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RESUMO

A depressdo € um transtorno do humor muito comum que muitas vezes pode vir acompanhada
por transtornos de ansiedade. Apesar dos avancos no conhecimento de sua neurobiologia, a
terapia farmacologica usada na atualidade ainda se baseia na teoria das monoaminas, a qual
possui muitas limitagdes. Evidéncias recentes sugerem que a fisiopatologia da depresséo pode
estar associada a inflamacdo. Nesse contexto, o Celecoxibe e o Etoricoxibe sdo drogas
amplamente usadas na pratica clinica para alivio da inflamagdo. S&o inibidores da
ciclooxigenase 2 (COX-2), enzima que esta presente nos locais de inflamacao sendo expressa
por células envolvidas no processo inflamatorio, como macrofagos e encontrada em outros
tecidos e 6rgdos, como no céerebro. A literatura mostra potenciais efeitos benéficos no sistema
nervoso central dos inibidores da COX-2 em doengas como transtorno bipolar e Alzheimer. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos inibidores da cicloxigenase-2, Celecoxibe
(CLX) e Etoricoxibe (ETR) nas alteracdes neurocomportamentais, oxidativas e inflamatorias
induzidas pela exposicdo sisttmica a lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli em
camundongos. Foram utilizados camundongos Swiss machos adultos. Os animais foram
submetidos ao modelo de inflamacdo sistémica por LPS, onde durante dez dias consecutivos 0s
mesmos receberam injecOes intraperitoneais de LPS 0,5 mg/kg. A partir do quinto dia até o
décimo dia, os animais foram tratados, uma hora apds o LPS, com o CLX (15 mg/kg), ETR (10
mg/kg) ou Fluoxetina (FLU) (20mg/kg) por via oral através de gavagem. A FLU foi utilizada
como controle positivo. Vinte e quatro horas ap06s a Gltima administracdo oral da droga, 0s
animais foram submetidos aos testes preditivos de comportamento depressivo (nado forcado e
suspensdo de cauda), efeito ansiolitico (labirinto em cruz elevado e placa perfurada) e avaliacdo
da atividade (campo aberto) locomotora e as areas cerebrais (hipocampo, cértex pré-frontal e
corpo estriado) foram dissecadas. Foram mensurados parametros de estresse oxidativo
(malondialdeido, nitrito e glutationa reduzida) e citocinas pro-inflamatérias (TNF, IL-1B e IL-
6). Além disso, foi executado testes in vitro em cultura de células microgliais BV2 com a
finalidade de avaliar o efeito neuroprotetor das referidas drogas a partir da dosagem de 6xido
nitrico. Os experimentos foram realizados somente ap6s aprovacdo do projeto no Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara (UFC) protocolada sob o
CEUA n° 5089270819. Os resultados mostram que o LPS induziu comportamento do tipo-
depressivo e ansioso e o tratamento com CLX e ETR foi capaz de reverter a maioria das
alteracbes comportamentais preditivas de depressdo e ansiedade. Foi constatado que o
tratamento com CLX e ETR e a exposi¢cdo ao LPS ndo afetaram a atividade locomotora
espontanea dos animais. Evidenciou-se que o grau de peroxidacéo lipidica foi diminuido no
hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado pelo CLX e no cortex pré-frontal e corpo estriado
pelo ETR, evidenciado pela dosagem de MDA e o estresse nitrosativo foi diminuido no corpo
estriado pelo CLX e no corpo estriado e hipocampo pelo ETR. Além disso, o sistema de defesa
enddgena contra radicais livres foi fortalecido no cortex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo
pelo CLX e ETR, sendo avaliado por meio da dosagem da GSH. CLX e ETR foram capazes de
reduzir significativamente os niveis de IL-1p e IL-6 no hipocampo e 0s experimentos in vitro
concluiram que CLX possui carater neuroprotetor a partir da diminuicdo na producéo de 0xido
nitrico por células microgliais expostas ao LPS. Espera-se que esses dados ampliem as
informacdes sobre o papel da inflamacéo na depresséo e ansiedade, elencando o uso de agentes
inibidores da enzima ciclooxigenase-2 como possiveis opg¢des terapéuticas no tratamento de
distdrbios psiquiatricos com base neurobioldgica na inflamacéo e estresse oxidativo.

Palavras chaves: Depressédo. Inflamacao. Ciclooxigenase-2



ABSTRACT

EFFECT OF CYCLOXYGENASE-2 INHIBITORS ON NEUROCOMPORTING,
INFLAMMATORY AND OXIDATIVE CHANGES INDUCED BY SYSTEMIC
EXPOSURE TO LIPOPOLYSACARID IN MALE MICE

Depression is a very common mood disorder that can often come accompanied by anxiety
disorders. Despite advances in the knowledge of its neurobiology, current pharmacological
therapy is still based on monoamine theory, which has many limitations. Recent evidence
suggests that the pathophysiology of depression may be associated with inflammation. In this
context, Celecoxib and Etoricoxib are drugs widely used in clinical practice to relieve
inflammation. They are inhibitors of cyclooxygenase 2 (COX-2), an enzyme that is present at
inflammation sites being expressed by cells involved in the inflammatory process, such as
macrophages and found in other tissues and organs, such as the brain. The literature shows
potential beneficial effects on the central nervous system of COX-2 inhibitors in diseases such
as bipolar disorder and Alzheimer's. The objective of this study was to evaluate the effects of
cycloxygenase-2, Celecoxib (CLX) and Etoricoxib (ETR) inhibitors on neurobehavioral,
oxidative and inflammatory changes induced by systemic exposure to Escherichia coli
lipopolysaccharide (LPS) in mice. Adult male Swiss mice were used. The animals were
submitted to the systemic inflammation model by LPS, where for ten consecutive days they
received intraperitoneal injections of LPS 0.5 mg / kg. From day 5 to day 10, animals were
treated one hour after LPS with CLX (15 mg/ kg), ETR (10 mg / kg) or Fluoxetine (FLU) (20
mg / kg) via oral by gavage. FLU was used as a positive control. Twenty-four hours after the
last oral administration of the drug, the animals underwent predictive tests of depressive
behavior (forced swimming and tail suspension), anxiolytic effect (elevated cross maze and
perforated plate) and activity evaluation (open field). locomotor and brain areas (hippocampus,
prefrontal cortex and striated body) were dissected. Oxidative stress parameters
(malondialdehyde, nitrite and reduced glutathione) and proinflammatory cytokines (TNF, IL-
1B and IL-6) were measured. In addition, in vitro tests were performed on BV2 microglial cell
culture to evaluate the neuroprotective effect of these drugs from the nitric oxide dosage. The
experiments were performed only after the project was approved by the Animal Use Ethics
Committee (CEUA) of the Federal University of Ceard (UFC) filed under CEUA No.
5089270819. The results show that the LPS induced depressive and anxious behavior. CLX and
ETR treatment was able to reverse most behavioral changes predictive of depression and
anxiety. It was found that treatment with CLX and ETR and exposure to LPS did not affect the
spontaneous locomotor activity of the animals. It was evidenced that the degree of lipid
peroxidation was decreased in the hippocampus, prefrontal cortex and striated body by CLX
and in the prefrontal cortex and striated body by ETR, evidenced by the MDA dosage and the
nitrosative stress was reduced in the striated body by CLX. CLX and in the striated body and
hippocampus by the ETR. In addition, the endogenous defense system against free radicals was
strengthened in the prefrontal cortex, striated body and hippocampus by CLX and ETR, and
was evaluated by GSH dosing. CLX and ETR were able to significantly reduce IL-1 and IL-6
levels in the hippocampus and in vitro experiments concluded that CLX has a neuroprotective
character from the decrease in nitric oxide production by LPS-exposed microglial cells. These
data are expected to broaden information on the role of inflammation in depression and anxiety
by listing the use of cyclooxygenase-2 enzyme inhibitors as possible therapeutic options in the
treatment of neurobiological psychiatric disorders in inflammation and oxidative stress.

Keywords: Depression. Inflammation. Cyclooxygenase-2.



Figura 1

Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5

Figura 6

Figura 7
Figura 8

Figura 9

Figura 10

LISTA DE FIGURAS

Representagdo esquematica das hipdteses da neuroplasticidade e
NCUTOZEIICSE. ..o euvveeeneteeeniereeruteeeniteeesateeessseeensseeesaseesnseesnneessseessseesseeesnnseas

Estrutura do CeleCOXIDE ..cooovviiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee
Estrutura do EtOTICOXIDE ....oeeeeeeeeeee e e e e e eeeees

Linha do tempo do protocolo
EXPETIMENTAL ....oiiiiiiiiiiiiii e e e ree e e aa e e e e e e e ereeeearee s

Representacao do Teste do Campo

Representagdo dos movimentos de grooming e rearing em

TORAOTES. ¢ttt ettt ettt ettt ettt ettt set e bt et e et e nbeentesaeenseenees
Representagdo do Teste do Nado For¢ado.........cceevvevieiciieniieniieniicieee,
Representagao do Teste da Suspensao de

CAUAA. ...
Representagao do Teste do Labirinto em Cruz

ELEVAAO... it
Representagdo do Teste da Placa Perfurada...........ccccooevvieeiniieniiinniiieeiene

20

29

30

31
31

32



Grafico 1

Grafico 2

Grafico 3

Grafico 4

Grafico 5

Grafico 6

Grafico 7

Grafico 8

Grafico 9

Grafico
10

LISTA DE GRAFICOS

Efeito da administragcdo de Celecoxibe e Etoricoxibe no teste do Campo

Efeito da administracdo de Celecoxibe e Etoricoxibe no teste do Nado
FOrGadO.....oeieeieee e e

Efeito da administragio de Celecoxibe e Etoricoxibe no teste da
Suspensao de

Efeito da administragdo de Celecoxibe ou Etoricoxibe sobre a
percentagem do nuimero de entradas nos Bragos Abertos (A), e a
percentagem do Tempo de Permanéncia nos Bragos Abertos (B), no teste
do Labirinto de Cruz Elevada............ccccoviiiiiiiinieiieeeeeeee e

Efeito da administracdo de Celecoxibe ou Etoricoxibe no teste de Placa
Perfurada...........coooiiieiiecece e

— Efeito da administragdo de Celecoxibe ou Etoricoxibe sobre a dosagem de

malondialdeido (MDA) no cortex pré-frontal, corpo estriado e
RIPOCAMPO. ... ittt ettt ettt e sbe e beeesseesaeensaas

- Efeito da administracao de Celecoxibe ou Etoricoxibe sobre a dosagem de

nitrito/nitrato no  cortex  pré-frontal, corpo  estriado e
RIPOCAMPO.. ..ottt

- Efeito da administracdo de Celecoxibe ou Etoricoxibe sobre a dosagem de

GSH no cortex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo..........cccceveeeuvenneee.

- Efeito da administracao de Celecoxibe ou Etoricoxibe sobre a dosagem de

IL-1B 1O hIPOCAMPO ..ot

- Efeito da administracao de Celecoxibe ou Etoricoxibe sobre a dosagem de

IL-6 N0 hIPOCAMPO ..ottt e

Grafico 11 - Efeito da administragio de Celecoxibe ou Etoricoxibe sobre a dosagem de

Grafico
12

Grafico
13

Grafico
14

Grafico
15

TNF N0 hiPOCAMPO «..conviiiiiiiiiiieniieeeece e

— Efeito do Etoricoxibe sobre a viabilidade de células BV2 determinada

Atraves do teStE dO MTT oo

— Efeito do Celecoxibe sobre a viabilidade de células BV2 determinada

Araves dO teSTE dO IMTT ... aeees

- Efeito do Etoricoxibe sobre a produ¢do de nitrito induzida por LPS em

cultura de CEIULAS BV 2 ...

- Efeito do Celecoxibe sobre a producdo de nitrito induzida por LPS em

cultura de CEIULAS BV 2 ... e

39

40

41

42

43

45

45

48

49

50

51

52

53

54



Quadro 1
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EO Estresse Oxidativo

ENRs Espécies Reativas de Nitrogénio
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FDA Food and Drug Administration

FLU Fluoxetina

GC Glicocorticoides

GPH-Px Glutationa Peroxidase



GPH-R
GSH
HPA
IL-1
IL-6
1.p.
IMAO
iINOS
I/R
IRSN
ISRS
LPS
MDA
NEBA
NEBF
NO
6-OHDA
OMS
PAMP
PEBA
PGE?2
PRR
PTBA
PTZ
SAL

SOD

Glutationa Redutase

Glutationa Reduzida

Eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal

Interleucina 1

Interleucina 6

Intraperitoneal

Inibidores de Monoaminoxidase

Sintase Induzida do Oxido Nitrico
Isquemia-Reperfusao

Inibidores Da Recaptacdo de Serotonina e Noradrenalina
Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Serotonina
Lipopolissacarideo

Malondialdeido

Numero de Entradas nos Bracos Abertos

Numero de Entradas nos Bragos Fechados

Oxido Nitrico

6-Hidroxidopamina

Organizacdo Mundial da Saude

Padrdes moleculares associados a patégenos
Percentual do Numero de Entradas nos Bracos Abertos
Prostaglandina E2

Receptor de Reconhecimento de Padroes

Percentual do Tempo de Permanéncia nos Bragos Abertos
Pentilenotetrazol

Salina

Superdxido Desmutase



SNC Sistema Nervoso Central
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1 INTRODUCAO

1.1 Depressao

A depressdo € um distirbio mental comum que geralmente caminha ao lado de
sintomas de ansiedade, atingindo em meédia, 1 em cada 20 pessoas no mundo (OPAS, 2018;
WHO, 2017). Entre os principais sintomas da depressdo estdo, além do humor deprimido,
prazer ou interesse diminuidos, perda de apetite e/ou peso, agitacdo ou retardo psicomotor,
distdrbios do sono, sentimento de culpa, fadiga e perda de energia, dificuldade de pensamento
e concentracdo, pensamentos recorrentes de morte e ideagéo suicida (PEREZ-CABALLERO et
al., 2019).

