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RESUMO

CORTES, Rafael Sonoda . Citocinas pré inflamatérias, eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal e papel do bdnf na mediacdo da neurogénese hipocampal no infarto do
miocardio em ratos. 2016. 82p Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiologicas). Instituto de
Ciéncias Biologicas e da Saude, Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Universidade

Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

O infarto do miocardio (IM) é a sindrome de maior prevaléncia nos dias atuais.
Semelhantemente impactante, a depressao tem causado diversos prejuizos a saude e a
economia mundial. Epidemiologicamente, essas diferentes condi¢des clinicas possuem
uma relacdo bidirecional. Diversos estudos em ratos, nos ultimos anos, associam o
surgimento de sinais andlogos a depressao a alteracdes fisiopatolégicas p6s IM, dentre
as quais a ativacdo de fatores pré-inflamatérios e a hiperativacdo do eixo endécrino
hipotdlamo-hip6fise-adrenal (HPA). O objetivo deste trabalho foi: estudar, em grupos
distintos de ratos, num protocolo a curto prazo, de quatro dias e num longo, de vinte e
cinco dias, as caracteristicas supracitadas, além de elucidar a participacdo do fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e da neurogénese hipocampal no surgimento
da depressdao induzida por IM experimental, através da proteina ki-67, marcador de
proliferacao celular. Para tanto, ratos Wistar machos (200-250g) foram submetidos ao
IM através da ligadura da artéria coronaria esquerda e submetidos ao teste de
preferéncia pela sacarose, teste do nado forcado e ao teste do campo aberto. Foram
mensurados: os niveis cardiacos de TNF-a e as concentracoes plasmaticas e
hipotalamicas de TNF-a e IL-1B. Na alca endocrina, as concentracdes plasmaticas de
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e de corticosterona e os niveis hipotalamicos de
horménio liberador de corticotrofina (CRH). Por fim, foi mensurada as concentracdes
plasmaticas de BDNF para a associacdo com a neurogénese do hipocampo, regido
importante na fisiopatologia da depressdo. No protocolo longo, os animais infartados
apresentaram sinais analogos a depressdao em comparacdo aos animais falso operados.
Concomitantemente, apresentaram niveis elevados de TNF-a e IL-1f3, de CRH, ACTH e
corticosterona e concentragoes plasmaticas diminuidas de BDNF, sugerindo diminuicdo
da proliferacdo de células granulares no hipocampo e, consequentemente, o surgimento
da depressdao em resposta ao IM. Embora sejam necessarios mais estudos, acredita-se
que este trabalho tenha impacto translacional, servindo de base experimental para o
desenvolvimento de futuras estratégias farmacolégicas mais eficazes para melhor
qualidade e expectativa de vida de pacientes com infarto do miocérdio.

Palavras chave: Infarto, citocinas, depressao



ABSTRACT

CORTES, Rafael Sonoda. Proinflammatory cytokines, hypothalamic-pituitary-
adrenal axis and role of bdnf in mediating hippocampal neurogenesis in
myocardial infarction in rats. 2016. 82p Thesis (PhD in Physiological Sciences).
Institute of Health and Biological Sciences, Department of Physiological Sciences,

Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Myocardial infarction (MI) is the most prevalent nowadays syndrome. Similarly
impressive, depression has caused many damages to health and the global economy.
Epidemiologically, these different clinical conditions have a bidirectional relationship.
Several studies in rats, in recent years, associated the emergence of analog signals
depression post pathophysiological IM changes, among which the activation of pro-
inflammatory factors and the activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal endocrine
axis (HPA). The objective of this study was: to study, in different rat groups, a short-
term protocol, four days and a long, twenty-five days, the above features, besides
elucidating the involvement of brain-derived neurotrophic factor (BDNF ) and
hippocampal neurogenesis in the onset of depression induced experimental IM by ki-67
protein, cell proliferation marker. For this purpose, male Wistar rats (200-250 g) were
subjected to IM through ligation of the left coronary artery and underwent preference
for sucrose test and the open field test. They were measured: cardiac TNF-a, plasma and
hypothalamic concentrations of TNF-a and IL-1B. In endocrine handle, plasma
concentrations of adrenocorticotropic hormone (ACTH) and corticosterone and
hypothalamic levels of corticotropin releasing hormone (CRH). Finally, we measured
plasma concentrations of BDNF to the association with the neurogenesis of the
hippocampus, an important region in the pathophysiology of depression. In the long
protocol, infarcted animals showed similar signs of depression compared to those
operated fake animals. Concomitantly, showed elevated levels of TNF-a and IL-1p,
CRH, ACTH and corticosterone plasma levels and reduced BDNF, suggesting
decreased proliferation of granule cells in the hippocampus and hence the emergence of
depression in response to MI. Although further studies are required, it is believed that
this study has translational impact serving experimental basis for the development of
more effective future pharmacologic strategies to better quality and life expectancy of
patients with myocardial infarction.

Keywords: Infarction, cytokines, depression
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1. INTRODUCAO

Esta tese discorre sobre a relacao fisiopatologica entre duas importantes
enfermidades que afetam a populagdo mundial. Primeiro, o IM, que nos humanos tem a
maior prevaléncia dentre todas as sindromes e é maior causa de morte desde o final do
século passado. Segundo, a depressdo psicolégica que, apesar de ter também alta
prevaléncia e antiga conceituacdo, tem ganhado nos tltimos anos mais destaque, haja
vista que sua existéncia tem sido cada vez mais aceitada e compreendida. Juntas, tornam
o trabalho atual e impactante, do ponto de vista translacional e epidemiologico.

Resumidamente, o principal objetivo do trabalho foi avaliar se o infarto do
miocardio experimental pode realmente levar a sinais analogos a depressdo, e em caso
positivo, elucidar os mecanismos pelos quais o IM induz ao aparecimento de sintomas
depressivos. Algumas hipéteses surgiram nos tltimos anos, mas sempre com o intuito
de identificar mecanismos fisiopatol6gicos convergentes entre doencga cardiovascular e
alteracdes comportamentais, ou encontrar estratégias terapéuticas que atenuassem
nessas duas condi¢des. Entretanto, ndo hd evidéncia a respeito de uma via fisiolégica
definida entre o surgimento do IM e o aparecimento de sinais comportamentais.

Atualmente, muito se sabe sobre a fisiopatologia das doencas cardiovasculares em
geral, especificamente do IM: a causa principal, neste caso a aterosclerose, descrita
neste trabalho, o remodelamento cardiaco— ocasionado por diversos mecanismos neuro-
humorais de curto, médio e longo prazo— e os farmacos utilizados para tratamento.
Também muito foi descrito a respeito da depressio e suas hipdteses, teorias
fisiopatologicas e das formas de abordagem terapéutica, que tém sido discutidas desde a
segunda metade do século passado. Apesar do dessas duas condi¢des, pouco se sabe e
se entende sobre a relagdo entre as mesmas.

Uma das principais teorias, em humanos, que justifica o surgimento de sintomas
depressivos apos eventos cardiacos é a teoria cognitiva. Um individuo que sofre IM e
sobrevive, possui plena consciéncia e conhecimento sobre sua grave condicdo e risco, o
que induz ao surgimento de sinais emotivos. Todavia, estudos em outros mamiferos
trazem a tona diversos questionamentos. Em modelos de infarto, roedores apresentam
sinais analogos a depressao humana, levantando a suspeita da existéncia de mecanismos
fisiopatoldgicos ndo cognitivos envolvidos entre as duas.

As hipéteses que afirmam essa correlagdio sugerem pontos de convergéncia
fisiopatologicas tanto periféricas como centrais. Por exemplo, o envolvimento de
neurotransmissores monoaminérgicos, do sistema nervoso autonomo, do controle
hidroeletrolitico, de alcas enddcrinas, como o eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal (HPA),
da resposta inflamatéria (producdo de citocinas) e das neurotrofinas, hipoteses nao
necessariamente isoladas. Nos tltimos anos, o estudo da interacdo entre a hiperativagao
do eixo HPA como condicdo pds-estresse causada pelo IM e a producdo de citocinas
pro-inflamatdrias apds evento isquémico em ratos, tem mostrados resultados
significativos, corroborando a evidéncias antigas inerentes a distirbio cardiovascular e



depressivo.

Outro fator tém sido foco recente de estudos. As neurotrofinas, extremamente
importantes para a manutengao, sobrevivéncia, proliferacdo e riqueza dendritica de
neuronios em regides envolvidas no surgimento de sintomas comportamentais. A
diminuicdo dos niveis periféricos e centrais destas proteinas é relatada em diversos
modelos experimentais de estresse e depressao, principalmente em regides importantes
para a fisiopatologia desta tltima, como o hipocampo. Autores citam ainda influéncias
das citocinas e do eixo HPA na sintese destas neurotrofinas, principalmente do fator
neurotr6fico derivado do cérebro, ou BDNF (brain derived neurotrophic factor) o que
influenciaria diretamente nos fendmenos envolvidos com plasticidade neuronal e
sindptica.

Uma dos principais limitacoes deste estudo foi dissociar as alteracoes
comportamentais da dependéncia da alteragdes hemodinamicas produzidas em resposta
ao IM. Em outras palavras, poder-se-ia argumentar que as alteragdes comportamentais
seriam meramente um reflexo da limitacdo motora induzida por IM e nao de fatores de
integracdo que culminariam nos sinais analogos a depressdao. Embora essa hipotese nao
esteja completamente descartada, acredita-se que o método experimental utilizado tenha
enfraquecido essa hipotese. Para tanto, utilizou-se de dois protocolos, um a curto e outro
a longo prazo.

