × 13 cm; 4 por gaiola) com água e ração ad libidum. Os animais foram fornecidos pelo 

Centro de Ciências Animal da Universidade Federal de Ouro Preto e toda parte 

experimental foi realizada no Laboratório de Fisiologia Cardiovascular da mesma 

instituição. Os procedimentos experimentais obedeceram às normas oficiais do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA – Brasil) para o cuidado e uso 

de animais de laboratório e foram aprovados pelo Comitê de Ética da Universidade Federal 

de Ouro Preto-Minas Gerais (Aprovação do Projeto nº 3596151019). 

 

4.3.  Delineamento Experimental 

Os animais foram retirados do Centro de Ciências animal (CCA) da Universidade 

Federal de Ouro Preto (UFOP) com vinte e um dia de nascimento, e transferidos para o 

biotério do Laboratório de Cardiologia Vascular (LFC) da UFOP, foram distribuídos em 

seis caixas de polietileno, quatro animais por caixa, os mesmo ficaram supervisionados 

nessas caixas até completar sete semanas de vida, durante esse período eles foram 

manipulados para se acostumarem com o pesquisador e não sofrerem por estresse. Antes de 

iniciar o procedimento experimental os animais foram separados por randomização, com os 

dois grupos de animais (Sham e OBX), dessa forma foi possível dividir os grupos em Sham 

e OBX, com 12 animais cada. Para realização do procedimento experimental a técnica 

cirúrgica de bulbectomia olfatória foi realizada no dia zero, nos treze dias subsequentes a 

cirurgia (dia 1 ao dia 13) os animais foram mantidos no período pós operatório, onde foram 

acompanhados e receberam dose única de antibiótico e três doses diárias de anti-



inflamatório, no décimo quarto dia os testes comportamentais foram realizados na seguinte 

ordem: campo aberto (OFT), reconhecimento de objeto seção de treino e teste de 

reconhecimento de objeto de curta duração (dia 15), e teste de reconhecimento de objeto de 

longa duração seguida de eutanásia para coleta dos tecidos de interesse no dia 16 conforme 

ilustrado no fluxograma abaixo.  

 

Figura 1: Fluxograma experimental 

O cronograma experimental consistiu em submeter os animais a uma cirurgia para 

ablação bilateral dos bulbos olfativos (Grupo OBX) ou apenas uma craniotomia nas 

coordenadas do bulbo olfatório no dia zero (Grupo Sham). Após 14 dias de recuperação 

da cirurgia os animais foram submetidos aos testes comportamentais do campo aberto 

(OFT) e do reconhecimento de objetos (NORT de curta duração). No dia 16 foi realizada 

aseção de NORT de longa duração, seguida da eutanásia. O hipocampo foi dissecado e 

armazenado em micro tubos livre de RNA/DNA a -80 °C para posterior análise.  

 

Antes da eutanásia os ratos foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg, i.p.) e 

xilazina (10 mg/kg, i.p.) e colocados em aparelho estereotáxico. O líquido 

cefalorraquidiano foi coletado, em volume 100/150μL, por punção direta da cisterna magna 

com uma seringa de insulina (calibre 27 x 0,5 pol. de comprimento). As amostras com 

visível contaminação sanguínea foram descartadas. Todas as amostras foram centrifugadas 

a 10.000g a 4°C por 10 min em uma centrífuga Eppendorf® para obtenção de 

sobrenadantes livres de células. Após a centrifugação, as amostras foram imediatamente 

congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a -80°C para posterior análise bioquímica. 



Após eutanásia os cérebros foram removidos e as estruturas de hipocampo e córtex 

pré-frontal foram dissecadas. Imediatamente após coleta as amostras foram congeladas a -

80º em micro tubos livre de RNA/DNA visto que as amostras seriam submetidas à técnica 

de RT-qPCR.  

 

4.4. Supressão do Bulbo olfatório   

A cirurgia para ablação bilateral dos bulbos olfativos foi realizada conforme 

descrito anteriormente [71]. Os ratos foram anestesiados com administração intraperitoneal 

(i.p.) de xilazina (10 mg/kg) e cetamina (80 mg/kg) diluída em solução salina. Após colocar 

o animal no esteriotáxico, o crânio foi exposto por uma incisão para exposição do crânio. O 

periósteo foi raspado utilizando uma espátula e água oxigenada 10 volumes. Utilizando 

coordenadas esteriotáxicas em exatos 7 mm anterior ao bregma e 1 mm anterolateral, foi 

feita a craniostomia. Ambos os bulbos olfatórios foram destacados com o auxílio de uma 

tesoura cirúrgica de microcirurgia, e em seguida foram removidos por sucção com uma 

pipeta Pasteur de vidro. Os animais Sham receberam o mesmo tratamento cirúrgico, porém 

os bulbos olfatórios foram deixados intactos. Após realização do procedimento cirúrgico, 

os animais foram suturados e conduzidos até o pós-operatório por um período de 14 dias. 