Cerca de 85% dos pacientes com depressdo tém ansiedade significativa e 90% dos
pacientes com transtorno de ansiedade tém depressdo. A sintomatologia pode inicialmente
parecer vaga e inespecifica, porém, uma histdria cuidadosa e um exame com investigacoes
relevantes devem ser usados para fazer o diagnostico. Tanto o transtorno de depressdo quanto
o transtorno de ansiedade especifico requerem tratamento adequado (TILLER, 2013).

A fisiopatologia da depressao pode ser estudada de acordo com hipdteses levantadas. A
teoria das monoaminas foi aceita como a teoria mais comum do transtorno depressivo maior
(TDM) por um longo periodo devido a sua simplicidade e compreenséo: as concentracdes de
monoaminas, como serotonina, noradrenalina e dopamina, nas fendas sinapticas diminuem no
estado depressivo (BOKU et al., 2017). Dessa forma, a maioria dos antidepressivos foram
desenvolvidos de acordo com a hipbtese das monoaminas. Por outro lado, a hip6tese ndo esta
isenta de problemas. Em particular, o problema mais relevante € a ndo explicacdo do porqué os
antidepressivos tém laténcia da resposta com duragdo de semanas e porqué tantos pacientes
ainda sdo refratarios a esses medicamentos (RACAGNI; POPOLLI, 2018).

Os fatos mencionados sugerem que a hipotese das monoaminas é inadequada como
unica teoria fisiopatoldgica do TDM. Nesse contexto, surge o estresse como um dos principais
agentes causais da depressdo, porque ativa o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA), que
desempenha um papel central nas respostas ao estresse em mamiferos (BOKU et al., 2017).

Os detalhes do eixo HPA séo os seguintes: O estresse promove a secre¢ao do hormonio
liberador de corticotrofina (CRH) do hipotalamo. O CRH promove a secre¢do do hormonio
adrenocorticotropico da hipdfise anterior. O horménio adrenocorticotropico (ACTH) promove
a secrecdo de glicocorticoides (GC) da glandula adrenal, o que leva a elevagdo do GC no sangue

e no liquido cefalorraquidiano. O GC elevado suprime a secrecdo de CRH por meio de
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receptores de GC no hipocampo e é revertido para o nivel normal, conhecido como feedback
negativo do eixo HPA (KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005).

Uma das regifes mais susceptiveis aos efeitos danosos do estresse prolongado é o
hipocampo, visto que possui grande densidade de receptores glicocorticoides. Esses efeitos
danosos séo evidenciados pela diminuicdo da ramificacdo dendritica e diminuicdo da
neurogénese, com possivel reducdo do tamanho hipocampal, prejudicando a plasticidade
sinaptica e causando déficits cognitivos (KIM; PELLMAN; KIM, 2015; VAN BODEGOM,;
HOMBERG; HENCKENS, 2017). Também ha relatos na literatura que o estresse crénico é
acompanhado por resisténcia aos GC e ativacdo de mecanismos pré-inflamatérios. A
hiperatividade do eixo ocorre também porque citocinas pré-inflamatérias aumentam a secrecéo
de ACTH por acdo direta ou mediante aumento do efeito do CRH (I0B; KIRSCHBAUM;
STEPTOE, 2019).

Ao entender o papel do estresse no eixo e na depresséo, onde o estresse cronico
ativa o eixo HPA e aumenta os glicocorticoides, surge também a hipotese da neuroplasticidade
e neurogénese, que postulam que os glicocorticoides elevados diminuem o volume do
hipocampo atraves dos efeitos negativos da morfologia neural nos neurdnios do hipocampo e /
ou neurogénese no giro dentado e tais efeitos negativos dos glicocorticoides no hipocampo
causam a falha do feedback negativo do eixo HPA, o que leva a uma elevacgéo adicional dos
glicocorticoides (BOKU et al., 2017). A Figura 1 traz a representacdo esquematica da hipotese.

Figura 1 - Representacdo esquematica das hipoteses da neuroplasticidade e neurogénese
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Hipotese da Neuroplasticidade: Diminuicio da morfologia neural

Hipotese da Neurogénese: Diminuicio da neurogénese

Fonte: Adaptado de Boku, 2017.
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Por sua vez, o transtorno de ansiedade generalizada (TAG) que na maioria das vezes
vem acompanhado pela depressdo também é uma condicdo de saide mental predominante e
altamente incapacitante (GALLAGHER et al. 2019). Na combinacdo das duas doencas, 0s
sintomas sdo mais sérios, pois ha uma maior ocorréncia de suicidio, torna-se maior a
incapacidade nos pacientes, os aspectos de carater psicolégico, fisicos e sociais tornam-se mais
agravados, além de serem mais resistentes ao tratamento (TILLER, 2012).

O prejuizo a memoaria também possui grande relacdo ao estado depressivo. Alguns
estudos mostraram a existéncia de anormalidades estruturais e funcionais em regides cerebrais,
como o hipocampo, amigdala e o cortex pré-frontal, relacionadas com a meméria emocional
foi demonstrada em pacientes com depressdo (XU et al., 2017).

O Tratamento para a depressdo atualmente utilizado é por meio do uso dos
antidepressivos. Estes sdo divididos em varias classes, como: Antidepressivos Triciclicos
(ATC), Inibidores de monoaminoxidase (IMAO), Inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (ISRS) e Inibidores da recaptacdo de serotonina e noradrenalina (IRSN), e os
antidepressivos atipicos (KATZUNG, 2017).

1.2 O estresse oxidativo

O processo de oxidacgdo é considerado fundamental para 0 metabolismo celular. Durante
esse processo, as células produzem constantemente espécies reativas de oxigénio (EROs) e de
nitrogénio (ERNSs). Para a manutencao da homeostase, a producdo excessiva de radicais livres
é controlada pelas defesas antioxidantes que podem ser de natureza enzimética ou nao
enzimética (SIES, 2015). Em condigOes fisiologicas os sistemas de defesa antioxidante
compensam a producéo de EROs e ERNS, entretanto, em condig¢des de producéo excessiva ou
em que defesas do organismo estdo comprometidas, as EROs e ERNs poderdo reagir com varias
moléculas, como &cidos graxos, proteinas e DNA, causando danos a esses substratos (MAES
etal., 2011).

O estresse oxidativo (EO) é considerado um desequilibrio entre a producéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNS) e as defesas antioxidantes no
organismo, onde, normalmente, a producdo de EROs e de ERNs superam as defesas
antioxidantes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A fisiopatologia de uma série de
doencas, incluindo transtornos neuropsiquiatricos tém sido relacionados a esse desequilibrio
(JUNG et al., 2007; MAGALHAES et al., 2011; LIU et al., 2012).
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As EROs sdo formadas pela associacdo de moléculas de oxigénio com elétrons que
escapam da cadeia transportadora. Essas espécies reativas de oxigénio atacam a mitocondria
levando a danos irreparaveis no sistema nervoso. Dessa forma, muitas doencgas do sistema
nervoso central (SNC) estdo associadas ao dano causado pelo estresse oxidativo e apresentam
esse componente como um importante fator etiolégico (PATEL, 2016). Dentre as doengas
neuropsiquidtricas, a depressdo vem sendo amplamente associada a producdo excessiva de
radicais livres por diferentes vias bioquimicas e metabdlicas. (DIAS; JUNN; MOURADIAN,
2013; KIM et al., 2015; WU; XU; SONG, 2014).

Alguns estudos clinicos corroboram com a hipotese que a depressdo esta associada
ao extresse oxidativo, uma vez que demostraram niveis elevados de perdxido no plasma de
pessoas na fase aguda da depressdo. (LINDQVIST et al., 2017; LIU et al., 2015; MAES et al.,
2009). O cérebro é um 6rgao muito vulneravel ao desequilibrio que leva a ocorréncia de estresse
oxidativo, pois apresenta um elevado metabolismo, com alto consumo de oxigénio e adenosina
trifosfato (ATP), além de conter muitos aminoacidos excitatorios e outros neurotransmissores
cujo metabolismo produz EROs e outros agentes oxidantes (SALIM, 2016).

Os agentes antioxidantes sdo considerados substancias com capacidade de
regenerar o substrato oxidavel ou de evitar a oxidacdo deste substrato. O sistema de defesa
enzimatico inclui a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase
(GPH-Px), glutationa redutase (GPH-R). J& o sistema de defesa ndo enzimatico é representado
pela glutationa reduzida (GSH), a-tocoferol (vitamina E), acido ascorbico (vitamina C),
carotendides, flavondides e o dacido lipdico (MIRONCZUK-CHODAKOWSKA;
WITKOWSKA; ZUJKO, 2018; PISOSCHI; POP, 2015).

A glutationa reduzida (GSH) é considerada a principal defesa antioxidante das céelulas.
Essa substancia esta intimamente relacionada com o equilibrio do sistema redox celular,
portanto a manutencdo dos seus niveis é fundamental para o bom funcionamento da célula e
principalmente para combater a producdo excessiva de radicais livres que sdo 0s principais
causadores do desequilibrio oxidativo que leva a morte celular. (KULAK et al.,2013).

O malondialdeido (MDA), por sua vez, é produto da peroxidacao lipidica e também
indica a danos a membrana celular, predizendo a eficacia do sistema de defesa antioxidante e
atuando como um biomarcador de danos oxidativo causados por EROs. Altos niveis de MDA
foram encontrados em alguns estudos com pacientes depressivos (BEHR; MOREIRA; FREY,
2012; TALAROWSKA et al., 2012; TEYSSIER et al., 2011).

O oxido nitrico (NO) é uma molécula importante que desempenha funcéo na regulacéo

de muitos processos comportamentais, emocionais e cognitivos. Além disso, ele também é um
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radical livre e, em niveis excessivos, contribui para o estresse oxidativo causado pela
neuroinflamagdo (GALECKI et al., 2011). As espécies reativas de nitrogénio sdo toxicas e
podem causar danos as células. Existem trés isoformas responsavel pela sintese do NO, sendo
a sintase induzida do oxido nitrico (iINOS) uma delas. A expressdo dessa enzima pode ser
induzida por citocinas pro-inflamatorias, estresse cronico, e fatores intrinsecamente
relacionados ao transtorno depressivo maior. Além disso, a iINOS foi relatada como um dos
principais contribuintes para as condic¢@es inflamatorias e neurodegenerativas (FRODL et al.,
2002; GALECKI et al., 2010)

O estresse emocional, que estd intrinsecamente relacionado & depresséo, induz uma
resposta inflamatdria juntamente com a sintese de citocinas pro-inflamatorias. Estas estimulam
a producdo de espécies de oxigénio e nitrogénio reativos, e isso ocasiona a peroxidacéo lipidica
e a redugio do sistema antioxidante (SIVONOVA et al., 2004).

1.3 Cicloxigenase-2 e seus inibidores

As ciclooxigenases (COX) sdo enzimas que catalisam a primeira etapa limitante na
formacao de prostandides como prostaglandina e eicosandides de tromboxano a partir do &cido
araquidoénico liberado pela fosfolipase A2 (SMITH; DEWITT; GARAVITO, 2000). Existem
duas formas de ciclooxigenases, a ciclooxigenase 1 (COX-1), que € expressada
constitutivamente, e a ciclooxigenase 2 (COX-2), que é o produto de um gene precoce imediato
capaz de ser supra-regulado por diversos estimulos (ALEXANIAN; SOROKIN, 2017). A cox-
2 induzivel presente no cérebro pode participar do processo neuroinflamatério relacionado a
neurodegeneracao progressiva em ratos (SIL; GHOSH, 2016).

Estudos sugerem que a inibigéo da ciclooxigenase-2 (COX-2) poderia representar uma
nova abordagem de tratamento ou estratégia de aumento para distlrbios afetivos, incluindo
distdrbios de ansiedade e depressdao maior (GAMBLE-GEORGE et al., 2016). A evidéncia
acumulada apoia uma associacao entre depresséo e processos inflamatorios, uma conexao que
parece ser bidirecional. Os ensaios clinicos indicaram efeitos do tratamento antidepressivo para
agentes anti-inflamatorios, tanto como tratamento complementar quanto como monoterapia
(KOHLER et al., 2016).

Ja foi demonstrado, ainda, que a expressao génica para COX-2 e para receptores PGE2
foram regulados positivamente apds inoculagdo de LPS em roedores (RIBEIRO-SANTOS et
al., 2019). O organismo esta preparado para detectar pequenas quantidades de LPS circulante

para combater o foco infeccioso. Essa funcéo é principalmente orquestrada por mondcitos, que
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através de uma resposta imunoldgica inata passam a expressar diferentes moléculas. A
participacdo do NFkB nessa cinética pode ser evidenciado, por exemplo, por mediar a
transcricao de moléculas de adeséo celular, como ICAM e PECAM, citocinas pro-inflamatdrias
como TNF, Interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 (IL-1), enzimas como iNOS e a prépria COX-
2 (GUHA; MACKMAN, 2001).