Logo, este trabalho discute a hipotese de uma nova via responsavel pelo surgimento
de sinais analogos a depressdao apos IM. Sugere-se que as alteracOes neuroimunes e
neuroendocrinas ocorridas pés — IM induzam diretamente a modulacdes dos niveis de
BDNF no hipocampo. Esta alteracdo, por sua vez, seria responsavel pela diminuicao da
neurogénese, o que culminaria no aparecimento de sintomas analogos a depressao.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Infarto do Miocardio
2.1.1. Caracteristicas gerais

O IM, em humanos, é definido como processo de necrose (morte tecidual) de
parte do musculo cardiaco, por falta de aporte adequado de nutrientes e, principalmente,
oxigénio. E causado por reducdo parcial ou total do fluxo sanguineo das artérias
coronarias, de magnitude e duracdo suficientes para ndo ser compensado pelas reservas
celulares locais (Erhardt et al, 2002). Sobrevivendo a lesdo, o individuo tem o
miocardio afetado substituido por cicatriz fibrosa neovascularizada e transmural, de
caracteristicas afuncionais, constituido em sua grande parte por fibrécitos e fibras
colagenas (Factor, 1990)

O sintoma tipico doIM é a dor/desconforto intenso retroesternal, que pode se
manifestar de varias formas, como aperto, pressao, peso e queimacao. Na maioria das
vezes, ¢ acompanhado por nduseas, vomitos, sudorese intensa e palidez, podendo se
desenvolver para quadros mais graves, onde o paciente perde a capacidade motora neste
caso, levando a 6bito na maioria das vezes (Wijesinghe et al, 2008). Em alguns casos,
ocorre 0 chamado IM silencioso, que s6 pode ser identificado, caso um exame
diagnostico seja feito no momento do da isquemia. Nos individuos em que a area
necrosada supera 40% de massa ventricular esquerda, o IM pode evoluir para quadros
de edema pulmonar agudo, choque cardiogénico e mais comumente insuficiéncia
cardiaca congestiva (ICC) (Erhardt et al, 2002).

Dentre todos os exames diagndsticos existentes para identificar pacientes
infartados, os mais utilizados sdo o eletrocardiograma (ECG) e a identificacdo de
marcadores sanguineos de necrose, sendo o0s mais comuns a fracdo de
creatinofosfoquinase-MB (CK-MB) e a troponina (T) (Kumar et al, 2009).

2.1.2. Epidemiologia

O IM é a condicao médica de maior mortalidade no mundo e estima-se que, nos
dias atuais, aproximadamente trinta e dois milhdes de pessoas desenvolvam-na
(Osvaldo & Lourenco, 2016). Paises desenvolvidos possuem maior incidéncia, e nas
ultimas décadas, tem sido observado aumento consideravel de casos em regioes em
desenvolvimento, como na América do Sul e continente africano, principalmente em
zonas urbanas( Steyn et al, 2005; Lanas et al, 2007). No inicio da década de 90, mais de
20% de todas as mortes por ano na América Latina ja haviam sido causadas por doencgas
cardiovasculares e a expectativa era que esse numero continuasse a crescer por muitos
anos (Lanas et al, 2007). Atualmente, no mundo, o nimero total de mortes por ano
chega a oito milhdes (Osvaldo & Lourenco, 2016) Dentre todos os fatores de risco,
observa-se que a obesidade, sedentarismo, diabetes mellitus, dislipidemia, alcool,
tabagismo e a hipertensao sao os mais importantes (OMS, 2015). A Figura 1 mostra, no



ano de 2011, em homens e mulheres, a prevaléncia de IM dentre as doencgas
cardiovasculares mais comuns (OMS, 2011).
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Prevaléncia do IM nas doengas cardiovasculares

Figura 1: Prevaléncia do IM entre as doencas cardiovasculares no ano de 2011, separado em
homens e mulheres. Adaptado de OMS, 2011.

2.1.3. Aterosclerose

Em humanos, o IM é causado principalmente pelo fendomeno conhecido como
aterosclerose. Este se caracteriza por processo continuo de formacao de placas ricas em
gordura, colesterol e fibras coldgenas, chamadas de ateromas, que envolvem
principalmente a camada intima de artérias coronarias de tamanho médio e grande
(Kumar et al, 2009). Esta agregacdo de placas a parede arterial inicia-se na infancia e
progride sem manifestar sintomas durante toda a vida (McGill et al, 2000), podendo
provocar oclusao parcial ou total da luz tubular, sendo altamente vulneraveis a erosoes e
rupturas (White et al, 2008; Kumar et al, 2009). Em tecidos que ndo suportam por
muito tempo condicdes como a hipoxia ou an6xia, como cérebro e coracao, esta oclusao
pode trazer sequelas graves ou levar a morte. Os fatores de risco para o
IM, citados anteriormente, contribuem diretamente para as lesdes e disfuncdes no
endotélio dos vasos sanguineos, criando o ponto central do processo aterosclerético
(Kumar et al, 2009). Essa disfuncdo endotelial caracteriza-se principalmente por uma
reducdo na biodisponibilidade de 6xido nitrico e uma produgdo excessiva de endotelina
1, causando prejuizos para a homeostase vascular, aumentando da expressdo de
moléculas de adesdo e possibilidade de formacdo de trombos sanguineos devido a
secrecdo de diversas substancias localmente ativas (Kumar et al, 2009). A progressao
do processo aterosclerético acontece por aumento de células inflamatorias que se



conectam a moléculas de adesdo endotelial no subendotélio vascular, se transformando
em macrofagos, que oxidam basicamente lipoproteina de baixa densidade (LDL),
formando filamentos de gordura. Os macréfagos ativos estimulam a liberacao de fatores
quimiotaxicos e citocinas (proteina quimiotatica de monocitos, TNF-a e interleucinas,
como IL-1f e IL-6) que perpetuam o processo de recrutamento de macro6fagos e células
lisas musculos-vasculares, desenvolvendo cada vez mais o tamanho da placa (Kumar et
al, 2009). Sabe-se que os macrofagos produzem a enzima que digere a matriz
extracelular, podendo provocar tanto o desprendimento quanto a ruptura da camada
fibrosa da placa de ateroma, levando a reducao da luz vascular e reduzindo a perfusao
microcirculatéria devido ao baixo fluxo corondrio. E importante ressaltar que
aproximadamente 75% dos casos fatais de infarto do miocardio acontecem por ruptura

da camada fibrosa e consequentemente formacdo dos trombos vasculares, e 25% por
desprendimento da placa da parede dos vasos (White et al, 2008; Kumar et al, 2009).
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Figura 2: Fendmeno da aterosclerose. Adaptado de Dardé, 2008
2.1.4. Tratamento do infarto do miocardio

As diferentes estratégias terapéuticas do infarto relacionam-se diretamente com a
ocorréncia ou ndo da elevacdo do segmento ST. Em infartos sem elevacdo do segmento
ST o objetivo da terapia antitrombotica € prevenir a trombose em longo prazo e permitir
que a fibrinolise enddgena dissolva o trombo e reduza o grau de estenose coronariana
(White et al, 2008; Kumar et al, 2009). J& o infarto com elevacdo do segmento ST,
normalmente a artéria esta totalmente ocluida e a técnica inicial mais apropriada é a
reperfusdo imediata por meio farmacolégico ou por cateterismo, com o objetivo de




restabelecer mais rapidamente o fluxo coronariano. No entanto, as terapias anti-
isquémicas ou as que causam hipolipoproteinemia constituem-se em outras formas
terapéuticas, e sdo utilizadas em ambos os tipos de infarto para estabilizar as placas de
ateroma ao longo do tempo (White et al, 2008; Kumar et al, 2009). Contudo,
independentemente do tipo de tratamento observa-se que a mortalidade por infarto do
miocardio com ou sem elevaciao do segmento ST continua elevado, e deve-se
principalmente, a evolu¢do do quadro clinico para insuficiéncia cardiaca, levando ao
obito, a longo prazo, mais de 50% dos pacientes (White et al, 2008)

2.1.5. Insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC)

O tecido miocardico sobrevivente ao IM sofre varias modificagoes
anatomopatolégicas, que podem variar de acordo com a extensao da lesdo e as
caracteristicas do processo cicatricial, desde a fase aguda até periodos mais longos. As
alteracGes abrangem: Hipertrofia muscular, dilatacdo da(s) cavidade (s) atrial (s) e
ventricular (es), doencas valvulares e formagoes de aneurisma. Todas estas, moduladas
a curto, médio e longo prazo por alcas autondmicas e enddcrinas, como o sistema
nervoso autonomo simpatico (SNAS) e sistema renina angiotensina (SRA), levam a
diminuicdo do débito cardiaco, e caracterizam o fenomeno conhecido como
“remodelamento cardiaco” (Pfeffer et al, 1991), levando a insuficiéncia cardiaca, que
diminue o tempo de vida dos individuos afetados por aumentar as chances de morte
subita.