Logo após a cirurgia os animais receberam dose única de antibiótico (pentabiotico, 22.000 

UI/kg, i.m.) e três doses diárias de anti-inflamatório cetoprofeno (Ketojet, 5mg/kg, i.m.). 

Dois animais apresentaram remoção incompleta dos bulbos e foram excluídos do estudo.  

 

4.5. Testes Comportamentais 

Quatorze dias após a cirurgia da OBX, os animais foram submetidos a uma 

sequência de testes comportamentais para avaliação dos seguintes parâmetros: 

motivação/anedonia, atividade locomotora e memória de reconhecimento de longa e curta 

duração. Duas horas antes dos experimentos comportamentais, os animais foram levados 

para aclimatação na sala onde experimentos comportamentais seriam conduzidos com 

iluminação adequada (100Lux). Depois deste período de habituação, na mesma sala, os 

animais iniciaram os testes. Os experimentos comportamentais foram realizados entre 9h e 

17h.  

 

 



4.5.1. Teste de campo aberto (OFT) 

O OFT foi executado conforme descrito anteriormente [71], a fim de investigar a 

atividade locomotora/exploratória dos animais. A hiperatividade é um dos mais importantes 

e mais aceitos índices (fenótipo padrão-ouro) de comportamento em roedores submetidos a 

OBX. Para avaliação deste fenótipo os ratos foram colocados individualmente perto da 

parede lateral de uma caixa de madeira (50 × 50 × 50 cm Comprimento x Largura x 

Altura), contendo todas as paredes e chão na cor preta. Todas as sessões comportamentais 

foram gravadas por 10 min por uma câmera de vídeo posicionada acima da arena no ângulo 

de 90° sob iluminação adequada (100lux). O aparato foi limpo com álcool 20% e seco após 

cada teste. Os vídeos foram analisados pelo software AnyMaze (Stoelting Co., Wood Dale, 

IL). Parâmetros de distância total percorrida e tempo total na área central do OFT foram 

determinados.  

 

4.5.2.  Reconhecimento de Objeto (NORT) 

O teste NORT foi realizado conforme relatado anteriormente [71], com pequenas 

modificações, para avaliar a memória de reconhecimento de objetos de curta e longa 

duração. O OFT foi realizado antes do NORT para reduzir o efeito da novidade da arena e 

diminuir os níveis de ansiedade dos animais. Noventa minutos após o procedimento de 

OFT realizado de acordo com explicação prévia, os ratos foram submetidos à seção de 

treinamento do NORT por 10 minutos. Para isto, os ratos foram colocados individualmente 

na arena NORT contendo dois objetos idênticos localizados em cantos opostos e simétricos 

da arena. O tempo gasto em cada objeto e a distância total percorrida foram medidos. Para 

evitar a coerção para explorar os objetos, os ratos foram colocados na arena de frente para a 

parede oposta aos objetos. Durante a seção de treinamento ambos os objetos são novos e 

espera-se que o tempo gasto nos objetos seja semelhante (indivíduos com tempo de 

exploração da sessão de treinamento inferior a 20s foram excluídos do experimento [seis 

animais sendo três do grupo sham e três OBX]). Noventa minutos após a sessão de 

treinamento, a sessão de teste (10 min) foi realizada, e novamente foi medido o tempo gasto 

explorando cada objeto e a distância percorrida. A exploração de um objeto foi definida 

como se apoiar ou cheirar o objeto a menos de 1 cm e/ou tocá-lo com o nariz. Vinte e 

quatro horas da realização da seção de teste foi iniciado a reconhecimento de objeto de 



longa duração, que consiste em repetir os objetos usados no teste anterior (NORT) e trocá-

los de posição e analisar se os animais reconhecem o ON após este período. A distância 

total nas seções de treino e teste (NORT de curta e longa duração) foi analisada pelo 

software AnyMaze®, enquanto o tempo gasto em cada objeto foi analisado em vídeo 

gravações e analisados por um experimentador cego aos grupos e tratamentos. O 

reconhecimento bem-sucedido de um objeto previamente explorado foi refletido pela 

exploração preferencial do novo objeto em mais de 50% do tempo total. Após cada sessão, 

a arena e os objetos foram cuidadosamente limpos com etanol 20% para evitar o 

reconhecimento de odor. 