O Celecoxibe (CLX), cuja estrutura estd representada na Figura 3, € 0 nome
internacional do 4- [5- (4-metilfenil) -3-  (trifluorometil)  -1H-pirazol-1-il]
benzenossulfonamida, um anti-inflamatdrio seletivo para COX-2. Sua forma de capsula oral foi
inicialmente aprovada pela US Food and Drug Administration (FDA) e comercializada pela
Pfizer, Inc. (Nova York, NY, EUA) em 1999. Como inibidor seletivo da COX-2, o celecoxibe
¢ usado como analgésico, anti-inflamatdrio. antiinflamatério e antipirético (L1 et al., 2018). O
Etoricoxibe (ETR), representado estruturalmente na Figura 4, por sua vez, € um
antiinflamatdrio que apresenta atividade antiinflamatoria, analgésica e antipirética em modelos
animais, sendo um potente inibidor da COX-2, ativo por via oral, altamente seletivo, dentro e

acima da faixa posoldgica clinica (ZHANG et al., 2015).

Figura 2 — Estrutura do Celecoxibe Figura 3 — Estrutura do Etoricoxibe
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Figuras 2 e 3 — Representagdo estrutural quimica do Celecoxibe e Etoricoxibe, respectivamente.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Estima-se que mais de 300 milhdes de pessoas no mundo convivem com a depressao, e
o disturbio é classificado pela Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) como o maior
contribuinte de incapacidade individual. Ha também evidéncias de que a doenga aumentou na
ultima década. A demanda para conter a depressdo e outras condi¢fes de salude mental esta
aumentando globalmente (WHO, 2017).

Entender melhor a fisiopatologia das doencas mentais é essencial para buscar novas
opcOes terapéuticas. Fatores genéticos, ambientais, e hipoOteses neuroenddcrinas buscam
justificar a causa para a depressdo. Por outro lado, ha grandes evidéncias de que a inflamacao
tem forte relacdo com a depressao, a ansiedade e outras doencas psiquiatricas e que muitas
moléculas pré-inflamatorias e citocinas podem participar desses mecanismos (KOHLER et al.,
2016; KIECOLT-GLASER; DERRY; FAGUNDES, 2015)

Nesse contexto, a enzima ciclooxigenase Il (COX-2) parece desempenhar um papel
crucial. Em particular, o0 aumento da expressdo de COX-2 tem sido associado a alteracdo na
resposta ao estresse em modelos animais de depressdo (GUO et al., 2009). No entanto, apesar
da evidente relagdo entre inflamagdo e prostaglandinas e, por outro lado, inflamacéo e
depressao, o papel da COX-2 e das prostaglandinas ndo foi claramente descrito na clinica, nem
em modelos animais de depressdo (SETHI et al., 2019). Por esse motivo, é relevante pesquisar
a utilizacdo de farmacos que inibem a COX-2 como possiveis opc¢des terapéuticas no tratamento
de doencas psiquiatricas cuja fisiopatologia mantém relacdo com a inflamacdo, como por
exemplo, a depressdo e ansiedade.

Além disso, sabe-se que 0 processo de pesquisa e desenvolvimento de farmacos é
complexo, longo e de alto custo. Nesse contexto, os inibidores da COX Il (entre eles o
Celecoxibe e o Etoricoxibe) ja estdo no mercado farmacéutico sendo prescritos por suas
propriedades anti-inflamatérias, o que significa afirmar que todos os processos de
desenvolvimento, ensaios clinicos, testes de seguranca e eficicia estdo bem avancados ou
concluidos. Através do redirecionamento de farmacos, da-se um novo olhar farmacodinamico
a farmacos de outras indicacOes terapéuticas que possam ter aplicacdo, por exemplo, em
transtornos mentais. Diminui-se, assim, os custos e tempo de producdo e desenvolvimento.

Por tudo que foi exposto, € muito relevante e justificavel pesquisar os efeitos dos
inibidores da COX Il em modelos animais de transtornos psiquiatricos que utilizam como foco

a via inflamatoria analisando seu rico potencial farmacologico. Leva-se também em
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consideracdo a forte relacdo de COX Il e distlrbios do Sistema Nervoso Central, a prevaléncia
e consequéncias da depressdo no cendrio global, a importancia do redirecionamento de
farmacos na economia de tempo e custo produtivo e, por fim, a auséncia de um grande namero
de trabalhos na literatura que esclarecam o papel e mecanismo do uso de inibidores da COX Il

na depresséo e ansiedade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar em camundongos machos adultos os efeitos dos inibidores da cicloxigenase-2
Celecoxibe (CLX) e Etoricoxibe (ETR) nas alteracbes neurocomportamentais, oxidativas e

inflamatdrias induzidas pela exposicéo sistémica a lipopolissacarideo (LPS).

3.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar os efeitos de CLX e ETR na atividade exploratoria e locomotora de
camundongos expostos a LPS por meio do teste do campo aberto;

e Mensurar os efeitos de CLX e ETR no comportamento preditivo de depresséo em
camundongos expostos a LPS por meio dos testes do nado forcado e suspensdo de
cauda;

e Analisar os efeitos de CLX e ETR no comportamento preditivo de ansiedade em
camundongos expostos a LPS por meio dos testes do labirinto em cruz elevada e placa
perfurada;

e Verificar os efeitos de CLX e ETR no grau de peroxidacdo lipidica no hipocampo,
cortex pre-frontal e corpo estriado de camundongos expostos a LPS por meio da
dosagem de malondialdeido (MDA);

e Observar os efeitos de CLX e ETR no estresse nitrosativo no hipocampo, cortex pré-
frontal e corpo estriado de camundongos expostos a LPS por meio da dosagem de
nitrito/nitrato;

e Determinar os efeitos de CLX e ETR no sistema de defesa endogena contra o estresse
oxidativo e nitrosativo no hipocampo, coértex pré-frontal e corpo estriado de
camundongos expostos a LPS por meio da dosagem da glutationa reduzida (GSH);

e Definir os efeitos de CLX e ETR na resposta inflamatéria no hipocampo de
camundongos expostos a LPS através da dosagem da concentracdo de IL-1p, IL-6 e
TNF;

e Auvaliar através de cultura secundaria de microglia os efeitos de CLX e ETR na
neuroprotecao através da dosagem de déxido nitrico.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 22 e 26 g, provenientes do
Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia (DFF) da Universidade Federal
do Cearad (UFC). Os animais foram mantidos em condic¢des padrdo de acondicionamento, ou
seja, 23-25 °C com ciclo claro/escuro de 12 h e alimentados com racao e agua ad libitum. Cada

grupo permaneceu em caixas de propileno, contendo de 6 a 9 animais por caixa.

4.2 Drogas

Os camundongos receberam inje¢des intraperitoneais (i.p.) de Lipopolissacarideo (LPS)
de Escherichia coli, sorotipo 055:B5 (Sigma-Aldrich Corporation, St Louis, EUA) na
concentracdo 0,5 mg/kg dissolvido em solucdo salina estéril.

O Celecoxibe (CLX), Etoricoxibe (ETR) e a Fluoxetina (FLU) (Sigma-Aldrich
Corporation, St Louis, EUA) foram administrados através de gavagem por via oral (v.0.) nas
doses de 15mg/kg, 10 mg/kg e 20 mg/kg, respectivamente. As doses foram definidas de acordo
com trabalhos anteriores que mostraram que as mesmas possuem efeitos benéficos frente a
inflamacdo e estresse oxidativo em modelo animal (ELNAHAS et al., 2016; KURHE;
MAHESH; GUPTA, 2014; JAYARAMAN et al., 2010).

Nos grupos que ndo receberam CLX, ETR ou FLU (v.0.) foi administrado solugéo
fisiologica 0,9% por (v.0.) Nos grupos que ndo receberam LPS (i.p.) foi administrado solugédo
fisiologica estéril 0,9% (i.p.) Todas as solugbes orais foram administradas em um volume de

0,1 ml a cada 10 g de peso corporal.

4.3 Principios Eticos

Os experimentos foram realizados somente apds aprovacao do projeto no Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara (UFC) protocolada sob o
CEUA n° 5089270819 (Anexo A). A manipulagédo dos animais foi realizada de acordo com as
diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e seguiram 0s principios

éticos aceitos pelo National Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory
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Animals (NIH et al., 2011). Todos os esfor¢os foram feitos para minimizar o sofrimento e

reduzir o nimero de animais usados nos experimentos.

4.4. Desenho experimental

O protocolo consistiuna administracdo pela via intraperitoneal de LPS durante dez dias
consecutivos e a partir do quinto dia até o décimo dia foi acrescida a administracao oral por
gavagem das drogas testes, uma hora apds a administracdo do LPS. Vinte e quatro horas apds
a Ultima administracdo oral foram realizados os testes experimentais (comportamentais e
dissecacgdo das &reas cerebrais) (MELLO, 2017; MELLO et al., 2013). Em cada etapa (linha
do tempo) foram executados até trés testes comportamentais e posteriormente dissecadas as
areas cerebrais: hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado para analises. A Figura 5 mostra

a linha do tempo do protocolo experimental.

Figura 4 - Linha do tempo do protocolo experimental

Dias 0 1 5 10 11
\ R
Y |
Periodo de realizacdo da administracio Testes comportamentais,

eutanasia e dissecacao
Legenda

M Administracdo i.p. de LPS ou SAL

s Administracdo v.o. de CLX, ETR, FLU ou SAL

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2019). Abreviagdes: LPS - Lipopolissacarideo; SAL- Salina; CLX- Celecoxibe;
ETR- Etoricoxibe; FLU- Fluoxetina.

O estudo foi conduzido com 8 grupos composto de 6 a 9 animais, denominados:

(1) LPS + CLX: Grupo tratado com LPS (0,5 mg/kg) i.p. durante dez dias + Celecoxibe
(15 mg/kg) v.o. do quinto ao décimo dia;

(2) LPS + ETR: Grupo tratado com LPS (0,5 mg/kg) i.p. durante dez dias + Etoricoxibe

(10 mg/kg) v.o. do quinto ao décimo dia;
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(3) LPS + FLU: Grupo tratado com LPS (0,5 mg/kg) i.p. durante dez dias + Fluoxetina (20
mg/kg) v.o. do quinto ao décimo dia;

(4) LPS + SAL: Grupo tratado com LPS (0,5 mg/kg) i.p. durante dez dias + solucao
salina (0,9%) v.o. do quinto ao décimo dia;

(5) SAL + SAL: Grupo tratado com solugéo salina (0,9%) i.p. durante dez dias + solugéo
salina (0,9%) v.o. do quinto ao décimo dia;

(6) CLX: Grupo tratado apenas com Celecoxibe (15 mg/kg) v.o. durante cinco dias;

(7) ETR: Grupo tratado apenas com Etoricoxibe (10 mg/kg) v.o. durante cinco dias;

(8) FLU: Grupo tratado apenas com Fluoxetina (20 mg/kg) v.o. durante cinco dias.

4.5 Avaliacdo Comportamental

4.5.1 Teste do Campo Aberto

Este teste foi utilizado para avaliar a influéncia das drogas sobre a atividade
locomotora espontanea (ALE) e exploratdria do animal. Para isto, foi utilizado um aparato em
acrilico (paredes transparentes e fundo preto, dimensGes 30x30x15 cm), dividido em 9
quadrantes (Figura 6). O animal é colocado no centro do aparato e, durante seis minutos, sdo
observados os seguintes parametros: nimero de cruzamento entre 0s quadrantes (crossings),
namero de vezes que ele fica de pé sobre as patas traseiras (rearings) e nimero de movimento
de auto limpeza (groomings). A Figura 7 representa 0s movimentos mencionados. O aparato

foi higienizado com alcool 10% apds avaliacdo de cada animal (ARCHER, 1973).

Figura 5 - Representacdo do Teste do Campo Aberto.

O animal permanece 6 minutos no aparato sendo
observado os movimentos de crossing, grooming e
rearing.

Fonte: Elaborado pelo prdprio autor (2019).
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Figura 6 - Representacdo dos movimentos de grooming e rearing em roedores

Fases do movimento do grooming em roedores

Movimento rearing em roedores

Fonte: Adaptado de Smolinsky et al. (2009) e Schweizer et al. (2016).

4.5.2 Teste no Nado Forgado

O teste do Nado Forcado foi realizado de acordo com o modelo de Porsolt et al.
(1977) com adaptacBes. Os animais foram colocados no cilindro com &gua, e a duracdo total da
imobilidade e climbing (em segundos) foi registrada durante cinco minutos por um observador
cego ao tratamento dado a cada animal. O camundongo foi considerado imdével quando
permaneceu flutuando passivamente, podendo fazer até leves movimentos para manter a cabeca
fora da agua e o tempo de climbing foi considerado quando o animal tentava subir ou escalar o

cilindro. A Figura 8 representa esquematicamente o teste.

Figura 7 - Representacdo do Teste do Nado Forgado
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O animal permanece 5 minutos no aparato sendo
cronometrado o tempo de imobilidade e elimbing.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2019).
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4.5.3 Teste da Suspenséo de Cauda

Os animais foram suspensos, um por vez, a cerca de um centimetro (1 cm) da ponta da
cauda, presos por uma fita adesiva hipoalergénica, numa plataforma cerca de 60 cm acima da
bancada, durante seis minutos (STERU et al. 1985). Neste experimento, o parametro observado
foi o tempo de imobilidade, em segundos. A Figura 9 representa o principio do teste.

Figura 8 - Representacdo do Teste da Suspensédo de Cauda

N

O animal permanece 6 minutos suspenso pela ponta
da cauda. O parametro avaliado € o tempo de
imobilidade.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2019).

4.5.4 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (Plus Maze)

O labirinto em cruz elevado foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos do “padrao
exploratorio” sobre o comportamento de risco e ansiedade dos animais (PELLOW et al., 1985).
O labirinto em cruz elevado consiste em um aparato elevado a 45 cm acima da sua base
composta por dois bragos abertos (30 x 5 cm) e dois bragos fechados (30 x 5 x 15 cm) com uma
plataforma central comum (5 x 5 cm). O teste foi feito sob luz vermelha fraca e cada animal foi
colocado no centro do labirinto com a cabeca voltada para um dos bragos fechados no inicio do
experimento. O tempo de permanéncia do animal em cada brago e 0 nUmero de entradas nos
bracos abertos e fechados foram registrados durante 5 minutos. A Figura 10 representa o
referido teste.