2.1.6. Modelo de infarto do miocardio experimental em ratos

Em 1946, Robert F. Heimburger escreveu pela primeira vez um modelo
experimental do IM em ratos, porém o seu modelo estava baseado numa aplicacdo de
substancia no saco pericardico. Posteriormente, Johns & Olson, em 1954, procuravam
estabelecer um modelo agudo de infarto e descreveram a técnica de Heimbuger mais
detalhadamente, mostrando a distribuicao das artérias corondrias em diferentes animais
de laboratério. Contudo, a técnica de oclusao da artéria coronaria descendente anterior
s6 foi confirmada por Kaufman, Gava e Hill, em 1959, pela publicacdo de dados
morfologicos e histoquimicos da técnica em ratos. Tal modelo experimental ganhou um
detalhamento importante a partir do trabalho de Fishbein e colaboradores, em 1978,
tornando-se uma das referéncias mais citadas para a aplicagdo da técnica. A partir dai,
outros estudos como os de Pfeffer e colaboradores, em 1985 e 1991 também
contribuiram muito para o desenvolvimento do modelo.

2.2. Depressao

2.2.1. Caracteristicas gerais

A depressdo é um transtorno psiquiatrico que afeta pessoas de todas as idades.
Caracteriza-se pela perda de prazer nas atividades diarias, apatia, alteragdes cognitivas



(diminuicdo da capacidade de raciocinio, concentracdio e tomada de decisdes),
psicomotoras (lentiddo, fadiga e sensacdo de fraqueza), alteragdes do sono (mais
frequentemente ins6nia, podendo ocorrer também hipersonoléncia), alteracdes do
apetite (mais comumente perda do apetite, podendo ocorrer também aumento do
apetite), reducdo do interesse sexual, retraimento social, idéias suicidas e prejuizo
funcional significativo (Del Porto et al, 1999; Seligman, 1992; Gorman, 2010).
Diferencia-se do humor "triste", por se tratar de uma condi¢do duradoura (a maior parte

do dia, quase todos os dias, por pelo menos duas semanas), de maior intensidade ou
mesmo por uma tristeza de qualidade diferente da tristeza habitual, acompanhada de
sintomas especificos e que trazem prejuizo a vida (DSM — V).

Dentre os fatores causadores, os mais comuns sdo os psicossociais, relacionados
principalmente com a qualidade de vida, como a perda de familiares, soliddo, alteracdes
de convivéncia e em relacionamentos no ambiente de trabalho e vida pessoal, baixos
niveis de socializagcdo etc. (Seligman, 1992). Outros fatores, como os traumas, 0 usO
excessivo de farmacos (betabloqueadores, benzodiazepinicos, corticosteréides, anti-
histaminicos, analgésicos e “antiparkinsonianos”) e o vicio em drogas como cocaina e
maconha, constituem formas menos comuns de adiquirir a depressao (Del Porto et al,
1999).

2.2.2. Epidemiologia

Atualmente, a depressao € o transtorno psiquiatrico de maior prevaléncia. Cerca
de 350 milhdes de pessoas sofrem cronicamente de depressdio no mundo e, por ano,
aproximadamente 4 milhdes pessoas se suicidam em casos de doenca severa. (OMS,
2015). Estima-se que 28 % da populacao total de paises desenvolvidos e 20% de paises
subdesenvolvidos ja tenham passado por episodios depressivos. Além disso, a respeito
da parte da populacao que nunca passou por um episodio, 15% é susceptivel de sofrer
de depressao nos paises desenvolvidos, numero que reduz a 11 % nos paises
subdesenvolvidos (OMS, 2015). Na Franca, um dos paises com o maior nimero de
casos, cerca de 30% da populacdo ja apresentou algum tipo de sintoma. Em 1999, as
doencgas mentais como um todo correspondiam a 11 % de DALY (Disability Adjusted
Life Years = soma de anos de vida potencialmente perdidos por mortalidade prematura
ou incapacitacdio) no mundo ocidental, sendo a depressdio a maior causa de
incapacitacdo. Acreditava-se que, isoladamente, atingiria o segundo lugar de DALYs,
valor correspondente a aproximadamente 15% até o ano de 2020 (OMS, 2001).
Atualmente, a depressao ja é a segunda causa em individuos entre 15 e 44 anos (OMS,
2008).

Estes numeros tem grave impacto economico. Na Europa e na América, a
depressdo ¢ umas das maiores causas de trabalho perdido (Ormel, 2004). Nos Estados
Unidos, os custos anuais com a depressdao ja se aproximam dos 30 a 40 bilhdes de
délares (NIMH, 2011).



A mortalidade dentre os pacientes com depressao é de aproximadamente 10 a 15
%, sendo o suicidio uma das maiores contribui¢des para esse numero. (Schloss & Henn,
2004).

2.2.3. Tratamento da depressao

Diversos tipos de estratégias terapéuticas sdo utilizados para o tratamento da
depressdo. Dentre os tratamentos mais comuns estdo os farmacos antidepressivos e a
eletroconvulsoterapia (ECT) (Nemeroff & Owens, 2002). No uso dos farmacos, a
demora do efeito terapéutico, a dependéncia quimica, a persisténcia ou recidiva dos
sintomas e o alto nimero de suicidios constituem as principais desvantagens deste tipo
de tratamento (Blier, 2003). A ECT é utilizada para individuos com depressdo grave e
que nao tiveram resposta satisfatéria ao tratamento medicamentoso (Salleh et al, 2006).
Devido a metodologia, s6 é usada em casos extremos, quando o suicideo é iminente
(Fregnil & Pascual-Leone, 2011).

Dentre os farmacos descritos na literatura, os antidepressivos triciclicos (ADTS),
inibidores da monoaminoxidase (IMAQOs) e os inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (IRSs) sdo os mais utilizados na clinica médica (Bauman, 2007). Os ADTs
(Imipramina, Clomipramina, Desipramina, Amitraptilina, Nortriptilina) atuam
bloqueando a recaptacao das monoaminas pelas terminagdes nervosas por competicao
pelo sitio de ligacdo dos seus transportadores. Possuem maior efeito sobre a NE e 5HT e
menor efeito sobre a DA. Além de seus efeitos sobre as monoaminas, a maioria dos
ADTs atuam como agonistas em receptores colinérgicos muscarinicos, histaminicos e
de 5HT pés-sindpticos. Causam muitos efeitos colaterais, principalmente em razao da
interferécia sobre o controle autonémico (Rang & Dale, 2006). Os IMAOs (Fenelzina,
Tranilcipromina, Iproniazida) foram um dos primeiros farmacos introduzidos na clinica
médica. Causam inibicdo irreversivel da enzima monoamina oxidase (MAO),
importante enzima que degrada todas as monoaminas. Por ter grande espectro de acao,
também causam diversos efeitos indesejaveis (Fisar et al, 2010). Este farmacos foram
rapidamente substituidos pelas classes mais recentes de antidepressivos.

Os IRSs (Fluoxetina, Fluvoxamina, Paroxetina, Citalopram, Sertralina) sdao os
farmacos mais prescritos atualmente na clinica médica (Meyer, 2012). Atuam nos
recaptadores pré-sinapticos de 5-HT (SERT) (Moreno et al, 1999), inibindo a recaptacao
da mesma, aumentando a concentracdo nas fendas sindpticas. Por mostrarem maior
seletividade pela recaptacio de 5HT em relacio a NA e DA, possem menor
probabilidade que os ADTs de causarem efeitos anticolinérgicos, e sdo tdo eficazes
quanto os ADTs e IMAOs para tratarem a depressdo, principalmente em casos
moderados (Rang & Dale, 2006; Goodman & Gilman, 1996). Por essas caracteristicas,
constituem a melhor estratégica terapéutica para pacientes com depressao,
principalmente em casos onde ha concomitancia com outras doencas (Koelch et al,
2011).



Nas ultimas duas décadas, novas teorias fisiopatologicas surgiram a respeito do
surgimento da depressdo, seja esta primdria ou concomiante a outra doenga. Por serem
consideravelmente novas, despontam como potenciais novos focos terapéuticos.

2.3. Epidemiologia da relacao entre IM e a depressao

Atualmente as doencas cardiovasculares em geral e a depressao representam uns
dos maiores problemas de saide mundial, gerando milhares de vitimas (Johnson &
Grippo, 2006; Kala et al, 2016). Observa-se que, muitas das vezes, o IM leva a
alterac0es comportamentais que evoluem para a depressao (Kala et al, 2016), podendo o
inverso também ocorrer, ja que os individuos que apresentam sintomas
comportamentais compativeis com a depressdo desenvolvem um enorme risco do
surgimento de doencas cardiovasculares (O’Neil et al, 2016; Du et al, 2016).

Estudos recentes mostram que o0s pacientes com algum tipo de doenga
cardiovascular apresentam maiores chances de desenvolverem depressao quando
comparados aos individuos saudaveis (Johnson & Grippo, 2006). No final da década de
1980, dos individuos que sobreviveram ao IM, 45% dos casos desenvolveram depressao
(Schleifer et al, 1989). No inicio do século XXI, naqueles pacientes que apresentaram
ICC, este numero chegou a 50%, (Freedland et al, 2003). Por outro lado, Pratt e
colaboradores, em 1996, relataram que pessoas que nao apresentavam nenhum tipo de
problema cardiovascular, mas que desenvolveram depressao, foram quatro vezes mais
suscetiveis a sofrer algum tipo de evento cardiaco patolégico, quando comparados as
que nunca tiveram alteragdes no humor.

Em funcdo dessa intima relacdo entre depressdo e infarto, alguns autores
estudam pontos de convergéncia entre a etiologia ou a progressdo patolégica de cada
doenca, em diversas linhas, descrevendo fatores comuns para os disturbios
cardiovasculares e psiquiatricos (Johnson & Grippo, 2006; Bantsiele et al, 2009;
Almeida et al, 2015; Dhar & Barton, 2016).