  

4.6. Eutanásia  

Cerca de sessenta minutos  após o último teste comportamental os ratos foram 

anestesiados  com xilazina (6 mg/kg) e cetamina (100 mg/kg) seguindo a diretriz da prática 

de eutanásia do CONCEA, tiveram seu liquido cefalorraquidiano coletado, conforme 

explicação prévia (seção 2.3) decapitados, os cérebros foram removidos, seus hipocampos e 

córtex pré-frontal foram dissecados, armazenados em micro tubos livre de RNA/DNA e 

imediatamente congelados em nitrogênio líquido para posteriormente ser mantido em 

freezer -80°C para avaliações bioquímicas posteriores. 

 

4.6. Expressão gênica RT-qPCR 

 

Para avaliação dos parâmetros de expressão genica, parte do tecido do hipocampo pesando 

em média 50mg foram isolados para a extração do RNA total do hipocampo. Para isso, 

colocou-se 1ml de TRIzol™ Reagente (Invitrogen™) em um micro tubo de 1,5ml volume, 

em seguida o tecido foi adicionado. Apenas as amostras lidas pelo Espectrofotometro 

NanoDropTMLite Thermo ScientificTM, acima de 140ng/ μL de RNA foram consideradas 

neste experimento. O cDNA foi sintetizado com o Sistema de Transcrição Reversa 

(Applied Biosystems-Kit-High Capacity cDNA Reverse Transcriptase Catalógo:4368814) a 

partir de 1.5 μg de RNA, de acordo com as instruções do fabricante. A reação de RT-PCR 

foi realizada com o PCR Master Mix (EnergizarTMSYBRTMGreen Master Mix(2x)) em um 

volume final de 10 μL. As configurações de ciclos consistiram em 2 min a 95 ◦ C; 30 s a 95 

◦ C; 30 s a 60 ◦ C; e 30 s a 72 ◦ C por 35 ciclos; e 5 minutos finais a 72 ◦ C e  4 ◦ C. O gene 



de referência utilizado foi GAPDH. O controle negativo foi realizado substituindo as 

amostras de RNA por água destilada livre de DNAse/RNAse em cada reação de RT-qPCR. 

A análise de RT-qPCR em tempo real foi realizada no StepOne™ Instrumento de Sistemas 

de PCR em Tempo Real (Biosistemas Aplicados®, Foster City, CA) usando PowerUp 

SYBR™Green Master Mix (Thermo Fischer Scientific™, CAT A25742), de acordo com as 

instruções do fabricante e respectivos primers direto e reverso (7 μM). Os valores dos 

reagentes usados neste experimento foram calculados sob as instruções do fabricante. 

 

4.8. Estatística 

Para as análises comportamentais do campo aberto assim como da distância 

percorrida no teste do NORT foi realizado o teste T de Student não pareado. Para avaliação 

da memória de reconhecimento de curta e longa duração no teste de NORT foi utilizado 

ANOVA de duas vias seguido pelo teste de comparações múltiplas de Sidak. Para as 

análises de expressão gênica por RT-qPCR para os diferentes genes analisados foi realizado 

o teste T de Student não pareado. Correlações entre a distância percorrida no OFT e a 

expressão dos diferentes receptores P1 e P2 hipocampal foram analisados pela correlação 

de Pearson. A força da correlação foi descrita usando o guia sugerido por Evans em 1996. 

As correlações foram consideradas estatisticamente significativas em r ≥ 0,60. Todos os 

tratamentos estatísticos e arte gráfica final foram realizados com Graph Pad Prism (Graph 

Pad Software, versão 8, San Diego, CA, EUA). As diferenças foram consideradas 

estatisticamente significativas em p ≤ 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5. Resultados 

5.1. Teste do Campo Aberto 

No teste do campo aberto observou-se um aumento na distância total percorrida 

pelos animais do grupo OBX (27.13 ± 1.77) quando comparados com o grupo Sham (17.30 

± 2.94) (Figura 2A, p=0.0191). Ainda, um aumento na permanência na zona central do 

aparato foi detectado pelo grupo OBX (60.88 ± 9.41) quando comparado com o grupo 

Sham (28.89 ± 7.60) (Figura 2B, p=0.0215). Alteração na distância percorrida na parte 

central do aparato não foi observada (dados não mostrados). 

 

 

 

Figura 2. Teste Comportamental do Campo Aberto: Na figura 2A está demonstrado a distância total 

percorrida pelos grupos Sham e OBX no teste do campo aberto. Na Figura 2B está demonstrado o tempo de permanência 

na zona central do teste do campo aberto. Os dados foram expressos como média +/- erro padrão da média (n=6-7 animais 

por grupo). A análise estatística foi realizada por teste t de student não pareado e uma diferença estatística de *p < 0.05 foi 

considerada significativa comparando os dois grupos experimentais. 