Figura 9 - Representacdo do Teste do Labirinto em Cruz Elevado
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de entradas nos bracos abertos e fechados sio
registrados.

O animal permanece 5 minutos no aparato. O tempo
de permanéncia do animal em cada braco e o nimero

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

Dessa forma, as medidas comportamentais registradas foram: nimero de entradas nos

bragos abertos (NEBA), tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA), nimero de entradas

nos bracos fechados (NEBF) e tempo de permanéncia nos bracos fechados (TPBF), e a partir

dessas informac6es, sdo medidos os percentuais do tempo de permanéncia nos bracos abertos
(PTBA) e do numero de entradas nos bracos abertos (PEBA), Os parametros de PTBA e PEBA

foram analisados em teste estatistico a partir da formula representada no Quadro 1. O teste parte

do pressuposto que 0s animais que possuem comportamento do tipo ansioso irdo passar menor

tempo nos bracos abertos, assim como haverd menos numeros de entrada nos mesmos bracos

abertos, fazendo com que os animais permanecam e entrem mais no ambiente fechado do

aparato (PELLOW et al., 1985).

Quadro 1 - Férmulas usadas para calcular o PTBA e PEBA

CALCULO DE PTBA E PEBA

(PEBA)

% numero de entradas nos bragos abertos % tempo de permanéncia nos bragos abertos

(PTBA)

PEBA = NEBA x 100/ (NEBA + NEBF) PTBA =TPBA x 100/ (TPBA + TPBF)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor segundo Pellow et al., 1985.
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4.5.5 Teste da Placa Perfurada

O teste da placa perfurada é utilizado para avaliar o comportamento exploratério em
camundongos (FILE; WARDILL, 1975). O aparato utilizado foi um Ugo Basile® de 20 x 20
cm com 16 orificios espacados uniformemente, representado pela Figura 11. Os animais sdo
colocados na plataforma e o pard@metro analisado foi a contagem do nimero de head dips, que
€ 0 numero de vezes que o animal coloca a cabeca nos orificios durante o periodo de 5 minutos.

A contagem do numero de head dips foi realizada por observacdo comportamental.

Figura 10 - Representacdo do Teste da Placa Perfurada.

N

O animal permanece 5 minutos na plataforma. O parametro
analisado foi o numero de head dips, que € o numero de
vezes que o animal colocou a cabeca nos orificios.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

4.6 Avaliagédo Neuroquimica

4.6.1 Dissecacdo das areas cerebrais

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo em guilhotina e os cérebros foram
retirados e rapidamente colocados sobre papel aluminio em uma placa de Petri com gelo. O
cortex pre-frontal, corpo estriado e hipocampo foram retirados para o preparo dos homogenatos
utilizados em testes posteriores. Ao final da dissecacdo, as areas foram armazenadas em
microtubos de centrifugacdo de plastico devidamente identificados, pesados e conservados a -

70°C para uso posterior.
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4.6.2 Determinagéo de parametros de estresse oxidativo

4.6.2.1 Determinagéo dos niveis de nitrato/nitrito

Objetivando avaliar os efeitos do tratamento com as respectivas drogas na producao
de 6xido nitrico (NO), foram determinados os niveis de nitrito/nitrato nos homogenatos, pelo
método de Green et al. (1982). Para esse experimento 100 puL do Reagente de Griess (&cido
fosforico 5%, sulfonilamida 1% em &cido fosforico 5%, NEED 0,1% e agua destilada) foram
adicionados a 100 pL do sobrenadante do homogenato e incubados a temperatura ambiente por
10 min.

A curva padréo foi elaborada com concentragbes de NaNO> (variando de 0,75 a 100
mM) sob as mesmas condigdes. Os brancos foram preparados pela adicdo de 100 uL do
Reagente de Griess a 100 pL do tampédo usado para o homogenato (fosfato de potassio
monobasico 50 mM, pH 7,4). A absorbancia foi medida em leitor de microplacas em 540 nm,

e o resultado expresso em pumol de nitrito/g de tecido.

4.6.2.2 Avaliacdo da peroxidacgao lipidica

O grau de lipoperoxidacdo lipidica nas areas cerebrais foi medido através da
quantificacdo dos niveis de malonildialdeido (MDA), conforme o método publicado por Draper
et al. (1990).

Foram preparados 0os homogenatos das areas cerebrais a 10% em tampao fosfato
de potassio monobasico 50 mM, pH 7,4 e 63uL destes foram adicionados a 100 pL de acido
perclorico 35% em microtubos de centrifugacdo de plastico que foram centrifugados a 10.000
rpm por 10 minutos a 4°C.

Em seguida 150 pL do sobrenadante foram adicionados a 50 pL de acido
tiobarbitdrico 1,2%, que ficaram em banho-maria a 95°C por 30 minutos. Por fim, 150 uL da
mistura foram adicionados aos pocos da placa de ELISA e, posteriormente, foi feita a leitura a

535nm. Os resultados foram expressos em pg de MDA/g de tecido.

4.6.2.3 Determinagéo da concentracao de glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de glutationa reduzida (GSH) foram avaliados para aferir as defesas
enddgenas contra o estresse oxidativo. O método é baseado na reacéo de reagente de Ellman

(DTNB), com grupos tiol livres. Foram retirados 400uL. do homogenato e adicionados a 320uL.
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de 4dgua destilada e mais 80uL de 4cido tricloroacético a 50%.

O material foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, foram
recolhidos 400uL do sobrenadante e acrescidos 800uL de tampéo Tris-HCI 0,4M, pH 8,9 e mais
20ul de DTNB 0,01M aos pocos da placa de ELISA e apds 1 minuto da reacdo foi feita a leitura
da coloragdo a 412nm (SEDLAK; LINDSAY, 1968). A concentragédo de glutationa reduzida
foi expressa em pg de GSH/g de tecido, tendo por base uma curva padréo.

4.6.2.4 Determinacdo da concentracéo de IL-/p, IL-6 e TNF

As areas cerebrais dissecadas foram homogeneizadas em 8 volumes de tampdo PBS
com protease (EMD Biosciences®), fosfatase (Sigma®-Aldrich), para posteriormente serem
centrifugadas (10000 rpm, 5 min) e utilizando sobrenadante da dilui¢do. A concentracdo das
citocinas, em 50 pL de amostras, foi determinada por ELISA (R&D® Systems, Minneapolis,
MN, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante e expressa em pg/g de tecido.

4.7. Testes in vitro

4.7.1 Cultivo das células microgliais

A linhagem de células BV2 foram obtidas do BCRJ (Banco de células do Rio de
Janeiro). As células foram cultivadas a uma densidade de 1 x 10° células em meio RPMI-1640
(Dubelcco) suplementado com 10% de FBS, mantidas a 37°C e sob atmosfera de CO2a 5%.

4.7.2 Avaliagéo da citotoxicidade: teste MTT

A analise foi realizada através do teste do MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2,5-difenil-2H-tetrazo6lio) segundo metodologia descrita por Mosmann (1983). Para tanto, as
células foram expostas as concentragdes crescentes de Etoricoxibe (0,75; 1,5; 3; 6; 12 e 24 uM),
Celecoxibe (0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 uM) ou veiculo (DMSO 0,1%, grupo controle), e apds
24 horas foi adicionado MTT na concentrac¢ao de 0,5 mg/mL/ po¢o. Decorridos 90 minutos o
sistema foi centrifugado (800 g), o sobrenadante foi descartado, e adicionado ao meio DMSO
para lise das células. Apds agitacdo durante 15 minutos foi mensurada a absorvancia em leitor
de microplaca (540 nm). Os resultados estdo expressos como percentual de células viaveis,

considerando o grupo controle — 100 % viavel.



37

4.7.3 Modelo de neuroinflamacéo induzida por Lipolissacarideo (LPS) bacteriano:
determinacao da producdo de éxido nitrico (NO)

A determinacdo do Oxido nitrico deu-se de forma indireta, através da mensuragéo do
nitrito/nitrato com auxilio do reagente de Griess (Green, 1981). Os farmacos teste foram
adcionados a cultura de células microgliais em concentracGes crescentes e apds uma hora foi
adicionado ao meio LPS (0,5 pg/mL). Ap6s 24 horas da adicdo do LPS, foram coletados 100
ML de cada amostra e transferidos para uma placa de 96 pocos e em seguida foi adicionado 100
uL do reagente de Griess (sulfanilamida 1% diluida em H3PO4 5% e, NEED 0,1% diluido em
agua destilada). Para o branco, foi adicionado 100 uL do reagente de Griess e 100 uL de meio
de cultura celular. A absorvancia foi mensurada utilizando um leitor de placa a 560 nm. A
curva de calibragdo foi construida empregando cinco concentra¢des de nitrato de sédio dentro
do intervalo de 5 uM - 100 pM

4.8 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism
versdo 6.0 para Windows (GraphPad Software®, San Diego Califérnia EUA). Inicialmente, 0s
resultados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, para verificar a normalidade da amostra.
Para os testes com mais de trés grupos, foi utilizado o teste de analise de variancia (ANOVA)
seguido do teste de Tukey (post hoc) para resultados paramétricos ou Kruskall-Walis seguido
do teste de Dunn (post hoc) para os ndo paramétricos. Em todas as analises estatisticas, 0s
valores foram representados pela Média + Erro Padrdo da Média (EPM) com valores

significativos quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo Comportamental

5.1.1 Efeito da administracédo de celecoxibe (CLX) e etoricoxibe (ETR) sobre a atividade
locomotora e exploratoria o Teste do Campo Aberto em camundongos expostos de forma

sistémica a lipopolissacarideo (LPS)

Os resultados obtidos no teste do campo aberto ndo revelaram diferengas significativas
na locomogdo e exploracdo dos animais ao analisar os parametros (crossing, rearing e
grooming). Em relacédo ao crossing os grupos LPS + SAL e SAL + SAL (LPS + SAL: 60,38 +
6,57; SAL + SAL: 65,43 + 5,68, P > 0,05) ndo obtiveram diferencas significativas. O mesmo
foi observado nos grupos que foram tratados com CLX, ETR e FLU (LPS + CLX: 54,50 +
4,75; LPS + ETR: 59,88 £ 4,75; LPS + FLU: 55,38 + 7,64; LPS + SAL: 65,43 £ 5,68, P >
0,05). Os resultados estdo representados na Gréafico 1 (A),

No namero de rearing, os grupos LPS + SAL e SAL + SAL (LPS + SAL: 8,87 + 1,90;
SAL + SAL: 3,75 + 1,16, P > 0,05) ndo obtiveram diferencas significativas. A administracao
oral de CLX, ERT ou FLU ap6s a injecdo de LPS também ndo foi capaz de gerar mudangas
significativas no rearing (LPS + CLX: 10,75 + 2,20; LPS + ETR: 6,37 + 1,53; LPS + FLU:
9,62 + 2,53; LPS + SAL.: 8,87 £ 1,90, P > 0,05). Esses resultados sdo demonstrados no Grafico
1 (B).

N&o houve diferencas estatisticas significativas no nimero de grooming entre 0s grupos
LPS + SAL e SAL + SAL (LPS + SAL: 2,00 +0,21; SAL + SAL: 2,14 + 0,40, P > 0,05). Os
grupos que foram tratados com as drogas testes apdés o LPS também ndo apresentaram
diferencas significativas de grooming (LPS + CLX: 2,75 + 0,64; LPS + ETR: 3,37 £ 0,49;
LPS + FLU: 2,50 + 0,42; LPS + SAL: 2,00 £ 0,21, P > 0,05). Os resultados foram expressos
no Grafico 1 (C).
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Grafico 1 - Efeito da administracdo de Celecoxibe e Etoricoxibe no teste do Campo aberto.
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Os animais (n=6-9 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com Celecoxibe, Etoricoxibe ou Fluoxetina, No
11° dia do protocolo experimental foram submetidos ao teste do Campo aberto, sendo o nimero de cruzamentos
(A), rearings (B) e groomings (C) avaliados durante 5 minutos. Os valores estdo representados como média +
EPM. O teste utilizado foi o Kruskal-Wallis, seguido do teste post hoc de Dunn’s para comparagdes multiplas.
Abreviagdes: SAL: Salina, LPS: Lipopolissacarideo, CLX: Celecoxibe, ETR: Etoricoxibe, FLU: Fluoxetina.

5.1.2 Efeito da administracéo de celecoxibe (CLX) e etoricoxibe (ETR) no comportamento
predito de depresséo no Teste do Nado Forcado em camundongos expostos de forma

sistémica a lipopolissacarideo (LPS)

Um tempo de imobilidade significativamente maior foi observado no grupo LPS + SAL
guando comparado ao grupo SAL + SAL (LPS + SAL: 161,90 +19,11; SAL + SAL: 104,0 +
13,06, P < 0,05). O tratamento com CLX conseguiu diminuir significativamente o tempo de
imobilidade (LPS + CLX: 15,75 + 4,26; LPS + SAL: 161,90 + 19,1, P < 0,0001) da mesma
forma que se observa com o grupo que recebeu ETR (LPS + ETR: 29,50 + 1,72; LPS + SAL.:
161,90 + 19,1, P < 0,0001). Os animais que receberam FLU também obtiveram tempo de
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imobilidade significativamente menor (LPS + FLU: 54,00 + 14,36; LPS + SAL: 161,90 + 19,1,
P <0,0001). Os resultados estdo representados na Grafico 2 (A).