A Figura 3 define os trés modelos que levantam a hipdtese da relacdo entre
doenca cardiovascular e depressao, sugerida por Johnson e Grippo (2006). Na primeira
hipotese, uma lesdo como causa principal da segunda. Na segunda hipdtese, as duas sao
causadas por um fator comum. Na terceira, uma das duas afeccOes gera um fator
comum, no qual é responsavel pelo surgimento da outra.



Modelo 1: Fator de sinalizagao como subproduto da outra desordem
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Adaptado de Johnson & Grippo, 2006

Figura 3: As trés hipéteses inerentes ao surgimento entre IM e depressdao. Adaptado de Johnson
e Grippo, 2006.

2.4. Fisiopatologia da relacao entre IM e a depressao

2.4.1. Teoria das monoaminas

No século passado, as principais teorias relativas a base biolégica da depressao
situaram-se nos estudos sobre neurotransmissores cerebrais e seus receptores, embora
mais recentemente outras areas estejam sob investigacao.

As monoaminas constituem a principal hipétese envolvendo os
neurotransmissores cerebrais. Elas se dividem em catecolaminas: dopamina (DA) e
noradrenalina (NE), e numa indolamina: a serotonina (5-HT). Esta baseia-se no conceito
da deficiéncia das mesmas, como a causa da depressdo. A primeira hiptese aminérgica
de Schildraut, 1965 e Bunney e Davis, 1965, foi denominada hipotese
catecolaminérgica, pois propunha que a depressdo se associava a um déficit das
catecolaminas, principalmente a NE. Posteriormente, surgiram a hipotese serotonérgica,
de Van Praag e Korf, 1971, e a hipdtese dopaminérgica de Wilnner, 1990, que tiveram
grande impulso devido ao desenvolvimento dos IRSs e devido ao envolvimento da DA
e 5-HT nos fendmenos de recompensa cerebral.



2.4.2. Teoria neuroimuno - neuroendocrina

O eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal (HPA) é caracterizado como o “sistema
hormonal do estresse” (Johnson & Grippo, 2006). Selye e seus colaboradores, em 1955,
deram inicio a estudos inovadores, onde observaram a existéncia de vias no Sistema
Nervoso Central (SNC) contendo fator de liberagao corticotréfico (CRH) (Ceccatelli et
al, 1989), e que este era muito ativo em dareas como os nucleos da rafe e o locus
certileos. Posteriormente, o mesmo autor também demonstraria a conexao entre o
estresse comportamental e o eixo HPA (Selye, 1955). E importante ressaltar que, neste
eixo, o CRH exerce um papel principal no controle da liberacdo de horménio
adrenocoticotréfico (ACTH) pela hipéfise, regulando dessa maneira a liberacdo de
glicocorticdides e mineralocorticoides pela adrenal.

Nos ultimos anos, alguns grupostém estudado o papel da responssividade ao
estresse, do comportamento, da disfuncao neuroendécrina, e de alteragdes imunologicas tanto em
modelos animais de depressdo (Willner 1997; Willner 2005) como em modelos de doenca cardiovascular
(Francis et al, 2001; Felder et al, 2003) . Estas investigagdes proporcionam uma visio sobre as
alteragoes enddcrinas e imunoldgicas que sdo comuns a ambos. Num estudo envolvendo o modelo de
estresse cronico de restricao (chronic mild stress), Grippo et al, 2005, validaram a hip6tese de disfuncao
neuroendocrina e neuroimune na depressdo (Figura 4). A exposicdo de ratos machos adultos a quatro
semanas de restricio e do estresse imprevisivel (unpredictable stress) induziram ao aparecimento de
sintomas anéalogos a depressdo, como anedonia experimental (através da diminuicdo do consumo de
solucdo de sacarose) e levou a disfungdo do eixo HPA, a ativacdo do SRA e a sintese de citocinas pré-
inflamatdrias. Outros grupos ainda afirmam que as concentracdes de citocinas, como TNF-a, IL-1f e IL-6
aumentam tanto no plasma como no SNC de roedores (Francis, 2004a; 2004b). Interessantemente, 0
aumento dos niveis destas citocinas correlaciona-se diretamente com o aumento dos indices de anedonia
(Grippo, 2005).

Os fatos supracitados sugerem que a interacdo de fatores neurohumorais, tais como as citocinas,
com processos centrais, como a ativacdo do eixo HPA, pode influenciar tanto na condi¢do cardiovascular
como em estados comportamentais, mais especificamente na depressdo. A acdo do TNF-a na funcdo
cardiovascular po6s - IM aparece bem descrita, contribuindo para disfuncado ventricular esquerda, elétrica e
mecanica, surgimento da cardiomiopatia hipertréfica e dilatada e surgimento de edema pulmonar (Ono et
al, 1998; Chung et al, 2003; Cush et al, 2004). No comportamento, pouco se definiu sobre papel do
aumento da concentracdo destas citocinas no eixo HPA, na ativacdo de vias centrais especificas e no
surgimento dos sinais analogos a depressao.
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Figura 4: Via neuroimuno/neuroenddcrina da depressao apos injuria cardiovascular. O

IM leva a ativacao de fatores neurohumorais, que levam a sintese de citocinas pré-inflamatorias e a
hiperativacdo do eixo HPA. Tais alteracOes em conjunto induzem ao surgimento de sinais andlogos a

depressdo. Jonhson e Grippo, 2006.

Receptores desta citocinas, mais precisamente de TNF-a, IL-1, IL-2 e IL-6, tém
sido encontradas no hipocampo e hipotalamo de roedores. Os caminhos de comunicag¢ao
precisos entre o envolvimento cardiovascular e central ainda ndo foram muito bem
elucidados, mas algumas rotas ja foram propostas, como a participacdao de orgaos
circumventriculares e a acdo paracrina em hipocampo e hipotalamo, como mostra a
figura 5 (Turnbull e Rivier, 1999). As citocinas influenciam também diretamente na
acdo de neurotransmissores envolvidos na fisiopatologia da depressdao, como as
monoaminas (Zalcman et al,1994;Anismam et al, 2008).



Adaptado de Turnbull e Rivier, 1999

Citocinas = Hiperativagdo do eixo HPA
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Figura 5: Vias de comunicacdo entre citocinas periféricas e centrais no eixo HPA. Dentre as mais
estudas, a acdo direta na hipofise e adrenal, a participacdo de 6rgdos circumventriculares e, mais
recentemente, a sintese local no hipotdlamo. Adaptado de Turnbull e Rivier, 1999)

A hiperativacao do eixo HPA em modelos de estresse agudo e cronico tornou-se
uma das principais vertentes a respeito do surgimento da depressao humana (Watson e
Mackin, 2007). Em roedores, modelos de estresse com niveis elevados de corticosterona
demonstraram  induzir comportamentos analogos a depressdo em testes
comportamentais, principalmente pela diminuicao significativa no consumo de sacarose
no teste de preferéncia por sacarose e pelo aumento do tempo de imobilidade no teste do

nado forcado e no teste de suspensdo pela cauda (Casarotto et al, 2007; Crupi et al,
2010).

Uma das explicacOes atuais para a associacao entre comportamento depressivo e
altas concentracoes de ACTH , CRH e a corticosterona, é o envolvimento direto destes

horménios na expressio de uma familia de proteinas no SNC, denominadas
neurotrofinas.

2.5. Neurotrofinas

Em 1953 foi identificada a primeira neurotrofina, o Fator de Crescimento do
Nervo (Nerve Growth Factor — NGF) (Lessmann et al., 2003). Esta descoberta ampliou
o horizonte da neurobiologia para a identificagdo e elucidacdo de suas fungdes celulares.
Trinta anos apds a identificacdo do NGF, em 1982, outro protétipo foi isolado em



neuronios do sistema nervoso autonomo de porcos, chamado de Fator Neurotréfico
Derivado do Cérebro (Brain-Derived Neurotrophic Factor — BDNF). A partir de entdo,
quatro membros adicionais da familia das neurotrofinas foram identificados:
Neurotrofina-3 (Neurotrophin-3 — NT-3) em 1990, Neurotrofina-4/5 (Neurotrophin-4/5

— NT-4/5) em 1991, Neurotrofina-6 (Neurotrophin-6 — NT-6) em 1994 e Neurotrofina-7
(Neurotrophin- 7 — NT-7) em 1998 (Lessmann et al., 2003).

A descoberta dos receptores das neurotrofinas ocorreu varias décadas apds a
identificacdo do NGF, e, sem divida, foi um avanco na neurobiologia, pois forneceu
ferramentas para a busca das rotas controladas ja conhecidas (Ras, Rap-1, Cdc-42-Rac-
Rho, MAPK, PI-3-kinase e phospholipase-C ou PLC - figura 6C). Estas vias de
sinalizacdo intracelular moduladas pelas neurotrofinas estdo envolvidas ndo apenas em
mecanismos patolégicos relacionados a doengas, como também na modulagdo no
fendomeno de plasticidade neuronal fisiolégica, no que diz respeito a sobrevivéncia,
manutencao, riqueza dendritica e proliferacao de novos neurdnios. Como exemplo, cita-
se a ativacdo de MAPK na regido do CA1 do hipocampo de roedores pelo NGF,
aumentando a proliferacdo de células granulares (Walz et al., 2000).