 

5.2. Teste de Reconhecimento de Objetos 

Noventa minutos após seção de campo aberto, na seção de treino de reconhecimento 

de objetos os animais pertencentes ao grupo Sham exploraram de maneira similar ambos 

objetos familiares (FO1 e FO2) (Fig 3A). Analisando os animais pertencentes ao grupo 

OBX, a ANOVA de duas vias seguida pelo pós teste de Sidak demonstrou uma redução da 

exploração do objeto FO2 (Fig. 3A. F(1,24)=2817; p=0.0407) quando comparado ao FO1. Na 

mesma seção ainda foi possível observar um aumento na distância total percorrida pelo 

grupo OBX (28.69 ± 1.43) (Figura 3B, p=0.0390) em comparação com o grupo Sham 

(21.12 ± 2.94). 
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Noventa minutos após a seção de treino, na seção de teste do reconhecimento de 

objetos para avaliação da memória de reconhecimento de curta duração não foi observada 

nenhuma alteração na distância percorrida entre os diferentes grupos experimentais (Fig3D; 

Sham [16.48 ± 2.67] e OBX [18.29 ± 3.54]). Com relação a exploração do objeto novo 

(NO), a ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Sidak aponta para um aumento da 

percentagem de exploração do objeto novo em ambos os grupos (Fig. 3C. F(1,24)=19.34; 

p=0.0261 para o grupo Sham e p=0.0033 para o grupo OBX). 

Vinte e quatro horas após a última exposição, foi realizado o teste de memória de 

reconhecimento de longa duração. A ANOVA de duas vias seguida do pós teste de Sidak 

indica apenas uma diminuição da porcentagem de exploração do objeto novo pelo grupo 

OBX (Fig 3E; F(1,22)=13.00; p=0.0180), enquanto nenhuma diferença na porcentagem de 

exploração de ambos objetos foi observado no grupo Sham (Fig3E; p=0.0666). Por fim, 

com relação a distância total percorrida nesta seção de comportamento, nenhuma diferença 

foi observada (Fig3F; Sham [21.24 ± 3.91] e OBX [20.46 ± 3.77]).  



 

 

Figura 3 Teste de Reconhecimento de Objetos. Na figura 3A está demonstrado o tempo total de exploração dos objetos 

familiares durante a seção de treino do NORT. Na figura 3C está demonstrado a porcentagem de tempo total de 

exploração do objeto familiar e objeto novo na seção de teste de curta duração do NORT. Na figura 3E está demonstrado a 

porcentagem de tempo total de exploração do objeto familiar e objeto novo na seção de teste de longa duração do NORT). 

Os dados foram expressos como média +/- erro padrão. ANOVA de duas vias, seguido pelo teste post hoc de Sidak’s, e 

*p<0,05 e **p<0,01 foram considerados estatisticamente significativos comparando os diferentes grupos experimentais. 
Nas figuras 3B, D e F, respectivamente, estão demonstrados a distância total percorrida pelos grupos Sham e OBX nas 

seções treino, teste de curta duração e longa duração do NORT. Os dados foram expressos como média +/- erro padrão da 

média (n=6-7 animais por grupo). A análise estatística foi realizada por teste t de Student não pareado e uma diferença 

estatística de *p ≤ 0.05 foi considerada significativa comparando os dois grupos experimentais. 

 

 

 

 



5.3 Expressão gênica de receptores P1 de adenosina (ADORA1, ADORA2a) em 

hipocampo total. 

 

Um aumento na expressão relativa de mRNA dos receptores A1 de adenosina foi 

observado no hipocampo total dos animais OBX (4.507 ± 0.83) em comparação com os 

animais pertencentes ao grupo Sham (1.354 ± 0.63) (Fig. 4A; p=0.0383). Com relação aos 

receptores A2a de adenosina não houve alteração nos níveis de mRNA comparando os 

grupos Sham e OBX (Fig. 4B; 1.150 ± 0.36; 1.744 ± 0.61, respectivamente).  

Uma forte correlação foi observada somente na expressão dos receptores A1 de 

adenosina em hipocampo com a locomoção total no campo aberto (Fig.4C). Nenhuma 

correlação foi observada entre a locomoção no campo aberto e a expressão dos receptores 

A2a de adenosina (Fig.4D). 
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Fig.4. Expressão gênica de receptores de adenosina A1 e A2a. Na figura 4A está representado a 

expressão relativa dos receptores A1 nos grupos Sham e OBX. Na figura 4B está representado a expressão 

relativa dos receptores A2a nos grupos Sham e OBX Fig. 4B). Os dados foram expressos como média +/- 

desvio padrão da média (n=3-4 animais por grupo). A análise estatística foi realizada por teste t de Student. 