Em relacdo ao tempo de climbing representado na Grafico 2 (B), o grupo LPS + SAL
apresentou tempo de climbing significativamente menor quando comparado com o grupo SAL
+ SAL (LPS + SAL: 3,00 £ 0,92; SAL + SAL: 22,63 + 8,24, P <0,01). Os grupos que foram
tratados com CLX, ETR ou FLU ndo conseguiram aumentar significativamente o tempo de
climbing (LPS + CLX: 10,63 +1,65; LPS+ETR: 7,50+ 0,98; LPS + FLU: 3,62 +2,35; LPS
+ SAL: 3,00 0,92, P > 0,05).

Gréfico 2 - Efeito da administracdo de Celecoxibe e Etoricoxibe no teste do Nado Forc¢ado.
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Os animais (n=6-9 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com Celecoxibe, Etoricoxibe ou Fluoxetina. No
11° dia do protocolo experimental foram submetidos ao teste do Nado forcado para verificar o tempo de
imobilidade (s) durante 5 minutos (A) e o tempo de escalada, ou climbing (B). Os valores estdo representados
como média + EPM. #p<0,05 vs SAL + SAL; ™"p<0,0001 vs LPS + SAL. Teste ANOVA, seguido do Tukey como
post hoc. AbreviagBes: SAL: Salina, LPS: Lipopolissacarideo, CLX: Celecoxibe, ETR: Etoricoxibe, FLU:
Fluoxetina.
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5.1.3 Efeito da administracéo de celecoxibe (CLX) e etoricoxibe (ETR) no comportamento
predito de depressdo no Teste da Suspensdo de Cauda em camundongos expostos de forma

sistémica a lipopolissacarideo (LPS)

No teste da suspensdo de cauda, ao avaliar o tempo de imobilidade, observou-se que o
grupo que foi exposto ao LPS e tratado com SAL apresentou tempo de imobilidade
significativamente maior que o grupo que recebeu apenas SAL (LPS + SAL: 146,0 £ 15,94;
SAL +SAL: 91,75+ 14,48, P <0,05). O grupo desafiado pelo LPS e tratado com CLX diminuiu
significativamente o tempo de imobilidade quando comparado ao grupo que foi desafiado por
LPS e tratado com SAL (LPS + CLX: 71,38 = 7,81; LPS + SAL: 146,0 + 15,94, P < 0,001), 0
mesmo aconteceu com o grupo que foi exposto ao LPS e recebeu ETR (LPS + ETR: 78,0 +
7,81; LPS + SAL.: 146,0 £ 15,94, P < 0,01). J& o grupo desafiado pelo LPS e tratado com FLU
néo apresentou diferencgas significativas no tempo de imobilidade no teste (LPS + FLU: 101,5
+13,46; LPS + SAL: 146,0 £ 15,94, P > 0,05). Os resultados sdo expressos no Grafico 3.

Gréfico 3 - Efeito da administracdo de Celecoxibe ou Etoricoxibe no teste de Suspensdo da
cauda.
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Os animais (n=6-9 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com Celecoxibe, Etoricoxibe ou Fluoxetina. No
11° dia do protocolo experimental foram submetidos ao teste da Suspensdo da cauda para verificar o tempo de
imobilidade (s) durante 5 minutos Os valores estdo representados como média + EPM. #p<0,05 vs SAL + SAL;
*p<0,01; ""p<0,001 vs LPS + SAL. Teste ANOVA, seguido do Tukey como post hoc .Abreviagdes: SAL: Salina,
LPS: Lipopolissacarideo, CLX: Celecoxibe, ETR: Etoricoxibe, FLU: Fluoxetina.
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5.1.4 Efeito da administracdo de celecoxibe (CLX) e etoricoxibe (ETR) no comportamento
predito de ansiedade no Teste do Labirinto em Cruz Elevado (Plus Maze) em camundongos

expostos de forma sistémica a lipopolissacarideo (LPS)

Uma reducdo significativa no percentual do numero de entradas nos bragos abertos
(PEBA) (Gréfico 4 A) foi verificada, do grupo LPS+SAL quando comparado ao SAL + SAL
(LPS + SAL: 32,54 +5,17; SAL + SAL: 56,31 £ 0,88, P < 0,05). O tratamento com o0 CLX e
com ETR ndo obteve diferenca estatistica no parametro analisado (LPS + CLX: 36,61 * 3,39;
LPS + ETR: 27,19 £ 3,52; LPS + SAL: 32,54 + 5,17, P > 0,05), bem como o tratamento com
FLU (LPS + SAL: 32,54 £ 5,17; LPS + FLU: 39,14 + 3,80, P > 0,05).

Gréfico 4 - Efeito da administracdo de Celecoxibe ou Etoricoxibe sobre a percentagem do
numero de entradas nos Bracos Abertos (A), e a percentagem do Tempo de Permanéncia nos
Bracos Abertos (B), no teste do Labirinto de Cruz Elevada.
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Gréfico 4. Os animais (n=6-9 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com Celecoxibe, Etoricoxibe ou
Fluoxetina. No 11° dia do protocolo experimental foram submetidos ao teste Labirinto em cruz elevado,
verificando os pardmetros de Percentagem no nimero de Entradas nos Bragos abertos (A) e Percentagem no
Tempo de Permanéncia nos Bragos Abertos (B). Os valores estdo representados como média + EPM. #p<0,05;
####p<0,0001 vs SAL + SAL; "p<0,01 vs LPS + SAL. Teste ANOVA, seguido do Tukey como post hoc.
Abreviagoes: SAL: Salina, LPS: Lipopolissacarideo, CLX: Celecoxibe, ETR: Etoricoxibe, FLU: Fluoxetina.

Em relagdo ao percentual do tempo de permanéncia nos bracos abertos (PTBA) (Grafico
4 B), os animais submetidos ao LPS obtiveram reducdo significativa em relacdo ao grupo que
recebeu salina (LPS + SAL: 21,78 + 5,35; SAL+SAL.: 60,23 £ 1,70). O grupo que recebeu o
além de LPS i.p. 0 CLX v.0. apresentou aumento no parametro avaliado quando comparado ao
grupo LPS + SAL ( LPS + CLX: 50,86 +4,60; LPS + SAL: 21,78 £ 5,35, P < 0,01). Enquanto
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que o0s grupos tratados com ETR (LPS + ETR: 36,13 + 4,26; LPS + SAL: 21,78 £ 5,35, P >
0,05) e FLU (LPS + FLU: 33,99 + 5,26; LPS + SAL: 21,78 + 5,35, P > 0,05) ndo obtiveram
diferencas significativas.

5.1.5 Efeito da administracéo de celecoxibe (CLX) e etoricoxibe (ETR) no comportamento
predito de ansiedade no Teste da Placa Perfurada em camundongos expostos de forma
sistémica a lipopolissacarideo (LPS)

No teste da placa perfurada observou-se que o numero de vezes que o animal colocou a
cabeca dentro dos orificios (head dips) foi significativamente menor no grupo que recebeu LPS
i.p. e SAL v.0. quando comparado ao grupo que recebeu SAL pelas duas vias (LPS + SAL.:
33,25 + 1,72; SAL + SAL: 66,13 £ 5,42, P < 0,0001). O tratamento com CLX nos animais
desafiados com LPS néo foi capaz de elevar o nimero de head dips significativamente (LPS +
CLX: 48,50 + 3,22; LPS + SAL: 33,25 + 1,72, P > 0,05), o que também foi observado nos
tratados com FLU (LPS + FLU: 40,25 £ 2,41; LPS + SAL: 33,25 £ 1,72, P > 0,05). Entretanto,
0 grupo tratado com ETR apresentou elevacdo significativa do niamero de head dips (LPS +
ETR: 59,75 +4,9; LPS + SAL: 33,25+ 1,72, P > 0,05), como demonstrado no Grafico 5.

Gréfico 5 - Efeito da administracdo de Celecoxibe ou Etoricoxibe no teste de Placa Perfurada.
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Os animais (n=6-9 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com Celecoxibe, Etoricoxibe ou
Fluoxetina. No 11° dia do protocolo experimental foram submetidos ao teste da Placa Perfurada. Os
valores estdo representados como média = EPM. ##p<0,0001 vs SAL + SAL; “p<0,01 vs LPS + SAL.
Teste ANOVA, seguido do Tukey como post hoc. Abreviages: SAL: Salina, LPS: Lipopolissacarideo,
CLX: Celecoxibe, ETR: Etoricoxibe, FLU: Fluoxetina.
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5.2 Avaliacao de marcadores do estresse oxidativo e nitrosativo

5.2.1 Efeito da administracdo de celecoxibe (CLX) e etoricoxibe (ETR) no grau de
peroxidacdo lipidica no hipocampo, cértex pré-frontal e corpo estriado por meio da dosagem
de malondialdeido (MDA) em camundongos expostos de forma sistétmica a

lipopolissacarideo (LPS)

Na analise do cortex pré-frontal, representado no Gréfico 6 (A), a peroxidacdo lipidica
foi significativamente maior, reflexo dos niveis de MDA aumentados, no grupo desafiado com
LPS e tratado com SAL quando se compara ao grupo desafiado e tratado apenas por SAL (LPS
+ SAL: 0,52 + 0,04; SAL + SAL: 0,38 + 0,03, P < 0,05). O tratamento com CLX foi capaz de
diminuir de forma significativa os niveis de MDA apdés a exposi¢do com LPS (LPS + CLX:
0,17 £0,01; LPS + SAL: 0,52 + 0,04, P <0,0001). Observou-se que o0 ETR também diminuiu
significativamente a peroxidacéo lipidica no cortex pré-frontal apos a exposicdo do LPS (LPS
+ ETR: 0,28 £ 0,02; LPS + SAL: 0,52 + 0,04, P < 0,0001).

Em relacdo ao corpo estriado, a exposi¢do ao LPS e tratamento apenas com SAL foi
capaz de aumentar significativamente os niveis de MDA quando comparado ao grupo que foi
exposto e tratado com SAL (LPS + SAL: 0,47 £ 0,06; SAL + SAL: 0,29 + 0,02, P <0,05). O
tratamento com CLX diminuiu significativamente os niveis de MDA (LPS + CLX: 0,23 +0,03;
LPS + SAL: 0,47 + 0,06, P <0,01), também como o tratamento com ERT (LPS + ETR: 0,25
+0,02; LPS + SAL: 0,47 £ 0,06, P < 0,01). Os resultados sdo expressos no Gréafico 6 (B).

Os niveis de malondialdeido (MDA) no hipocampo dos animais dos grupos que
receberam LPS + SAL e SAL + SAL nao obtiveram diferencas significativas (LPS + SAL: 0,38
+ 0,02; SAL + SAL: 0,52 £ 0,09. P > 0,05). Entretanto, o tratamento oral com CLX ap0és a
exposicdo com LPS foi capaz de diminuir significativamente a concentracdo de MDA, ou seja,
a peroxidacéo lipidica no hipocampo do referido grupo (LPS + CLX: 0,19 + 0,02; LPS + SAL.:
0,38 £ 0,02, P < 0,05). O mesmo néo foi observado com o grupo que foi tratado com ETR, onde
ndo houve diferencgas significativamente estatisticas na concentracdo de MDA quando se
compara com 0 grupo que recebeu apenas SAL apds o LPS (LPS + ETR: 0,34 + 0,08; LPS +
SAL: 0,38 £ 0,02, P > 0,05). Os resultados estdo expressos no Gréafico 6 (C).
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Gréfico 6 - Efeito da administracdo de Celecoxibe ou Etoricoxibe sobre a dosagem de
malondialdeido (MDA) no cortex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo.
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Os animais (n=6-9 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com Celecoxibe, Etoricoxibe ou Fluoxetina. No
11° dia do protocolo experimental as &reas cerebrais foram dissecadas para avaliar a dosagem de malondialdeido
(MDA) no cértex pré-frontal (A), corpo estriado (B) e hipocampo (C). Os valores estdo representados como média
+ EPM. #p<0,05 vs SAL + SAL; "p<0,05; "p<0,01; """p<0,0001 vs LPS + SAL.O teste utilizado foi o Kruskal-
Wallis, seguido do teste post hoc de Dunn’s para comparagBes multiplas. Abreviagdes: SAL: Salina, LPS:
Lipopolissacarideo, CLX: Celecoxibe, ETR: Etoricoxibe.

5.2.2 Efeito da administracéo de celecoxibe (CLX) e etoricoxibe (ETR) no estresse nitrosativo
no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado por meio da dosagem de nitrito/nitrato em

camundongos expostos de forma sistémica a lipopolissacarideo (LPS)

Os niveis de nitrito/nitrato no cortex pré-frontal ndo apresentaram diferencas
significativas entre o grupo que exposto ao LPS e tratado com SAL e 0 grupo exposto e tratado
com SAL (LPS + SAL: 66,09 + 6,38; SAL + SAL: 158,7 + 61,50, P > 0,05). Nao houve
também diferencas estatisticas no grupo que apos exposic¢ao ao LPS foram tratados com CLX
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(LPS + CLX: 54,14 + 498; LPS + SAL: 66,09 + 6,38, P > 0,05) e com ETR (LPS + ETR:
59,75+ 9,71; LPS + SAL: 66,09 + 6,38, P > 0,05). Os resultados foram expressos no Grafico 7

(A).