A familia dos receptores tirosina-quinases — Trk — é composta por trés receptores
que podem ser ativados por uma ou mais neurotrofinas (figura 6A): NGF, BDNF, NT-3
e NT-4/5. Os receptores do tipo TrkA, TrkB ou TrkC possuem afinidade,
respectivamente, por NGF, BDNF ou NT-4/5 e NT-3. O receptor pan-neurotrofina,
p75NTR (figura 6B ) regula a resposta aos receptores Trk. Na presenca de p75NTR, o
NT-3 é muito menos efetivo em ativar a TrkA, e o NT-3 e o NT-4/5 sdo muito menos
efetivos em ativar a TrkB. De forma oposta, a presenca de p75NTR aumenta a
especificidade do TrkA e do TrkB aos seus ligantes primdrios, NGF e BDNF,
respectivamente (Huang e Reichardt, 2003). Estudos sobre as relag0es entre as
neurotrofinas, seus receptores e os seus efeitos ainda estio em andamento e muito
precisa ser compreendido, justamente devido a grande complexidade destas relacdes,
além das cascatas especificas que os ativam.
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Figura 6: A: Tipos de receptores das neurotrofinas. B: Funcdo moduladora do receptor p75 na
afinidade do receptor TrKp. C: Principais vias de sinalizacdo pos ativacdo de receptores do tipo
TrK e p75. Adaptado de Chao et al, 2003.

Diversos estudos nas ultimas duas décadas tém sugerido que a inducdo do
BDNF/TrtkB é um dos mecanismos responsaveis pelos efeitos terapéuticos dos
estabilizadores do humor e dos antidepressivos (Coyle e Duman, 2003; Nibuya et al.,
1995). Por exemplo, tem sido demonstrado que o uso de antidepressivos modulam a
fosforilacao do receptor TrkB e do fator de transcricio CREB, responsavel pela sintese
de pr6 - BDNF (Einat et al., 2003; Rantamaéki et al., 2006).

2.6. BDNF

Como supracitado, o BDNF foi descoberto em 1982 (Barde et al., 1982) como
a segunda de uma familia de moléculas com atividade neurotréfica cuja primeira a ser
identificada foi o NGF (Levi- Montalcini e Hamburger, 1951). O BDNF é considerado a
principal neurotrofina do SNC, sendo produzido principalmente pela glia e pelos
nucleos neuronais. Tem grande expressao no hipocampo, cértex pré-frontal, amigdala e
cerebelo (Shimizu et al., 2003). Nestas regioes, 0o BDNF faz a modulacdo de diversas



funcdes sinapticas, induzindo estimulo a maturagdo, nutrigao, crescimento e integridade
neuronal.

2.6.1. BDNF na depressao

Ao longo da tltima década, as hipdteses inerentes a depressao como resultado da
diminuicdo dos niveis de BDNF e a acdo antidepressiva deste fator tém sido altamente
influentes. A administracdo de BDNF foi associada a atividade antidepressiva em varios
modelos de depressio em roedores (Lyons et al, 1999; Siuciak et ai, 1996, 1997) e,
somado a isto, um aumento de sua expressao no hipocampo foi relatado em diferentes
tratamentos antidepressivos (Nibuya et al, 1995). De modo inverso, a supressao de
BDNF mostrou ter efeitos depressivos claros (Smith et al, 1995).

Sabe-se que o BDNF pode desempenhar um papel importante na depressao
induzida pela ativacdo de algas neuroenddcrinas, como o eixo hipotdlamo - hipéfise —
adrenal (Dwived et al, 2006). Estudos in vivo relataram que o tratamento com
corticosterona exégena provoca um significativo decréscimo na sintese de BDNF no
hipocampo e cortex pré-frontal (Schaaf et al, 1998; Dwived et al, 2006; Jacobsen e
Mogrk, 2006), regioes do SNC criticamente envolvidas na regulacdao das emocoes,
motivacdo, aprendizagem e memoria. Estudos in vitro demonstraram também que o
tratamento com corticosterona diminuiu significativamente a sintese de BDNF em
cultura primaria de neuronios do hipocampo (Li et al, 2007, Yu et al, 2004). Como
exemplo, Jacobsen e Mgrk, 2006, observou diminui¢ao das concentracdes plasmaticas
de BDNF apos vinte e um dias de tratamento com corticosterona exogena (32 mg/kg,

s.c.) no hipocampo de ratos adultos. Mao et al, 2012, também observou diminuicao das
concentracoes de BDNF, em ratos submetidos a administracoes diarias (vinte e um dias)
de corticosterona (40 mg/kg, s.c.). Além disso, ap6s a ultima administracdo deste
protocolo comportamental, foram observadas diminui¢do do consumo de sacarose e
aumento do tempo de imobilidade no teste do nado forcado, confirmando as alteragoes
no comportamento.

Os antidepressivos também sdao capazes de aumentar os niveis séricos de BDNF
(Frey et al., 2006). A administracdo cronica de antidepressivos aumenta a expressao no
hipocampo e coértex pré-frontal (Duman et al. 2000). Os antidepressivos ISRS atuam
através de mudancas adaptativas na transducado de sinal intracelular (Nestler et al., 2002;
Gonul et al., 2005). Por exemplo, a serotonina tem efeitos protetores neuronais através
da ativacao do AMPc e CREB, que levam a expressao do BDNF (Zuccato e Cattaneo,
2007).

O ACTH e o CRH também mostraram influenciar de forma direta nos niveis de
BDNF, ndao s6 pela influéncia na acdo da corticosterona, (Tapia et al, 2004;
Martinowich et al, 2007). Jeanneteau et al, 2012 e Dolotov et al, 2006, mostram niveis
hipotalamicos e plasmaticos, respectivamente, de CRH e ACTH em ratos que
apresentam niveis hipocampais diminuidos de BDNF. Tais afirmativas elucidam um
importante mecanismo contra-regulatério entre estes fatores, importante para a



manutencao da homeostase (Otten et al, 1979; Tapia et al, 2004; Martinowich et al,
2007; Jeanneteau et al, 2012).

2.7. Hipocampo e a Depressao

Embora tradicionalmente relacionado a processos cognitivos como aprendizado
e memoria (Riedel et al, 2001), o hipocampo esta envolvido também com a resposta ao
estresse (Lathe, 2001). Ele é ativado por diferentes estressores (Lathe, 2001) e participa
do processamento de informacOes em eventos ameacadores (Gray e McNaughton,
2000). O hipocampo possui grande densidade de receptores para corticosterona, CRH e
ACTH que, quando ativados, inibem a atividade do eixo HPA, limitando a resposta ao
estresse (Herman e Cullinan, 1997). Além disso, ele também pode se tornar um alvo
para os efeitos deletérios do estresse.

A exposicdo a estressores significantes induz remodelamento dendritico em
células piramidais hipocampais (Magarinos et al, 1997) e diminuicao da neurogénese no
giro denteado do hipocampo de animais de laboratério, incluindo primatas (Gould et al,
1999) Estas alteracoes parecem ser mediadas pelo aumento de corticosterdides que
acompanha os eventos de estresse (Sapolski et al, 1990), ja que a remocao das adrenais
previne a inibicdo da neurogénese induzida pelo estresse (Tanapat et al, 2001)

Em humanos, niveis elevados de cortisol durante a vida levam a atrofia
hipocampal (Lupien et al, 1998) e tém sido relacionado a déficit cognitivos observados
em pacientes deprimidos (Sheline et al, 2003). Drogas antidepressivas previnem a
atrofia hipocampal nesses individuos (Sheline et al, 2003). Em ratos, o tratamento
cronico com essas drogas aumenta a neurogénese (Malberg et al, 2000; Duman et al,
2001) e a sintese de BDNF no hipocampo.

Recentemente foi demonstrado que o bloqueio radiol6gico da neurogénese
hipocampal impede o desenvolvimento dos efeitos comportamentais dos
antidepressivos em camundongos (Santarelli et al, 2003) e que animais com niveis
diminuidos de BDNF ou alteracdes nos seus receptores nao respondem a estas drogas
(Saaralainen et al, 2003). Isto sugere que o efeito terapéutico dos antidepressivos
depende da presenca da neurotrofina.

Os fatos supracitados indicam que eventos estressantes teriam um efeito
neurotdxico sobre o hipocampo, provavelmente mediado hiperativacao do eixo HPA e
pela diminuicdo dos niveis de BDNF, predispondo ao desenvolvimento da depressdao
(Brown et al, 1999; McEwen, 2000).

Estudos neuroquimicos e eletrofisiolégicos mostram que o processo de
neurogénese no hipocampo gera neurdnios funcionais e integrados aos circuitos
hipocampais (van praag et al, 2002). Eles poderiam repor a perda de outros neuronios,
conferindo maior plasticidade. Os novos neurdnios sdao mais susceptiveis a sofrerem



potencializacdo de longa duracdao no hipocampo (LTP), um fendmeno relacionado ao
aprendizado e a memoria (Snyder e Kee, 2001; Shors et al, 2001), portanto, estas novas
células poderiam estar envolvidas no processamento de tarefas cognitivas (Gould et al,
1999). SituacGes de estresse poderiam, por inibir a neurogénese, prejudicar a aquisicdo e
consolidacao de respostas adaptativas que facilitariam o desempenho frente a fatores de
estresse ja conhecidos.