Nas figuras 4C e 4D correlações lineares entre os parâmetros de locomoção total no teste do campo aberto e 

a expressão dos receptores A1 e A2a foram realizadas. Para uma correlação forte um r ≥ 0,60 foi 

determinado. Cada ponto representa um animal (n = 3-4 animais/grupo). 

 

5.4 Expressão gênica de receptores purinérgicos P2 (P2X7, P2Y1) em hipocampo 

total. 

 
Considerando os receptores P2 avaliados, nenhuma alteração na expressão relativa dos 

receptores P2X7 (Fig. 5A; Sham 1.952 ± 1.25 e OBX 1.50 ± 0.55), assim como P2Y1 (Fig. 5B; 

Sham 1.372 ± 0.77 e OBX 0.99 ± 0.57) foi observado. Não houve correlação entre a expressão dos 

receptores P2 analisados com a distância total no campo aberto (Fig. 5C e 5D).  
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Fig.5 Expressão gênica de receptores purinérgicos P2X7 e P2Y1.  Nenhuma alteração na 

expressão relativa dos receptores P2X7 (Fig. 5A), assim como P2Y1 (Fig. 5B). Os dados foram expressos 

como média +/- desvio padrão da média (n=3 animais por grupo). A análise estatística foi realizada por teste t 

de student. Nas figuras 5C e 5D correlações lineares entre os parâmetros de locomoção total no teste do 

campo aberto e a expressão dos receptores P2X7 e P2Y1 foram realizadas. Cada ponto representa um 

animal (n = 3-4 animais/grupo).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5. Discussão 

 

Nesta dissertação exploramos as alterações na expressão gênica de importantes 

receptores do sistema purinérgico em hipocampo de ratos Wistar submetidos ao modelo de 

TDM com alto potencial translacional, o modelo da Bulbectomia Olfatória. 

Resumidamente, nossos resultados indicam que animais com fenótipo do tipo depressivo, 

observado pela hiperlocomoção no campo aberto e pelo prejuízo cognitivo na memória de 

longa duração no teste de reconhecimento de objetos, apresentam pronunciado aumento na 

expressão dos receptores A1 de adenosina em hipocampo, um efeito com forte correlação 

com a hiperlocomoção no campo aberto. Com relação a expressão dos demais receptores 

avaliados (ADORA2a, P2X7 e P2Y1) nenhuma alteração foi observada.  

Considerando os estudos pré-clínicos de TDM que utilizam o modelo de OBX 

como ferramenta para ampliar o entendimento sobre a fisiopatologia da TDM, o padrão 

comportamental classicamente investigado pela ampla maioria dos estudos é a 

hiperlocomoção no campo aberto [71, 72]. Na literatura podemos observar que alguns 

estudos avaliam o aumento da locomoção no teste do campo aberto a partir de 3 dias após a 

cirurgia de ablação bilateral dos bulbos olfativos [73], contudo não há o desenvolvimento 

da hiperatividade na arena. A hiperatividade em animais submetidos ao modelos de TDM 

da OBX é robusta ao submetê-los ao paradigma comportamental do campo aberto após 1 

semana da cirurgia, com uma permanência deste fenótipo até 2 meses após a cirurgia [71]. 

Ainda, nos casos onde a avaliação foi em um intervalo de tempo mais longa, destacamos 

que a hiperatividade foi mantida independentemente do número de exposições ao teste do 

campo aberto [71], uma consequência tanto de déficit de habituação quanto à 

hiperatividade frente ao estresse envolvido na novidade, no caso do campo aberto, um 

ambiente novo, amplo e iluminado.  

Com relação a hiperatividade, esta não parece estar relacionada especificamente à 

perda do olfato, pois a anosmia induzida perifericamente não afeta o comportamento 

exploratório no campo aberto conforme estudos já realizados anteriormente [71, 74, 75]. 

Diante desta informação relevante, sugere-se que as alterações no sistema nervoso central, 

desencadeadas a partir do rompimento das conexões nervosas entre os bulbos olfativos e o 

restante do encéfalo é que estariam intimamente relacionadas com o aumento a agitação 

psicomotora desenvolvida pelos animais OBX. Diante desta observação, ressaltamos que o 



resultado de aumento da atividade locomotora no campo aberto nos permite inferir que 

obtivemos êxito em induzir o fenótipo do tipo depressivo nos animais utilizados neste 

estudo.  