Grafico 7 - Efeito da administracdo de Celecoxibe ou Etoricoxibe sobre a dosagem de
nitrito/nitrato no cdrtex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo.
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Os animais (n=6-9 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com Celecoxibe ou Etoricoxibe. No 11° dia do
protocolo experimental, as &reas cerebrais foram dissecadas para avaliar a dosagem de nitrito/nitrato no cértex pré-
frontal (A), corpo estriado (B) e hipocampo (C). Os valores estdo representados como média + EPM. "p<0,05
"p<0,01; vs LPS + SAL O teste utilizado foi o Kruskal-Wallis, seguido do teste post hoc de Dunn’s para
comparacOes multiplas. Abreviagdes: SAL: Salina, LPS: Lipopolissacarideo, CLX: Celecoxibe, ETR: Etoricoxibe.
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Em relacdo ao corpo estriado, representado no Grafico 7 (B), a concentracdo de nitrito
ndo obteve diferenca significativa entre 0s grupos expostos ao LPS e tratados com SAL e
aqueles que receberam sé SAL (LPS + SAL: 121,8 +6,46; SAL + SAL: 91,0 + 1592, P>
0,05). O tratamento com CLX ap6s exposi¢do ao LPS diminuiu de forma significativa os niveis
0 estresse nitrosativo ao diminuir o marcador nitrito (LPS + CLX: 59,08 + 5,84; LPS + SAL:
121,8 £ 6,46, P <0,01). O tratamento com ETR, por sua vez, ndo foi capaz causar diferencas
significativas nos niveis de nitrito no tecido (LPS + ETR: 110,2 + 11,07; LPS + SAL: 121,8
+ 6,46, P >0,05).

As concentragdes de nitrito no hipocampo em relagéo ao grupo exposto ao LPS e tratado
com SAL ndo obtiveram diferencas de forma significativa quando se compara ao grupo tratado
apenas com SAL (LPS + SAL: 99,39 + 8,17; SAL + SAL: 84,44 + 6,25, P > 0.05). O
tratamento com CLX néo foi capaz diferir significativamente as concentracdes de nitrito (LPS
+CLX: 81,92 +8,39; LPS + SAL: 99,39 +8,17. P > 0,05), entretanto, o tratamento com ETR
diminuiu de forma significativa os niveis da referida espécie reativa de nitrogénio (LPS + ETR:
52,12 +9,35; LPS + SAL: 99,39 + 8,17, P < 0,01). Os resultados estdo representados no
Gréfico 7 (C) .

5.2.2 Efeito da administracao de celecoxibe (CLX) e etoricoxibe (ETR) no sistema de defesa
enddgeno contra o estresse oxidativo e nitrosativo no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo
estriado por meio da dosagem da glutationa reduzida (GSH) nem camundongos expostos de

forma sistémica a lipopolissacarideo (LPS)

As concentracfes da enzima glutationa reduzida (GSH) ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos LPS + SAL e SAL + SAL (LPS + SAL.: 410,3 + 26,89; SAL +
SAL.: 1154,0 £196,6, P >0,05) no corpo estriado. Entretanto, o tratamento com as drogas testes
aumentaram as defesas endogenas ao provocar o aumento do GSH de forma significativa na
area cerebral, o CLX (LPS + CLX: 1259,0 + 243,4; LPS + SAL: 410,3 £ 26,89, P <0,05) e 0
ETR (LPS + ETR: 1555,0 + 550,2; LPS + SAL.: 410,3 £ 26,89, P < 0,05). Os resultados sédo
demonstrados no Grafico 8 (A).

No corpo estriado ndo houve diferencgas significativas na concentracdo de GSH nos
animais do grupo LPS + SAL quando comparados ao grupo SAL + SAL (LPS + SAL: 452,9
+61,26; SAL + SAL: 846,3 £ 111, P > 0,05). Por sua vez, o tratamento com CLX aumentou de
forma significativa a concentracdo de GSH quando comparado ao grupo tratado com SAL (LPS
+ CLX: 2205,0 £ 212,4; LPS + SAL: 4529 + 61,26, P < 0,0001), da mesma forma que se
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observa no grupo tratado com ETR (LPS + ETR: 1075,0 £ 98,68; LPS + SAL: 452,9 + 61,26,
P < 0,05). Tais resultados podem ser observados no Gréfico 8 (B).

Em relacdo ao hipocampo, como demonstrado no Grafico 8 (C), os niveis de GSH nao
apresentaram diferencas significativas entre os grupo exposto ao LPS e tratado com SAL
comparado ao grupo que recebeu apenas SAL (LPS + SAL: 501,7 £ 115,1; SAL + SAL: 1156
+238,7, P >0,05). A administracdo de CLX foi capaz de aumentar significativamente os niveis
de GSH no hipocampo ap6s exposi¢do ao LPS quando comparado ao grupo exposto e tratado
com SAL (LPS + CLX: 2252 + 228,8; LPS + SAL: 501,7 £ 115, P < 0,01), da mesma forma
que a diminuicdo significativa foi observada naqueles tratados com ETR (LPS + ETR: 2100 +
387,2; LPS + SAL: 501,7 + 115,1, P < 0,01).

Gréfico 8 - Efeito da administracdo de Celecoxibe ou Etoricoxibe sobre a dosagem de GSH
no cértex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo
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Os animais (n=6-9 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com Celecoxibe ou Etoricoxibe. No 11° dia do
protocolo experimental, as areas foram dissecadas para avaliar a dosagem de GSH no cortex pré-frontal (A), corpo
estriado (B) e hipocampo (C). Os valores estdo representados como média + EPM. ™p<0,01; vs LPS + SAL O
teste utilizado foi o Kruskal-Wallis, seguido do teste post hoc de Dunn’s para comparagdes multiplas. Abreviagdes:
SAL: Salina, LPS: Lipopolissacarideo, CLX: Celecoxibe, ETR: Etoricoxibe.
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5.3 Avaliacao da resposta inflamatoria

5.3.2 Efeito da administracdo de celecoxibe (CLX) e etoricoxibe (ETR) na resposta
inflamatoria no hipocampo por meio da dosagem de IL-1f em camundongos expostos de

forma sistémica a lipopolissacarideo (LPS)

As concentracOes de IL-1B aumentaram significativamente no hipocampo dos animais
que receberam LPS e foram tratados apenas com salina (LPS + SAL: 328,2 + 45,56; SAL +
SAL: 166,7 + 11,96, P > 0,05). O tratamento com CLX e ETR foi capaz de reverter 0 aumento
da citocina pro-inflamatoria IL-1p (LPS + CLX: 165,1 £6,77; LPS + ETR: 144,1 +7,68; LPS
+ SAL: 328,2 £ 45,56, P < 0,001). A FLU também foi capaz de diminuir os niveis de citocinas
(LPS + FLU = 2255 + 21,03; LPS + SAL: 328,2 + 4556, P < 0,05). Os resultados sao

demonstrados no Grafico 9.

Grafico 9 - Efeito da administracdo de Celecoxibe ou Etoricoxibe sobre a dosagem de IL-1§
no hipocampo
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Os animais (n=6-9 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com Celecoxibe ou Etoricoxibe. No 11° dia do
protocolo experimental, as areas foram dissecadas para avaliar a dosagem de IL-1B no hipocampo. Os valores
estdo representados como média = EPM. ™p<0,01; vs LPS + SAL O teste utilizado foi o Kruskal-Wallis, seguido
do teste post hoc de Dunn’s para comparagdes multiplas. Abreviagdes: SAL: Salina, LPS: Lipopolissacarideo,
CLX: Celecoxibe, ETR: Etoricoxibe.
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5.3.3 Efeito da administracdo de celecoxibe (CLX) e etoricoxibe (ETR) na resposta
inflamatoria no hipocampo por meio da dosagem de IL-6 em camundongos expostos de

forma sistémica a lipopolissacarideo (LPS)

As concentracOes de IL-6 aumentaram no hipocampo dos animais que receberam LPS
e receberam apenas salina (LPS + SAL: 77,15 + 3,54; SAL + SAL: 32,37 + 1,49, P > 0,0001).
O tratamento com CLX diminuiu a concentracdo de IL-6 no hipocampo (LPS + CLX: 34,07 *
3,21; LPS + SAL: 77,15 + 3,54, P < 0,0001) assim como o tratamento com ETR (LPS + ETR:
48,23 + 3,57; LPS + SAL: 77,15 + 3,54, P < 0,01). Além disso, a FLU também foi capaz de
reverter o aumento de IL-6 (LPS + FLU = 45,24 + 9,06; LPS + SAL: 77,15 + 3,54, P < 0,001).
Os resultados sdo demonstrados no Gréfico 10.

Gréfico 10 - Efeito da administracdo de Celecoxibe ou Etoricoxibe sobre a dosagem de IL-6
no hipocampo
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Os animais (n=6-9 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com Celecoxibe ou Etoricoxibe. No 11° dia do
protocolo experimental, as areas foram dissecadas para avaliar a dosagem de I1L-6 no hipocampo. Os valores estao
representados como média + EPM. ™p<0,01; vs LPS + SAL O teste utilizado foi o Kruskal-Wallis, seguido do

teste post hoc de Dunn’s para comparagdes multiplas. Abreviagdes: SAL: Salina, LPS: Lipopolissacarideo, CLX:
Celecoxibe, ETR: Etoricoxibe.
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5.3.4 Efeito da administracdo de celecoxibe (CLX) e etoricoxibe (ETR) na resposta
inflamatoria no hipocampo por meio da dosagem de TNF em camundongos expostos de

forma sistémica a lipopolissacarideo (LPS)

A concentragdo de TNF no hipocampo dos animais ndo obtive diferenca significativa
quando se compara 0s grupos. Os resultados sdo demonstrados no Gréfico 11 (SAL + SAL:
35,33+ 1,36; LPS + CLX: 35,75+ 1,31; LPS+ ETR: 28,62 +1,95; LPS + FLU = 38,36 + 0,65;
LPS + SAL: 29,58 + 1,64, P > 0,05). Os resultados sdo demonstrados no Gréafico 11.

Grafico 11 - Efeito da administracdo de Celecoxibe ou Etoricoxibe sobre a dosagem de TNF
no hipocampo
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Os animais (n=6-9 animais/grupo) foram tratados durante 5 dias com Celecoxibe ou Etoricoxibe. No 11° dia do
protocolo experimental, as areas foram dissecadas para avaliar a dosagem de TNF no hipocampo. Os valores estdo
representados como média + EPM. “"p<0,01; vs LPS + SAL O teste utilizado foi o Kruskal-Wallis, seguido do
teste post hoc de Dunn’s para comparagdes miltiplas. Abreviagdes: SAL: Salina, LPS: Lipopolissacarideo, CLX:
Celecoxibe, ETR: Etoricoxibe.
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5.4 Avaliacéo da resposta neuroprotetora in vitro

5.4.1 Efeito do Etoricoxibe e Celecoxibe sobre a viabilidade de células microgliais- BV2

Nos gréaficos 12 e 13 estdo descritos os efeitos do Etoricoxibe e Celecoxibe sobre a
cultura de células microgliais determinados através do teste do MTT. O Etoricoxibe (0,75 — 24
uM) ndo mostrou nenhum efeito citotdxico significativo em relagdo ao grupo controle (Gréfico
12), porém, o Celecoxibe apenas na maior concentracéo - 20 uM (74,37% cels. viaveis) reduziu
de maneira significativa o percentual de células vidveis em relacdo ao grupo controle,

correspondendo a uma reducao da ordem de 25,63% (Grafico 13).

Grafico 12 - Efeito do Etoricoxibe sobre a viabilidade de células BV2 determinada através do
teste do MTT.

2

1004 - T

Viabilidade celular %
o S
% |
I
: 4

Etoricoxibe

A analise foi realizada através do teste do MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio)
segundo metodologia descrita por Mosmann (1983). Para tanto, as células foram expostas as concentracdes
crescentes de Etoricoxibe (0,75; 1,5; 3; 6; 12 e 24 uM). Apo6s 24 horas foi adicionado MTT na concentracdo de
0,5 mg/mL/ pogo. Os resultados estdo expressos como percentual de células viaveis, considerando o grupo controle
— 100 % viavel.
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Grafico 13 - Efeito do Celecoxibe sobre a viabilidade de células BV2 determinada através do
teste do MTT.
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A andlise foi realizada através do teste do MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio)
segundo metodologia descrita por Mosmann (1983). Para tanto, as células foram expostas as concentragdes
crescentes de Celecoxibe (0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 uM) Apds 24 horas foi adicionado MTT na concentracéo
de 0,5 mg/mL/ poco. Os resultados estdo expressos como percentual de células vidveis, considerando 0 grupo
controle — 100 % vidvel.

5.4.2 Efeito do Etoricoxibe e do Celecoxibe sobre a concentracédo de NO induzida por LPS

em células microgliais - BV2

O Gréafico 14 mostra que o tratamento das celulas com Etoricoxibe nédo interferiu
significativamente na concentracdo de nitrito/nitrato (marcador da ativacdo microglial) em
relacéo ao grupo controle — exposto apenas ao LPS (0,5 pg/mL). Por outro lado, o tratamento
das células com Celecoxibe (10 e 20 puM) reduziu significativamente a concentracdo de
nitrito/nitrato (NO: 10,37 + 1,096 e 6,801 + 0,877, respectivamente) em relacdo ao grupo
controle (NO:13,34 £ 1,30), com inibi¢6es da ordem de 22,2% e 49%, respectivamente.
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Gréfico 14 - Efeito do Etoricoxibe sobre a producdo de nitrito induzida por LPS em cultura de
células BV2
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O Etoricoxibe foi adicionado a cultura de células microgliais em concentracdes crescentes e ap6s uma hora foi
adicionado ao meio LPS (0,5 pg/mL). Ap6s 24 horas da adi¢do do LPS, foram coletados 100 pL de cada amostra
e transferidos para uma placa para dosagem de NO. A absorvancia foi mensurada utilizando um leitor de placa a
560 nm.