2.8. A Neurogénese no Infarto do Miocardio

Até hoje, apenas alguns grupos relatam a influéncia do IM sobre a neurogénse
de estruturas limbicas importantes na depressao. Hwang et al, 2009 relatam diminuicao
do nimero de células proliferadas no hipocampo em ratos submetidos ao IM
experimental, através da técnica de imunohistoquimica para deteccao de Ki-67, um fator
endogeno e marcador da neurogénese. Wann et al, 2007, relataram aumento da apoptose
em células hipocampais, pos — IM e Kaloustian et al, 2008, relataram estas alteracoes a
suposta diminuicdo da sintese de BDNF. Experimentalmente, nenhum destes associou
estas alteracOes a mudancas neuroimunes e neuroenddcrinas, como a producao de
citocinas e a hiperativacdo do eixo HPA. Somado a isto, ndo utilizaram de um protocolo
a curto e longo prazo para tal elucidacdo em tempos distintos. Esta auséncia de estudos
abre uma enorme lacuna, gerando diversos questionamentos sobre o modelos de
depressdo pos — [M.



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos Gerais

1- Avaliar, num protocolo de quatro e outro de vinte e cinco dias, o
comportamento de ratos submetidos ao IM experimental.

2- Quantificar, nos mesmos protocolos, a concentracdo de citocinas pro-
inflamatérias, de hormonios do eixo HPA, e dos niveis de BDNF.

3- Avaliar a influéncia do IM e da depressao na neurogénese hipocampal.
3.2. Objetivos Especificos

1- Confirmar se o0 modelo de IM em ratos induzido por ligadura da artéria
corondria esquerda induz a alteracOes comportamentais analogas a depressao humana,
através do teste de campo aberto, do teste do nado forcado , e do teste de preferéncia por
sacarose, num protocolo realizado a curto prazo (quatro dias) e outro a longo prazo
(vinte e cinco dias)

2- Quantificar os niveis de TNF-a no musculo cardiaco, no modelos de
depressao pos-IM, nos mesmos protocolos supracitados.

3- Quantificar as concentracdes de TNF-a e IL-1p no plasma, nos mesmos
protocolos.

4- Quantificar os niveis de TNF-a e IL-1f no hipotdlamo, nos mesmos
protocolos.

5- Avaliar o perfil do eixo HPA no modelos de depressao p6s-IM, através da
mensuracdo dos niveis de horménio liberador de corticotrofina (CRH) no
hipotalamos e das concentracoes plasmaticas de  hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH) e de corticosterona, nos mesmos protocolos
supracitados.

6 - Quantificar, no modelos de depressao pds-IM, os niveis de BDNF
hipotalamicos, nos mesmos protocolos supracitados.

6- Avaliar, no modelo de depressio pés-IM, a neurogénese no hipocampo,
através da avaliacdo imunohistoquimica da protaina ki-67, marcador de
proliferacdo neuronal, nos mesmos protocolos supracitados.



4. MATERIAL E METODOS
4.1. Animais

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizados ratos machos Wistar (200 a
250g), obtidos do biotério central do Departamento de Ciéncias Fisiologicas (DCFis) da
UFRRJ. Todos os animais foram mantidos no biotério de experimentacdo do DCFis,
com temperatura controlada (~22°C), exposicao didria de 12 horas ao ciclo claro-escuro
e livre acesso a racao e agua.

4.2. Comité de ética

A presente investigacdo foi submetida e aprovada pelo comité de ética
institucional da UFRRJ (COMEP-UFRRJ — 23083.004741 / 2012-19) e seguiu as
normas propostas pelo Guide for the Care and Use of Laboratory Animals publicado
pelo Instituto de Nacional de Saide dos Estados Unidos (NIH Publication No. 85-23,
revised 1996).

4.3. Grupos

Neste experimento, foram formados dois grupos, em dois protocolos distintos.
Um grupo infartado e outro falso-operado (sham), num protocolo de quatro dias e os
mesmos dois grupos num protocolo de vinte e cinco dias:

Protocolo de 4 dias ., Sham (n = 16)
Infarto (n = 14)

Protocolo de 25 dias  Sham (n =15
Infarto (n = 14)

4.4. Cirurgia de infarto do miocardio

O IM foi realizado como descrito por Johns & Olson (1954) e Selye et al (1960)
e modificado por Olivares et al (2004; 2007; 2012). Apd6s anestesia com isofluorano

(Forane ® Abbott Laboratories, Argentina) em saturacao aproximada de 5% para

inducao e 2% para manutencao em aparato inalatério com bomba respiratéria artificial e
mascara inalatéria manufaturada, os animais foram fixados numa pequena mesa
cirurgica de madeira revestida por formica em decubito dorsal. Apds tricotomia ampla
em nivel toracico, os animais foram submetidos a incisdo da pele ao nivel para-esternal
esquerdo de aproximadamente 11 cm de comprimento, localizada a 1 cm da linha
esternal média, na juncdo dos tercos inferior e médio da distancia entre a clavicula e o
rebordo costal. Em seguida, os musculos peitoral maior e menor foram dissecados
objetivando a visualizacdo do gradil costal esquerdo. Neste momento, foi realizada
sutura em bolsa da pele e dos musculos da regido, deixando o n6 aberto até o término da
cirurgia. Com o auxilio de uma pinca hemostatica (Kelly reta) foi feita a incisdo entre o
4° ou 5 espaco intercostal esquerdo, através do qual o coracdo foi exteriorizado por



meio de uma suave compressdo manual tordcica direita. Apés a localizagdo da artéria
corondria esquerda, a mesma foi ligada com fio de seda 6-0 através de um né duplo o
mais proximo possivel de sua origem na aorta. Em seguida o coracdo foi recolocado em
sua posicdo anatdmica original e o n6 da sutura em bolsa foi finalmente fechado. Apos a
cirurgia, os animais foam submetidos a ventilagdo mecanica através de um pequeno
ambu manufaturado, com o intuito de estimular os movimentos respiratorios
espontaneos. No caso do grupo controle (animais falso-operados / sham) o
procedimento foi semelhante, excetuando a etapa de ligadura da artéria coronaria. Neste
caso, o fio de sutura foi passado pelo musculo cardiaco sem promover o né cirdrgico.

Para a analgesia e antibioticoterapia, foram administrados 10mg/kg do
analgésico opidide Cloridrato de Tramadol (Genéricos Hipolabor) e 0,2mL/rato de
Pentabiético Veterinario® (Fort Dodge Sadide Animal), respectivamente. Apds a
recuperacao da anestesia, isto é, com os animais exibindo atividade motora espontanea e
deambulagdo, os mesmos foram reconduzidos ao biotério.

Figura 7: Exteriorizacdo do coracdo na cirurgia de infarto do miocardio, realizada através da
ligadura da artéria corondria esquerda. Zornoff et al,2009.

4.5. Eletrocardiograma (ECG)

Vinte e quatro horas antes da avaliacdo, os animais foram imobilizados e
tricotomizados em toda a extensdo toracica, sendo acoplado, a cada hemitérax, um
eletrodo de espuma (3M do Brasil Ltda, Sumaré-SP, Brasil) de aproximadamente 1,5
centimetros de diametro, para analise em derivagdo D1. Imediatamente ap0s a cirurgia,

e ainda sob efeito anestésico, os animais foram conectados ao sistema de aquisicdo
eletrocardiografico do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UFRRJ (Amplificador
DP-311/Warner Instruments, Interface Powerlab/ADInstruments), para registro do
ECG. Os sinais foram adquiridos com a velocidade de 10 k-hertz e amplitude com
resolucdo de 32 bits e, para visualizagdo e analise dos registros, foi utilizado o software
Labchart 6.



Todos os animais foram rigorosamente avaliados no mesmo periodo do dia e em
posicdo semelhante, para obter orientagdo coerente e magnitude do vetor cardiaco.

Para confirmagdo do infarto, foram realizados registros de 30 segundos. Os
animais que apresentaram aumento acentuado na amplitude da onda QQ ou presenca de
onda QS foram considerados infartados (Olivares et al, 2007). Ja aqueles que mesmo
ap0s a cirurgia nao apresentaram os padrdes supracitados foram descatados.
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Figura 8: Duas imagens representando os registros eletrocardiogréaficos de um animal
sham (em cima) e de outro infartado (embaixo). Um ECG normal constitui-se onda P,
referente a despolarizacdo atrial, o complexo QRS, a despolarizacdo ventricular e a onda
T, a repolarizacao ventricular. No IM, devido a fibrose ventricular esquerda, a onda R
ndo aparece, configurando um novo complexo, desta vez chamado de QS (Acervo
préprio).

4.6. Teste do campo aberto (TCA)

Descrito pela primeira vez por Archer em 1973, o TCA consiste num aparato
quadrangular de acrilico (100 x 100 x 30 cm), com o assoalho dividido em vinte e cinco
quadrantes de mesmo tamanho (Figura 9). Os animais foram colocados no centro do
campo isoladamente e, durante cinco minutos, exploraram livremente os quadrantes. O
quadrante foi computado logo que o rato o cruzou com ambas as patas traseiras. Foram
avaliados o0s seguintes parametros comportamentais: atividade horizontal,
quantificando-se os quadrantes percorridos, periféricos e central, separaradamente e o
tempo de inatividade. Entre cada teste, a arena foi limpa com solucao etanélica de 5%
(Archer, 1973; Prickaerts et al, 1996; Van der Staay et al, 1990). Os testes foram
realizados em sala escura (luz vermelha), isolada acusticamente e com temperatura ideal
(~22°C), sendo monitorados e gravados por cameras com tecnologia infravermelho.

O TCA ¢é amplamente utilizado para mensuracao da emocionalidade e atividade
exploratoria (Matto & Allikmets, 1999), atividade e capacidade motora, medo



(Courvoisier et al., 1996) e ansiedade (Prut & Belzung,2003). E um dos testes mais
utilizados, juntamente com o Teste de labirinto em cruz elevado, para avaliar a agdo de
drogas ansioliticas (Prut & Belzung, 2003).