Além da hiperatividade no campo aberto, há estudos na literatura que identificam 

um aumento nos níveis de ansiedade em animais submetidos ao modelo da Bulbectomia 

Olfatória [73,76]. Inclusive, estudos do nosso grupo já identificaram que animais OBX em 

2, 4 ou 8 semanas após a OBX apresentaram uma diminuição na exploração da zona central 

da arena do campo aberto, diminuindo tanto a porcentagem de distância percorrida, quanto 

o tempo de permanência na zona central do aparato [71, 76]. Através dos resultados 

apresentados nesta dissertação que podem refletir uma alteração no fenótipo do tipo 

ansiedade no grupo OBX, onde observamos apenas um aumento no tempo de permanência 

no centro da arena, sem nenhuma alteração na distância percorrida, destacamos que tal 

alteração provavelmente é um reflexo do aumento da locomoção total dos animais do grupo 

OBX. Neste contexto, destacamos que em estudos conduzidos para avaliar especificamente 

ansiedade no teste de campo aberto, é determinante que para considerar um efeito do tipo 

ansiogênico observe-se uma diminuição tanto no tempo de permanência na zona central do 

aparato, quanto na locomoção na área central [75], efeitos que não foram observados no 

nosso estudo.  

Na literatura, estudos utilizando outros testes comportamentais para avaliação de 

ansiedade, como o labirinto em cruz elevado, um teste com maior sensibilidade para 

explorar os fenótipos relacionados a ansiedade, corroboram com o aumento da ansiedade 

em animais submetidos ao modelo da OBX, a citar: foi demonstrado que animais OBX 

apresentam uma diminuição no tempo nos braços abertos no teste do labirinto em cruz 

elevado ([76-80]. Neste contexto, argumentamos que as diferenças entre o resultado do 

aumento de exploração observado no nosso estudo se dão pela diferença entre a proporção 

do aparato comportamental utilizado nos diferentes experimentos e a espécie de roedor 

testado. Para ratos, arenas com dimensões reduzidas possibilitam a nítida visualização da 

hiperlocomoção, dificultando a investigação de parâmetros de ansiedade no campo aberto. 

Corroborando com esta hipótese, Pudell e colaboradores em 2013 [77], observam um 

aumento na distância percorrida no campo aberto em ratos Wistar (machos e fêmeas), sem 

nenhuma alteração na exploração da zona central.  



Além do fenótipo de agitação psicomotora, também exploramos as alterações 

relacionadas a cognição, um sintoma recorrente em pacientes com TDM. Nossos resultados 

indicam um prejuízo apenas na memória de longa duração, sem alterações na memória de 

curta duração no grupo OBX em comparação com o grupo Sham. Estudos pré-clínicos 

explorando este fenótipo utilizando diferentes paradigmas comportamentais já 

demonstraram prejuízos em memória de curta duração em ratos e camundongos submetidos 

a OBX. Por exemplo, tanto ratos quanto camundongos expostos ao labirinto em T 

demonstraram prejuízos na memória de curta duração. De forma similar, apresentaram 

impacto na memória aversiva no teste de esquiva passiva de curta duração [81, 82],). Por 

fim, estudos utilizando o reconhecimento de objeto [83] demonstraram que camundongos 

OBX apresentam deficit na memória de reconhecimento de curta duração em metodologia 

idêntica a utilizada neste estudo.  

Mesmo diante de todas evidências citadas anteriormente e o efeito oposto 

observado neste estudo com relação ao grupo OBX no NORT de curta duração, é 

importante relativizarmos este efeito, principalmente por observarmos que já na seção de 

treino do NORT observamos um aumento na exploração do objeto familiar 1 em 

comparação com o objeto familiar 2. Assim, é possível que este aumento na exploração do 

objeto novo na seção de curta duração seja um falso positivo, que deve ser melhor 

analisado nas próximas coortes de animais testados.  

Em contrapartida, é notório o prejuízo na memória de longa duração no NORT no 

grupo OBX, que apresentou uma diminuição na exploração do objeto novo em comparação 

com o grupo Sham (que apresentou uma forte tendência em aumentar a exploração do 

objeto novo). Além de relatos na literatura mostrando o impacto da OBX na memória de 

longa duração em diferentes testes comportamentais, incluindo esquiva passiva e em teste 

de condicionamento pelo medo [77, 84], protocolos idênticos aos utilizados neste estudo 

foram unanimes em demonstrar o impacto da OBX no desempenho cognitivo na tarefa de 

reconhecimento de objetos de longa duração [71, 85, 86]. Curiosamente, todas essas 

observações podem ser comparadas com características clínicas que demonstram um 

declínio cognitivo acentuado em pacientes deprimidos [87], que é predominantemente 

diagnosticado por fortes déficits de memória declarativa [88-90] em vez de agitação 

psicomotora [89] um sintoma menos frequente do TDM. Considerando que o declínio 



cognitivo persistente é observado em pacientes com TDM, podemos destacar que o modelo 

OBX tem possui alta validade de face (homologia sintomática), e de construto (fundamento 

teórico) para modelar os distúrbios apresentados em pacientes depressivos e validado no 

nosso estudo. 