Graéfico 15 - Efeito do Celecoxibe sobre a producéo de nitrito induzida por LPS em cultura de
celulas BV2
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O Celecoxibe foi adicionado a cultura de células microgliais em concentragdes crescentes e apds uma hora foi
adicionado ao meio LPS (0,5 pg/mL). Apos 24 horas da adigdo do LPS, foram coletados 100 pL de cada amostra
e transferidos para uma placa para dosagem de NO. A absorvéncia foi mensurada utilizando um leitor de placa a
560 nm. A curva de calibragdo foi construida empregando cinco concentragfes de nitrato de sodio dentro do
intervalo de 5 uM - 100 pM.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho mostrou os efeitos de dois importantes inibidores da enzima
cicloxigenase-2, o Celexocibe e o Etoricoxibe no comportamento tipo depressivo e em
parametros neuroquimicos de animais que foram previamente expostos a administracfes
sisttmicas de lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli. Além das referidas drogas,
também analisamos os efeitos da Fluoxetina, um importante antidepressivo disponivel no
mercado frente as alteracdes comportamentais induzidas por LPS. Observou-se também néo
somente os efeitos das drogas citadas, mas as consequéncias comportamentais e neuroquimicas
deste modelo de inflamagéo em camundongos adultos.

O modelo de inflamagéo por administragdo sistémica de LPS levou aos camundongos
do grupo que recebeu LPS + SAL a apresentarem na maioria dos testes preditivos de depressao
e ansiedade alteragdes comportamentais significativas quando se comparou ao grupo SAL +
SAL. Esses dados mostram que a administragdo de LPS por si leva a significativas alteraces
comportamentais. Ja foi mostrado na literatura que a administracéo de LPS 0,5 mg/kg (i.p.) por
dez dias consecutivos leva a animais machos apresentarem alteragdes comportamentais tipo-
depressiva, como aumento de imobilidade do nado forcado, alteracbes neuroinflamatorias e
oxidativas e aumento dos niveis de IL-1p e TNF apds exposi¢do LPS (MELLO, 2017). Os
resultados comportamentais obtidos no presente trabalho corroboram com a literatura citada, o
LPS foi capaz de alterar significativamente a maioria dos parametros comportamentais quando
comparado a animais que receberam apenas solucéo salina.

O teste do campo aberto € utilizado para avaliar a atividade locomotora espontanea
(ALE) e exploratoria dos animais (ARCHER, 1973). No parametro nimero de crossing, que
analisa 0 numero de cruzamentos entre as faixas do campo aberto, ndo foi observado diferencas
significativas entre os grupos. Isso quer dizer que os animais realizaram um ndmero de
cruzamento semelhante, sugerindo que as drogas néo alteram a ALE. Sabe-se que o aumento
da ALE pode estar relacionado a um efeito psicoestimulante, enquanto a diminuicdo deste
parametro pode estar relacionada a sedacdo resultante de uma depresséo do Sistema Nervoso
Central (SNC), o que pode comprometer os resultados dos testes posteriores (SESTAKOVA et
al., 2013).

Dessa forma, fica claro que o LPS assim como as drogas CLX, ETR e FLU nao alteram

a ALE, logo, ndo comprometem os demais testes. Em um estudo com exposicéo de LPS por 10
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dias a ALE néo foi alterada em roedores (MELLO, 2017) assim como em protocolos de 7 dias
(GE et al., 2015).

Além do exposto sobre o crossing, trabalhos recentes mostram que apos 6h da
administracdo de LPS a ALE pode ser diminuida ao ser analisado o teste do campo aberto. Essa
diminuicdo, por sua vez, ndo é observada apos 24h de exposicao ao LPS, onde a ALE tende a
se normalizar (SENS et al., 2017; O'CONNOR et al., 2009; OHGI et al., 2013). A diminuigéo
significativa da ALE em 6h é interpretada como sickness behavior, que significa um
“comportamento de doenga” derivado da propria inflamagdo pelo LPS, diferentemente do
comportamento tipo-depressivo que ja foi observado apds 24h da exposi¢do ao LPS (MELLO,
2017; TOMAZ et al., 2014; CUSTODIO et al., 2013; FRENOIS et al., 2007).

Além do crossing, o parametro rearing, que representa a atividade de levantar ou de se
orientar é uma acdo relacionada a exploracdo ambiental e atividade locomotora horizontal
(SILVEIRA et al., 2005). N&do se obtiveram diferencas significativas entre 0S grupos,
corroborando com a n&o influéncia das drogas em alteragdes na atividade locomotora e
exploratdria, assim como ja se refletiu em trabalho anterior usando o0 mesmo modelo (MELLO,
2017).

O namero de grooming que representa a atividade de esfregar o corpo com as patas ou
boca e esfregar a cabeca com as patas, num comportamento caracteristico de limpeza
(BRANCHI; ALLEVA, 2006) ndo apresentou diferencas significativas entre os grupos. O
comportamento de grooming pode aumentar quando o animal se apresenta tranquilo, ou
também em casos de ansiedade. Por apresentar significados paradoxos ndo pode ser utilizado
isoladamente como indicativo de ansiedade (LAUREANO, 2010). Nesse contexto, podemos
afirmar que o movimento de autolimpeza, representado pelo pardmetro grooming, ndo sofreu
diferengas significativas entre os grupos, aliando-se também aos pardmetros de crossing e
rearing, o que deleta a possibilidade de que, nos demais testes 0s roedores estejam se
comportando a partir de uma possivel acdo sedativa ou estimulante das drogas, como por
exemplo, nos testes de avaliacdo do tempo de imobilidade. Os resultados obtidos corroboram
com recente trabalho que também utilizou CLX (15 mg / kg) e ndo foi observada alteracGes
significativas no namero de crossing, rearing e grooming (ELNAHAS et al., 2016). A
literatura, no entanto, ndo traz dados dos efeitos do ETR em testes de campo aberto.

O teste do nado forcado e da suspenséo de cauda sao amplamente utilizados para avaliar
o0 potencial de drogas que possam obter efeitos antidepressivos. Ao submeter o animal a uma
situacdo com poucas chances de escape o animal com sintomatologia pro-depressiva tende a

permanecer maior tempo imovel ap6s um tempo de agitacdo inicial (ABELAIRA; REUS;
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QUEVEDO, 2013; YRONDI et al., 2018). Os resultados do presente trabalho demonstraram
que a exposic¢do sisttmica ao LPS produz um comportamento do tipo depressivo, iSso porque o
tempo de imobilidade dagueles animais que foram expostos ao LPS foi significativamente
maior no teste do nado forcado e da suspensdo da cauda quando comparado aqueles animais
que foram expostos somente a salina. Tal resultado corrobora com outros trabalhos que também
utilizaram a exposigdo de LPS e a avaliagdo do tempo de imobilidade em roedores e verificaram
um comportamento tipo-depressivo (MELLO, 2017; ADZIC et al., 2015; TOMAZ et al., 2014;
GUO et al., 2014; CUSTODIO et al., 2013).

O tratamento com CLX, ETR e FLU foi capaz de reverter 0 aumento do tempo de
imobilidade causado pela exposic¢do ao LPS. Em recente trabalho que utilizou a administragéo
de interferon-o (IFNa) na indug¢do do comportamento depressivo, o tratamento com CLX
também foi capaz de diminuir o tempo de imobilidade no nado forcado (MESRIPOUR;
SHAHNOOSHI; HAJHASHEMI, 2019). Em outros estudos onde roedores foram expostos a
administracdo de CLX na mesma dose usada (15 mg/kg/dia) e avaliados comportamentos
preditivos de depressao, também foi revelada a diminui¢do no tempo de imobilidade no teste
do nado forcado (MORGESE et al., 2018; ELNAHAS et al., 2016). A diminuicdo no tempo de
imobilidade com o uso da Fluoxetina na mesma dose ja é também relatada na literatura
(MACIEL et al., 2013), entretanto, ndo ha relatos do uso de ETR e a execucdo do teste do nado
forcado.

O tempo de climbing foi considerado quando o animal tentava subir ou escalar o
cilindro, ou seja, quando o animal realizava movimentos rapidos com as patas dianteiras se
deslocando verticalmente pelo cilindro, um comportamento normal de animais saudaveis que
tentam escapar de situacOes que oferecem risco. Observou-se aumento do tempo de climbing
apenas ao comparar o grupo que foi exposto ao LPS ao grupo que recebeu SAL. Tal resultado
vai de acordo com a literatura que aponta dificuldades em obter diferencas significativas nesse
parametro em animais machos, inclusive ao usar antidepressivos classicos (KOKRAS et al.,
2015).

Com a mesma finalidade de avaliar o tempo de imobilidade, os resultados do teste
da suspenséo de cauda trazem um significativo aumento no tempo de imobilidade do grupo
exposto ao LPS e a reversdo desse aumento com o tratamento de CLX e ETR. De fato, a
diminuicdo no tempo de imobilidade na suspensdo de cauda depois do tratamento com CLX ja
foi relatado em trabalhos que utilizam modelos de inducdo de sintomas depressivos
(ELNAHAS et al., 2016; MACIEL et al., 2013). No entanto, ndo hé relatos de tratamento com

ETR e realizacdo do referido teste, 0 que mostra ineditismo do presente estudo ao revelar que
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0 ETR, assim como o CLX é capaz de reverter o sintoma do tipo-depressivo.

Ao analisar os testes preditivos de comportamento ansiogénico, o teste do labirinto em
cruz elevado mostrou que houve uma reducéo significativa no percentual do nimero de entradas
nos bracos abertos (PEBA) do grupo que recebeu LPS comparado ao grupo que recebeu SAL
e em relacdo ao percentual do tempo de permanéncia nos bragos abertos (PTBA), os animais
submetidos ao LPS também obtiveram reducdo significativa em relacdo ao grupo que recebeu
SAL. Somente o tratamento com CLX conseguiu aumentar o tempo de permanéncia nos bracos
abertos, resultado que corrobora com um trabalho que usou 0 CLX no tratamento de sintomas
depressivos induzidos por um protocolo de estresse leve imprevisivel cronico (CUMS)
(GARABADU; KUMAR, 2019) e outro estudo que também revelou que o CLX aumentava a
percentagem de tempo do animal nos bracos abertos (KURHE; MAHESH; GUPTA, 2014).

No teste da placa perfurada, a exposi¢éo ao LPS conseguiu diminuir o nimero de head
dips, revelando seu potencial ansiogénico. Embora na literatura haja relatos que o CLX aumente
significativamente o nimero de head dips (GARABADU; KUMAR, 2019), divergindo do
presente estudo, o ETR foi o Unico a reverter o comportamento ansioso causado pelo LPS neste
trabalho.

Diferentemente do CLX, a literatura ndo consta relatos de estudos que usam o ETR nos
testes comportamentais aqui descritos. Apesar disso, 0s achados do presente trabalho
corroboram com o potencial neuroprotetor do ETR. Em um modelo de neurodegeneragdo em
roedores induzido por colchicina, a administracdo de ETR resultou em recuperacdo de
comprometimentos da memoria, neurodegeneracdo, neuroinflamacéo e inibicdo dos niveis de
COX-2 e PGE2 no hipocampo (SIL; GHOSH, 2016). Em um outro estudo que utilizou o
modelo de convulsdo induzido por pentilenotetrazol (PTZ), o ETR teve um efeito
anticonvulsivante (KATYAL; KUMAR; GUPTA, 2015). Outro trabalho ratifica seu papel ao
diminuir crises convulsivas (CITRARO et al., 2015). Além disso, € sabido que 0 ETR eleva 0s
niveis de GSH no cérebro (KATYAL; KUMAR; GUPTA, 2015). Dessa forma, os achados
presentes neste trabalho fornecem evidéncias do efeito positivo do ETR também em modelos
de depressao e ansiedade.

A literatura é mais vasta ao salientar os potenciais efeitos antidepressivos do CLX, ainda
traz que o CLX combinado com a FLU ja potencializou a atividade ansiolitica, anticompulsiva,
serotoninérgica, anti-inflamatdria e antiapoptotica em animais (GARABADU; KUMAR,
2019).
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Nesse contexto, o estresse oxidativo se da a partir dos efeitos prejudiciais causados pelos
radicais livres, que em excesso, participam do desenvolvimento de distdrbios
neurocomportamentais como a depressdo (BLACK et al., 2015). O cérebro € um dos principais
alvos do estresse oxidativo porque possui altas concentracdes de acidos graxos poli-insaturados
e de ferro, que contribuem com a formagéo excessiva de radicais livres, que por consequéncia
leva ao aumento do processo de peroxidacao lipidica, tendo como um dos principais produtos
de liberacdo da membrana celular lesada o malondialdeido (MDA) (PALTA et al., 2014;
SIWEK et al., 2013).

Neste estudo, os niveis de MDA no cortex pré-frontal e corpo estriado foram
significativamente maiores no grupo que foi exposto ao LPS. Em trabalho onde roedores
também foram expostos ao LPS, o nivel de MDA no cérebro total aumentou significativamente
(ABDEL-SALAM, 2012), o mesmo autor em diferente estudo também constatou que a
exposicdo ao LPS elevou os niveis de MDA no soro em comparagdo com o grupo controle
salino (ABDEL-SALAM et al., 2018). Os presentes achados s&o consistentes com os estudos
anteriores citados e mostram que o tratamento com LPS causa um aumento acentuado de MDA,
sugerindo assim o aumento da liberacdo de metabdlitos reativos de oxigénio e consequente
ataque oxidativo em &cidos graxos poliinsaturados, que estdo muito presentes no cérebro
(PALTA et al., 2014).