Neste experimento, os testes foram realizados um dia antes do término dos
protocolos, ou seja, um dia antes da eutanasia dos animais (trés ou vinte e quatro dias)

Figura 9: Pratica do TCA no DCF (Acervo proprio).
4.7. Teste da preferéncia pela sacarose (TPS)

O TPS é um dos testes mais utilizados para diagnostico de depressdao em
modelos animais. E através deste que é avaliada a presenca ou ndo da anedonia, em
outras palavras, a diminuicdo da busca pelo prazer (Rygula et al, 2005). As
mensuracdes foram realizadas nas quatro semanas que antecederam a cirurgia, para
habituacdo ao teste, entre o primeiro e o segundo dia p6s - IM no protocolo curto e entre
0 vigésimo segundo e vigésimo terceiro dia pés — IM no protocolo longo. Durante o
teste, os animais foram isolados, num periodo de vinte e quatro horas, em pequenas
caixas com as dimensoes 30x20x13 cm, nas quais eram colocadas, a livre escolha, duas
garrafas idénticas, uma contendo solucdo de sacarose a 1% e outra de agua pura
(Casarotto et al, 2007; Sigwalt et al, 2011). O consumo de &gua e sacarose foi
mensurado pelo volume das garrafas antes e ap6s as vinte e quatro horas e, a preferéncia
pela sacarose, calculada pela percentagem do consumo da solugcdo de sacarose pela
ingestdo total de liquido (Rygula et al, 2005). Para prevenir os possiveis efeitos da
preferéncia pela ingestdo num dos lados da caixa, as garrafas eram trocadas de lugar no
teste seguinte, no periodo de habituacdao. Nao houve privagao alimentar durante os testes
e, apos o término, os animais foram realocados em suas caixas habituais e as solugdes
descartadas.

4.8. Teste do nado forcado



O teste de nado forcado foi realizado em duas etapas: um pré-teste, que consiste
em 15 minutos no aparato, vinte e quatro horas antes e do teste em si, conforme descrito
originalmente por Porsolt (1978). O teste consiste em colocar cada animal num tanque
cilindrico de plastico (45 cm de altura diametro X 25 cm) preenchido com 30 cm de
agua mantida entre 22-25°C (Wann et al, 2007; Porsolt et al, 1978), durante o tempo
maximo de 6 minutos (Figura 10). O avaliador marcou o tempo gasto nadando e o
tempo de imobilidade (Wann et al, 2007; Porsolt et al, 1978).

O uso do nado forcado é relatado na literatura em experimentos envolvendo
exercicio fisico, condicionamento e em modelos comportamentais para inducdo a
depressdao (Stevenson et al, 1964; Castagné et al, 2011). Neste experimento, foi
utilizado como modelo de avaliagcdo da depressdo. A principal caracteristica que o inclui
como tal é a desisténcia do animal em querer escapar da agua, caracteristica essa
classificada como desisténcia a vida, sinal anilogo a depressdao psicologica humana
(Borsini et al, 1988)

Neste experimento, o pré-teste foi realizado no segundo dia p6s — IM no protocolo
curto e no vigésimo terceiro dia p6s — IM no protocolo longo.

Fonte: INEC, USP

Figura 10: A: Tlustrativo do teste do nado forcado INEC, USP. B: Prética do teste no DCFis
(acervo proprio).

4.9. Estudo post-mortem

4.9.1. Eutanasia

No quarto dia (curto prazo) e no vigésimo quinto dia (longo prazo) pés-IM, os
animais foram eutanasiados pelo método de decaptacio em guilhotina. Apds
centrifugacdo do sangue em 3.360 g, as amostras de plasma foram armazenadas em
eppendorfs e posteriormentes acondicionadas em frezzer -20°C do DCFis. Os tecidos,



(hipotdlamo, hipocampo e coracdo) foram armazenados também em eppendofs e
acondicionados em frezzer -80°C. O coragao foi dividido em quatro fatias, A, B, C e D,
como descrito por Pfeffer et al (1979). A fatia C foi armazenada em formol a 10% para
histopatologia.

4.9.2. Perfusao

No ultimo dia de cada protocolo apés o procedimento de eutanasia supracitado,
outra parcela dos animais, também de todos os grupos, foram anestesiados
profundamente com tiopental (0,1ml/100g de peso corporal). Apés abertura completa
do térax e exposicdo do coracdo, os animais foram perfundidos com canula
manufaturada com catéter para flebocentese niimero 18, em ventriculo esquerdo (Figura
11), com bomba de perfusio (Modelo EL -500, Insigff Brasil), primeiramente com
uma solucdo composta de dgua destilada, cloreto de sédio, tampao fosfato 0,1 M, pH
7.4 e heparina, para limpar o tecido e evitar a formacdo de coagulos durante a perfusao.
Secundariamente, foram perfundidos pela solucdo fixadora, composta de
paraformoldeido 4% e tampao fosfato 0,1 M, pH 7.4. Apés o término, os encéfalos
foram removidos cuidadosamente da caixa craniana e levados para a p6s-fixacdo por 8
horas, na mesma solucdo de paraformoldeido 4% utilizada durante a perfusdo.
Posteriomente, foram colocados em solug¢do com sacarose a 30% com tampao fosfato-
salino 0,1 M (PBS) e acondicionados em refrigerador do DCFis para futura utilizacdo
(Hoffman et al, 2008).
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Figura 11: Técnica de perfusdo em ratos. A: posicdo para o procedimento e exposicado toracica.
B: Localizacao anatomica e topografia cardiaca para introducdo da cénula. C: Canula em
ventriculo esquerdo de rato. D: Ilustracdo de canula dentro do ventriculo esquerdo e
posicionamento préximo a artéria aorta para perfusdo tecidual adequada.

4.9.3. Histopatologia do coracao

Todos os cortes foram armazenados em alcool absoluto durante 24 horas,
submetidos ao protocolo histotécnico, incluidos e posteriormente “emblocados” em
parafina para corte em microtomo. Apos resfriamento, cortes de aproximadamente cinco



pm foram fixados em laminas histolégicas, sendo posteriormente corados pela técnica
de hematoxilina-eosina (Caldas et al, 2011). Os protocolos seguem abaixo:

Solucoes:

1. Hematoxilina de Harris

Hematoxilina.......cccoeeveeveeniencieenienieeeennenn 0,5g
Alcoo] abSOIULO. ..., 5,0 ml
Alumen de Potassio ou Aménio................. 10,0 g
Oxido Vermelho de Merctirio....................... 0,25 ¢
Agua Destilada...........ccooeverereeeeeercreererennans 100,0 ml

Dissolver a hematoxilina no alcool, e o alimen na 4gua quente. Misturar as duas
solucbes. Levar a mistura a ebulicdo, depois, remover o fogo e juntar o 6xido de
mercurio. Aquecer, novamente, a solucdo até ficar de cor vermelha escura, durante um
minuto; em seguida, remover dofogo o recipiente e deixa-lo resfriar rapidamente em
agua fria na geladeira. A solugdo, depois de resfriada, esta pronta para uso.

2. Eosina

EOSINA Y.oiiiioiiieeiiieeeeteeeeeee e 0,5¢g
Agua Destilada..........cccoeveevveemeererierennns 10,0 ml
ALCOOL @95 90,0 ml
Acido ACBLICO. ... 1 gota

Dissolver a eosina em agua destilada e depois juntar o alcool.

3. Diferenciador para a hematoxilina

A1c00l @ 95° ..o 100,0 ml
Acido Acético Cloridrico...........corvevrrernnne. 5 gotas
Método:

- Desparafinizar e hidratar os cortes;
- Hematoxilina durante 2,5 minutos;

- Agua corrente;



- Diferenciar rapidamente em alcool acido;

- Agua corrente por 10 minutos para azular o corte;
- Eosina por 2 minutos

- Desidratar, clarificar e montar

4.9.4. Analise Histopatoldgica

A andlise com hematoxilina-eosina foi feita usando um microscépio
Nikon Eclipse E-200 (EUA). Os cortes foram gravados e armazenados com uma camera
digital e, em seguida, os arquivos digitais foram analisados com o software Image J
(versionl.27z, National Institute of Health, E.U.A.) que permitiu medir o tamanho do
infarto no corte C e , de forma aproximada, do ventriculo esquerdo (VE).

4.9.5. ACTH e corticosterona plasmaticos

Como método de mensuracao foi utilizado o radioimunoensaio. As amostras de
plasma (25pL) foram colocadas em um tubo de ensaio ao qual foi adicionado etanol
(1ml) para a extracao dos hormonios; os tubos foram centrifugados sob refrigeracao
(4°C; 15 minutos; 2430 g) e, em seguida, os sobrenadantes foram vertidos em outros
tubos para o processo de liofilizacdo. O material liofilizado, por sua vez, foi armazenado
a 20 °C até a realizacdo do radioimunoensaio, quando foi ressuspenso em 500 ul de
tampao fosfato. Os niveis plasmaticos do ACTH e da corticosterona foram
quantificados a partir da utilizacdo de padrdes e anticorpos especificos, adquiridos a
partir da Sigma (EUA) para corticosterona e MP Biomedicals (EUA) para ACTH. A
separacao das fracdes livre e ligada foi realizada com utilizagdo de carvao-dextran
(0,5/0,05%). A radioatividade foi linda em contador gama da marca GMI Inc (Cobra II,
Packard®, EUA). As concentracdes de ACTH foram avaliadas em pg/ml; para a
corticosterona, ng/ml.