Considerando diferentes testes comportamentais para explorar parâmetros de 

memória e que são independentes do olfato para realização, como o Morris Water maze e o 

radial-maze [91, 92] animais submetidos ao modelo da OBX também apresentam prejuízos 

cognitivos [93-96]. Diante desta observação, estudos destacam que alterações hipocampais 

parecem ser altamente relevantes na performance cognitiva dos animais submetidos ao 

modelo de TDM da OBX. Já foi elucidado que a ablação bilateral dos bulbos olfativos leva 

em uma degeneração retrógrada dos neurônios que se projetam dos bulbos olfatório para 

outras áreas cerebrais, como córtex, hipocampo, amígdala, locus coeruleus e núcleos 

dorsais da rafe [72, 97]. 

Consistente com essa possibilidade Carlsen e colaboradores relataram que a 

degeneração neuronal observada em animais OBX ocorre no hipocampo e amígdala [98], 

enquanto Wrynn e colegas observaram que o aumento do espaço ventricular (ventrículos 

laterais e do terceiro ventrículo) em animais submetidos a OBX [99], estariam relacionadas 

com a diminuição do volume hipocampal. Em consonância com estes dados, estudos de 

ressonância magnética também mostraram que ocorrem alterações hipocampais 

pronunciadas em animais OBX [99]. Ainda, foi também observado que a OBX induz 

redução na proliferação celular no giro denteado, estimula a hipotrofia neuronal em 

neurônios piramidais do CA1, e diminui marcadores de plasticidade celular e sináptica em 

hipocampo [100]. Por fim, estudos do nosso grupo demonstram que comparado a diferentes 

estruturas cerebrais, o hipocampo seria a estrutura mais afetada pela OBX em comparação 

com córtex pré-frontal e córtex parietal [71], como por exemplo: alterações em parâmetros 

de massa mitocondrial e potencial de membrana (ΔΨ) mitocondriais em preparações 

sinaptosomais de hipocampo, aumento do desequilíbrio redox e de citocinas pró-

inflamatórias. 

Nos últimos anos, inúmeras evidências pré-clínicas e clínicas vêm sustentando o 

envolvimento da sinalização adenosinérgica no TDM (para mais informações, seguem 

importantes revisões: [101-103]. As primeiras evidências, foram relatadas inicialmente em 



2005, por Calker e Biber [104] onde estes autores demonstraram efeitos antidepressivos dos 

agonistas A1 de adenosina, que foram reforçados por estudos posteriores [59]. 

Corroborando com estes achados, também foi observado que camundongos knockout para 

o receptor A1 (KO) aumentaram o comportamento do tipo depressivo, além de serem 

resistentes aos efeitos antidepressivos da deprivação do sono [59].  Curiosamente, estudos 

buscando elucidar os mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo da deprivação de 

sono, já demonstraram uma regulação positiva dos receptores A1 de adenosina em roedores 

e humanos após a utilização desta técnica [105, 106], da mesma forma duas outras 

intervenções não farmacológicas para depressão terapia eletroconvulsiva (ECT) e 

estimulação cerebral profunda (DBS) estão associadas a um aumento da liberação de 

adenosina e estimulação dos receptores A1 [57, 107, 108]. 

Como apontado na introdução desta dissertação, a modulação da neurotransmissão 

purinérgica, através dos receptores de adenosina é capaz de modificar a sinalização 

glutamatérgica. Assim, levando em consideração que  dados recentes vêm documentando 

que diferentes regiões do cérebro de animais submetidos ao modelo de TDM da OBX 

parecem ser mais sensíveis à liberação de glutamato ([109-111]), e que estudos do nosso 

grupo já demonstraram que a OBX induz um aumento na captação de glutamato 

hipocampal [85], sugerimos com este estudo que um dos possíveis mecanismos endógenos 

para do cérebro, mais especificamente do hipocampo, para buscar reestabelecer a 

homeostase, além do estímulo à captação astrocitária de glutamato, pode ser uma 

upregulation da expressão de genes dos receptores A1 de adenosina que atuaria como um 

mecanismo adicional que buscaria diminuir a liberação de glutamato. Neste contexto, uma 

das perspectivas deste estudo seria quantificar os níveis de receptores A1 de adenosina para 

verificar se o estimulo na expressão está realmente se refletindo em aumento de receptores.  