Nossos achados indicam ainda que ndo houve diferenca significativa nos niveis de MDA
no hipocampo de animais expostos ao LPS, esse dado corrobora com um estudo que concluiu
gue a administracdo repetida de LPS ndo promove alteracBes significativas de MDA no
hipocampo enquanto que uma Unica exposicao consegue aumentar os niveis de MDA (MELO,
2017). Ja foi observado em pacientes deprimidos que 0s niveis de espécies reativas de oxigénio
que causam a destruicdo da membrana e consequente liberacio de MDA foram
significativamente maiores em pacientes na fase mais aguda da depressao em comparacao aos
pacientes que sofriam de depressdo crénica, mostrando que o aumento dos niveis de MDA
talvez poderia acompanhar o curso do estresse oxidativo e ser verificado em pacientes que
estdo em uma fase mais aguda da doenca, podendo ocorrer a normalizagdo quando a depresséo
se torna cronica (MAES et al., 2010).

Verificou-se que o tratamento com CLX conseguiu diminuir de forma significativa os
niveis de MDA no coértex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo. Enquanto que o tratamento
com ETR promoveu redugdes de MDA no cortex pré-frontal e corpo estriado. A inibi¢do da
COX-2 por CLX parece suprimir o estresse oxidativo nas areas cerebrais. Um estudo utilizando

modelo de estresse crénico na inducao da depressdo e CLX como forma de tratamento observou
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que a inibicdo da COX-2 leva a uma supressdo significativa no estresse oxidativo com
consequente diminui¢do de MDA (SONG, 2019). Um estudo utilizando modelos de convulsao
em roedores apontou que o ETR nédo conseguiu diminuir a concentracdo de MDA nos animais
afetados (KATYAL; KUMAR; GUPTA, 2015), entretanto, em trabalhos que utilizaram o dano
por isquemia-reperfusao (I/R), considerado um processo patolégico que cursa com aumento de
oxidantes e se expande com a resposta inflamatéria, o tratamento com ETR diminuiu de forma
significativa os niveis de MDA (YAPANOGLU et al., 2017; KUNAK et al., 2015), o que
corrobora com o presente estudo que aponta 0 ETR como igualmente relevante na protecédo
contra o estresse oxidativo.

Em relacdo as dosagens de nitrito/nitrato, observou-se que os animais que foram
expostos ao LPS ndo apresentam diferencas significativas na concentracdo desta espécie
reativa. Esse dado diverge de trabalhos que mostram que o LPS aumenta o contetdo de éxido
nitrico no soro e tecido cerebral de animais, além de causar aumento da expressao de oxido
nitrico sintase induzivel (iNOS) no cérebro e no figado de roedores tratados com LPS (ABDEL-
SALAM, 2018, 2013, 2012). Entretanto, como ja mencionado, outros estudos também apontam
gue o estresse oxidativo é mais relevantemente aumentado em exposi¢fes mais agudas de LPS
(uma Unica exposicao) tendendo a se normalizar em exposicdes repetidas (MELO, 2017; MAES
et al., 2010). O tratamento com CLX diminuiu a concentragdo de nitrito/nitrato no corpo
estriado € 0 ETR no corpo estriado e hipocampo. Um estudo mostra que a melhoria dos
comportamentos semelhantes ao da depressdo por inibidores da COX-2 deveu-se a mudancas
nos niveis de estresse oxidativo, tendo como base que a depressdo é geralmente acompanhada
de lesdo neuronal em regides do cérebro, juntamente com uma producdo excessiva de espécies
reativas que pode levar senescéncia ou morte celular (SONG, 2019).

Dentro desse contexto, a GSH é uma das principais enzimas que fazem parte das defesas
enddgenas do corpo contra o estresse oxidativo (PALTA et al., 2014; SIWEK et al., 2013).
Observou-se que a exposicéo sistémica de LPS ndo foi capaz de reduzir de forma significativa
nas areas cerebrais estudadas os niveis de GSH quando se compara ao grupo que foi exposto
apenas a salina, entretanto, a administracdo de CLX e ETR elevou de forma significativa as
concentracdes de GSH no corpo estriado e hipocampo.

Tais resultados vdo de acordo com dados presentes na literatura, onde um trabalho
utilizando linhagem celular PC12 desafiada pela toxicidade induzida por 6-hidroxidopamina
(6-OHDA) revelou que o pré-tratamento com CLX induziu significativamente o aumento da
concentragdo de GSH e a protecdo contra a morte celular (RAMAZANI; TAYARANI-
NAJARAN; FEREIDONI, 2019).
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Além disso, também ja foi demonstrado que o ETR eleva os niveis de GSH no cérebro
em animais desafiados por modelos de convulsédo (KATYAL; KUMAR; GUPTA, 2015).

A avaliacdo da resposta inflamatoria, através da dosagem de citocinas revelou que a
exposicdo ao LPS foi capaz de aumentar a concentracdo de duas importantes citocinas pro-
inflamatorias, a IL-1p e a IL-6. Estudos indicam que niveis mais altos de citocinas e proteina C
reativa (PCR) na infancia aumentam o risco de desenvolver depressdo (CATTANEO et al.,
2015) e esquizofrenia (METCALF et al., 2017).

Em metanalises, os niveis de citocinas foram alterados em adultos com depresséo,
esquizofrenia e transtorno bipolar (GOLDSMITH; RAPAPORT; MILLER, 2016). Sabe-se,
inclusive que em pacientes com depressdo, os niveis de IL-6 no sangue periférico e no liquido
cefalorraquidiano (LCR) sdo mais altos (KAPPELMANN et al., 2016).

O tratamento com CLX, ETR e FLU foi capaz de diminuir a concentracdo de IL-1p e
IL-6 no hipocampo. Esses resultados vdo de acordo com a literatura disponivel, onde a
concentracédo de IL-1f diminuiu com o uso de CLX em um modelo de Doenca de Alzheimer
em animais (MHILLAJ et al., 2018). Uso de CLX também diminuiu as concentracoes de IL-6
em diversos modelos animais (AL-RASHED et al., 2018; MHILLAJ et al., 2018) e 0 ETR ja
foi capaz de diminuir os niveis de IL1-B em um modelo animal de neoplasia de pulméio
(NADDA et al., 2012).

A Fluoxetina também conseguiu diminuir as citocinas IL-1p ¢ IL-6, de fato, seu uso
parece estar também relacionado a resposta anti-inflamatéria, um estudo controlado,
randomizado e duplo-cego com 50 pacientes comparou fluoxetina mais celecoxibe com
fluoxetina mais placebo e encontrou um resultado significativamente melhor no grupo que
recebeu celecoxibe adjuvante (AKHONDZADEH et al., 2009).

N&o houve diferencas significativas entre os grupos quanto a dosagem de TNF. Embora
trabalhos mostrem o aumento de TNF ap0s a exposicdo a LPS (MELLO, 2017) e a diminui¢do
da mesma citocina com o uso de inibidores da COX-Il, em modelos como de inducdo de
esquizofrenia por anfetaminas (EL-SISI et al., 2016), esse dado também pode corroborar com
um estudo controlado de 12 semanas que avaliou um anticorpo anti-TNF na depresséo resistente
ao tratamento em 60 pacientes. Os participantes, que estavam tomando antidepressivo ou
parcialmente sem medicacéo, receberam trés infusdes de um inibidor de TNF (infliximabe) ou
placebo, onde o infliximabe néo foi superior ao placebo (RAISON et al., 2013).

Nos testes in vitro, com a finalidade de averiguar um possivel efeito neuroprotetor de
CLX e ETR, o0 ETR ndo mostrou nenhum efeito citotoxico significativo em relacdo ao grupo

controle e, embora o CLX tenha apresentado efeito citotoxico apenas na maior concentracao, a
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reducdo do percentual de células vidveis em relacdo ao grupo controle correspondeu a apenas
25,63%.

A exposicao ao LPS aumentou a liberacdo de NO pelas células microgliais, de fato, é
sabido que o LPS em células BV2 induz a producdo de espécies indicativas de dano e
inflamacéo, como TNF-a, IL-6, IL-13 ¢ PGE2 (WANG-SHENG et al., 2017; HAN; YUAN;
XIE, 2017).

O tratamento das células com ETR néo interferiu significativamente na concentracao de
NO (marcador da ativacdo microglial) em relacdo ao grupo controle exposto apenas ao LPS. Ja
o tratamento das células com CLX nas concentracfes de 10 e 20 uM, reduziu significativamente
a concentracao de nitrito/nitrato sugerindo seu carater neuroprotetor.

Como exposto, 0 ETR nédo expressou significativamente uma reducdo de NO, esse dado
pode ser confrontado com um estudo utilizando células microgliais N13 estimuladas por LPS,
que, embora 0 CLX e ETR tenham reduzido significativamente os niveis de NO nas células na
presenca de LPS por 24 e 48 h em comparagdo com as mesmas células tratadas apenas com
LPS, somente o tratamento com CLX e ndo com ETR na presenca de LPS por 24 e 48 h suprimiu
significativamente a expressao de iNOS, a que é a enzima Oxido nitrico sintase que catalisa a
producdo de éxido nitrico (CALVELLO et al., 2012).

Por sua vez, o CLX inibindo a ativacdo microglial através da diminuicdo de NO
corrobora também com um trabalho que avaliou a resposta inflamatéria de prions em microglia,
onde o CLX reverteu significativamente a secrecdo de NO, indicando que a resposta pro-
inflamatdria do fragmento de proteina pridnica usada no modelo na micrdglia depende
principalmente da ativacdo de COX-11 (VILLA et al., 2014).

A ativacdo microglial € um fenémeno muito comum em doencas neuropsiquiatricas e
neurodegenerativas comuns, onde o uso de inibidores da COX-11 j& regulou o estresse oxidativo
e a inflamag&o induzidos por S. aureus em células microgliais murinas primarias e reduziu as
consequéncias inflamatorias com menor producdo de citocinas pro-inflamatorias e maior nivel
de IL-10 anti-inflamatoria que pode ser responsavel pela mudanca da polarizagdo microglial de
pré-inflamatéria M1 para anti-inflamatéria M2 (DEY; SULTANA; BISHAYI, 2018).

Assim, a administracdo de CLX e ETR revelou resultados promissores nos testes
comportamentais, neuroquimicos (avaliacdo do estresse oxidativo e nitrosativo e nas
concentracdes de citocinas pro-inflamatérias), assim como o CLX sugere um perfil de

neuroprotecdo, sendo aqui demonstrados.
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Dessa forma, pode-se especular que o uso de agentes inibidores da enzima
ciclooxigenase-2 poderia ser uma opc¢éo terapéutica no tratamento de distarbios psiquiatricos

com base neurobioldgica na inflamacéo e estresse oxidativo.
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7 CONCLUSAO

O Celecoxibe (CLX) e Etoricoxibe (ETR) possuem efeitos na melhoria das alteracdes
comportamentais e oxidativas induzidas pela exposi¢édo sistémica de camundongos adultos a

lipopolissacarideo (LPS).

e A exposicdo sisttmica de camundongos adultos a lipopolissacarideo (LPS) de
Escherichia coli induziu comportamento do tipo-depressivo e ansioso, sendo
evidenciados pelos testes do nado forcado e suspenséo de cauda;

e O tratamento com CLX e ETR foi capaz de reverter as alteragbes comportamentais
preditivas de depressdo induzidas pela exposicdo ao LPS sendo evidenciados pelos
testes do nado forgado e suspenséo de cauda;

e O tratamento com CLX e ETR foi capaz de reverter as alteragbes comportamentais
preditivas de ansiedade induzidas pela exposicdo ao LPS sendo evidenciados pelos
testes do labirinto em cruz elevado e placa perfurada;

e O tratamento com CLX e ETR e a exposic¢do ao LPS ndo afetam a atividade locomotora
espontanea dos animais;

e O grau de peroxidacao lipidica foi diminuido no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo
estriado pelo CLX e no cortex pré-frontal e corpo estriado pelo ETR, evidenciado pela
dosagem de MDA,

e O estresse nitrosativo foi diminuido no corpo estriado pelo CLX e no corpo estriado e
hipocampo pelo ETR, sendo observado através da dosagem de nitrito/nitrato;

e O sistema de defesa endogena contra radicais livres foi fortalecido no cortex pré-frontal,
corpo estriado e hipocampo pelo CLX e ETR, sendo avaliado por meio da dosagem da
GSH;

e A inflamacdo, que participa da fisiopatologia de doencas neuropsiquiatricas, causada
pelo LPS foi modulada com o tratamento com CLX e ETR, através da diminuig&o de
IL-1pB e IL-6 no hipocampo;

e O CLX parece possuir carater neuroprotetor, sendo atestado pela diminuicdo na
producdo de NO, um marcador da ativacdo microglial, por células da micrdglia
desafiadas por LPS;

e As possiveis atividades antidepressivas e ansioliticas do CLX e ETR parecem ser

mediadas por suas capacidades antioxidantes e anti-inflamatérias.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O uso dos inibidores da enzima ciclooxigenase-2, em especial do Celecoxibe e
Etoricoxibe em camundongos expostos ao LPS revelou melhora na maioria dos
comportamentos preditivos de depressao e ansiedade, aliado a diminuicdo das espécies reativas
de oxigénio, diminuicdo de citocinas pré-inflamatdrias e aumento das defesas enddgenas. Além
disso, o Celecoxibe revelou ser uma potencial droga neuroprotetora, podendo sugerir 0 uso
desses medicamentos como agentes coadjuvantes no tratamento de doencas neuropsiquiatricas

que possuem suas bases fisiopatoldgicas na inflamacéo.
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