Por outro lado, ampliando a investigação acerca dos receptores P1, nossos 

resultados demonstram que nenhuma alteração na expressão dos receptores A2a foi 

observada no grupo OBX em comparação com os animais do grupo Sham. Na literatura 

estudos experimentais já demonstraram que o antagonismo seletivo dos receptores de 

adenosina A2a, por exemplo com o KW6002, ou utilizando modelos genéticos knockout 

para o A2a parecem ser estratégias capazes de induzir uma ação do tipo antidepressiva em 

roedores submetidos a modelos de TDM. ([61, 64, 112, 113]. Mais recentemente, Padilla e 



co-autores exploraram o efeito da administração sistêmica de antagonistas de A2a no 

modelo da OBX e seus resultados são similares aos observados em estudos anteriores, 

demonstrando um efeito do tipo antidepressivo após administração crônica [114]. 

Considerando que os receptores A2a estão amplamente distribuídos no cérebro, investigar a 

expressão gênica destes receptores em outras estruturas, além de sua quantifição por 

Western blotting também são questões interessantes para experimentos futuros. 

Por fim, buscando entender o impacto da OBX na expressão de receptores P2, 

demonstramos que nenhuma alteração da expressão genica dos receptores P2X7 e P2Y1 foi 

constatada. Estudos anteriores já demonstraram que a ativação dos receptores P2X7 está 

envolvida com vias neuroinflamatórias associadas ao TDM [69, 115]. Além disso, também 

já foi demonstrado que a inibição farmacológica ou manipulação genética de receptores 

P2X7 pode ser uma estratégia inovadora para o tratamento da TDM [116-119]. 

Considerando que estudos do nosso grupo já demonstraram que camundongos submetidos 

ao modelo da OBX apresentaram um aumento de citocinas pró-inflamatória por até 8 

semanas após a OBX [71], esperávamos observar alterações na expressão dos receptores 

P2X7, contudo, mais experimentos devem ser conduzidos com o objetivo de melhor 

compreender o impacto deste modelo de TDM nesta via de sinalização.  

Com relação aos receptores P2Y1, alterações na expressão destes receptores já 

foram observadas em pacientes com esquizofrenia [115], neste sentido, considerando que 

há autores que sugerem que o modelo da OBX pode ser considerado um modelo de 

esquizofrenia, principalmente pela agitação psicomotora induzida pelo modelo [120], 

buscamos investigar essa hipótese através da avaliação de alterações relacionadas a este 

receptor. Mesmo sem observarmos nenhuma alteração na expressão destes receptores em 

hipocampo, mais estudos necessitam ser conduzidos para maiores esclarecimentos sobre 

uma possível modulação destes receptores no modelo de TDM da OBX.  

Com relação aos receptores P2Y1, estudos recentes utilizando o modelo de estresse 

social com início 21 dias após desmame e por um período de 6 semanas, observou um 

aumento na expressão dos receptores P2Y1 em hipocampo e córtex pré-frontal[121]. Da 

mesma forma, alterações na expressão destes receptores já foram observadas modelos 

animais para o estudo da esquizofrenia [115], onde a ativação de receptores P2Y1 por 

ATP/ADP em neurônios piramidais da camada V do córtex pré-frontal medial (mPFC) em 



ratos[122] foi capaz de inibir a depressão de longo prazo (LTD), por meio da redução do 

influxo de Ca2+ [123]. Embora nossos resultados não tenham evidenciado nenhuma 

alteração na expressão destes receptores, é importante destacarmos que o prejuízo cognitivo 

observado nos animais OBX podem ter uma relação com a ativação destes receptores, 

principalmente considerando as evidências levantadas por Hollger Koch e 

colaboradores[124] que demonstraram que a ativação de receptores P2Y1 em mPFC 

prejudica o controle inibitório e a flexibilidade comportamental em ratos Wistar. Mesmo 

sem observarmos nenhuma alteração na expressão destes receptores em hipocampo, mais 

estudos necessitam ser conduzidos nesta e/ou em outras estruturas cerebrais para maiores 

esclarecimentos sobre uma possível modulação destes receptores no modelo de TDM da 

OBX.  

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6. Conclusão 

Em resumo, nesta dissertação observamos que ratos Wistar submetidos ao modelo 

de TDM da OBX apresentaram fenótipo do tipo depressivo (agitação psicomotora no 

campo aberto e pelo prejuízo cognitivo na memória de longa duração no teste de 

reconhecimento de objetos), seguido de aumento na expressão dos receptores A1 de 

adenosina em hipocampo, um efeito com forte correlação com a hiperlocomoção no campo 

aberto. Com relação a expressão dos demais receptores avaliados (ADORA2a, P2X7 e 

P2Y1) nenhuma alteração foi observada. Assim, a partir deste estudo inicial e exploratório, 

nossos resultados fornecem uma caracterização adicional do modelo OBX em ratos e 

reforçam perspectivas que recentemente vêm sendo exploradas no campo da depressão. 
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