4.9.6. TNF-a e IL-1p plasmaticos

Os niveis de TNF-a e IL-1B em ratos foram medidos usando um kit ELISA
ultra-sensivel (Biosource International, EUA) especificos para cada um, usados de
acordo com as instrucoes do fabricante. Os detalhes da metodologia sdo descritos por
Francis et al, 2003. Resumidamente, uma microplaca de 96 pocos para cada protocolo
foi revestida com anticorpos especificos para as citocinas. Ap6s as amostras (100 uL.)
serem adicionadas em duplicata nas microplacas, foram incubadas por duas horas e
depois lavadas com tampdo fosfato por cinco vezes. Subsequentemente, foram
adicionados 100 ul de solucao com anti-anticorpos , incubando, desta vez por quarenta e
cinco minutos e lavando-as. Posteriormente, foi adicionado solucdo de estreptavidina-
peroxidase conjugada (100 ul), incubando por 45 minutos e lavando por mais uma vez..
Finalmente, foi adicionado 100 uL. de solucao de cromégeno, incubando pela ultima



vez, no escuro, durante 15 min. A reacdo foi parada com HCI e lida a 450 nm
utilizando um leitor de placas de ELISA (Biotek ELX 800, EUA). A concentracao
minima detectavel de TNF-a foi 0,1 pg/ ml e de IL-13 de 1 pg/ ml

4.9.7. TNF — a e IL-1p hipotalamicos

Os niveis hipotalamicos das citocinas foram medidos tal como descrito por
Irwin et al, 1999. Resumidamente, os tecidos foram homogeneizados em tampdao
HEPES 0,1nM, contendo um grupo de inibidores de protease e um detergente (21 mM
de leupeptina, aprotonina 31 nM, 10 nM de PMSF, e 1% de Triton X-100). As amostras
foram centrifugadas durante 15 min a 13.430 g e o sobrenadante foi recolhido. O
conteddo de proteina da amostra foi mensurada utilizando um ensaio proteico Bio-Rad
(Bio-Rad Laboratories, EUA) com BSA como padrdo. As amostras foram armazenadas
a -20 ° C até serem analisadas utilizando o kit de ELISA ultrasensivel (Biosource
Internacional, EUA) como descrito anteriormente. Os niveis de cada citocina foram
expressas em picogramas por miligrama de proteina. A concentracdo minima detectavel
de TNF-a foi de 1 pg/pg de proteina e de IL-1f3 de 3 pg/pg de proteina.

4.9.8. CRH hipotalamico

No caso do CRH, os niveis hipotalamicos foram avaliados através também de
ensaio imunoenziatico, através de kit ELISA ultrasensivel (Biosource international,
EUA), como no item anterior. A concentracao minima detectavel foi de 1 pg/pg de
proteina.

4.9.9. TNF-a cardiaco

Neste caso, os niveis cadiacos foram avaliados através de Kit ELISA
ultrasensivel (Biosource international, EUA), como nos itens anteriores. A
concentracdo minima detectavel foi de 10 pg/g de proteina.

4.9.10. Concentracoes plasmaticas de BDNF

As concentracbes de BDNF foram determinadas com um kit ELISA
(ChemiKine, Cat. CYT306, MERCK MILLIPORE, EUA). Para este Kkit, anticorpos
policlonais que revestiram as placas foram gerados contra BDNF humano. O BDNF
capturado foi detectado usando anticorpos monoclonais de biotina conjugada de
camundongo. Os anticorpos de BDNF ndo cruzaram com NGF, NT3 e NT 4/5. A
concentracdo minima detectavel foi de 6 pg/ml. O procedimento foi realizado conforme
as instrucoes do kit. As amostras foram diluidas em tampdo de homogeinizacdo e em
tampao TRIS (pH 7.4). Os ensaios foram realizados em duplicata. As concetracées
foram expressas em pg/ml (Béjot et al, 2011).

4.9.11. Imunofluorescéncia



Cortes coronais de 20 mp foram feitos por todo giro denteado hipocampal
(bregma — 2.3 mm até — 6.3 mm) com auxilio do atlas Paxinos & Watson, 2013, através
de um micrometro (modelo CM 100, Leica Microsystem, Reino Unido). Os cortes
foram montados descongelados em laminas revestidas por aminopropiltriotoxilano
(APES, Sigma - Aldrich, EUA) e entdo armazenadas em temparatura — 20 ° C. Oito
cortes uniformemente espacados foram selecionados do giro denteado por um método
randomico (Mayhew e Burton, 1988) e fixados em solugdo de paraformoldeido 0,5 %
(pH 7,4) por 3 minutos. As reacdes seguintes foram realizadas em sala com temparatura
controlad e todos os anticorpos utilizados foram diluidos em tampdo fos fato — salino
(PBS). Os cortes foram incubados por uma hora com anticorpo primaério anti — Ki-67
(1:150, Novocasta NCL-Ki-67-MMI), um marcador de proliferacao celular (Kee et al,
2002). Apos lavagem, foram incubados e contra-corados com iodeto de propideo
(1:3000; Sigma — Aldrich, EUA) por 30 segundos e montados em glicerol.

As imagens foram capturadas por uma camera digital Hamamatsu (modelo
C4742-95, Japao) operada pelo software Openlab versdo 5.5.2. , através do microscépio
de fluorescéncia Nikon (modelo EFD — 3, Japao). O niimero de células positivas para
Ki-67 na zona subgranular (SGZ) entdo foram marcadas e contadas.

A SGZ foi escolhida baseada em estudos que mostram que 70% das células
capazes de se dividirem no hipocampo se diferenciam em células granulares no giro
denteado (Zao EI at, 2006). O volume do giro denteado foi calculado utilizando-se o
método calvalieri (Schmitz e Hof, 2005). O nimero de células positivas para ki-67 em
cada corte foi combinado a fim de definir o nimero total de células proliferadas.

4.9.12 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi usada para a comparacdao dos resultados apresentados
pelos grupos experimentais (ndo pareada). A comparacdo foi entre dois grupos, em
todos os parametros. Para os parametros que apresentaram distribuicdo Gaussiana foi
utilizado o teste t de student. Para aqueles que apresentaram distribuicdo assimétrica foi
utilizado o teste de Mann - Whitney. O grau minimo de significancia considerado foi
95% (p <0,05) e os calculos foram realizados no computador com auxilio do software
Graphpad Prism (version 7.0).



5. RESULTADOS
5.1. Mortalidade Cirargica e Pés-Cirurgica

No protocolo a curto prazo, a mortalidade durante a cirurgia de IM foi em média
de 46%. Dentre os animais falso operados, a mortalidade média foi de 12 %. No periodo
critico pos-cirurgico, ou seja, nas primeira vinte e quatro horas ap0s a cirurgia, no qual o
risco de 6ébito é maior (Pfeffer et al, 1979), a mortalidade foi de 10 %. No protocolo a
longo prazo, a mortalidade durante a cirurgia foi de 50%. Nos animais sham foi de 16%.
No periodo critico, a mortalidade nos animais infartados foi de 13 %.

5.2. Histopatologia Cardiaca

Nas fatias cardiacas que foram utilizadas dos animais para confeccdo das
laminas histolégicas, o perfil macroscopico dos coracdes dos grupos falso operados no
protocolo curto e longo foi semelhante, seja pela arquitetura muscular, como pelo
perimetro da cicatriz fibrosa e a dilatacdo dos VE. Nos animais infartados nos dois
protocolos as alteracoes também foram semelhantes, exceto pela aderéncia do musculo
cardiaco na pleura visceral. Microscopicamente, foram medidos os perimetros das
cicatrizes do epicardio e endocardio em relacio ao perimetro total das duas mesmas
regides, nos dois grupos infartados, calculando-se uma média. O grupo infartado do
protocolo curto teve uma area de infarto de 41,68%, enquanto que o grupo infartado no
protocolo longo teve uma média de 44,57%. Segundo Pfeffer et al (1979), ambos os
valores se enquadram na classificacao de infarto moderado.

5.3. Comportamento
5.3.1. Efeitos do IM no teste de campo aberto nos parametros exploratorios

Com o objetivo de avaliar a atividade exploratéria, foram avaliados o niimero de
passagem pelos quadrantes periféricos, o nimero de passagens pelo quadrante central e
o tempo de inatividade total no teste.

Observou-se que o nimero de quadrantes periféricos percorridos, como mostra a
Figura 12, ndo sofreu alteragbes entre os grupos no protocolo curto, trés dias pos-IM
(sham; 134,2 + 8,9 vs 126,2 + 8.2; infarto). No protocolo longo, 24 dias pés-IM, o
ntmero de quadrantes foi significativamente menor no grupo infartado (118,2 £ 7,6 vs
95,2 + 8,2, p <0,5).
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Figura 12: Numero de quadrantes periféricos percorridos no TCA pds-IM no protocolo curto
(esquerda) e longo (direita). Nota-se diferenca significativa na exploracdo apenas no protocolo
longo, no qual os animais infartados percorreram menos quadrantes. * p < 0,5 teste Mann-
Whitney.

Em relacdao ao tempo total de inatividade no teste, corroborando as alteracdes
supracitadas, apenas o protocolo longo apresentou diferencas (Figura 13). O grupo
infartado apresentou tempo significativamente maior quando comparado ao grupo sham
(143,9 £ 9,9 vs 182,3 £ 8,1; p < 0,05)
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Figura 13: Tempo de inatividade total no TCA p6s-IM, no protocolo curto (esquerda) e longo
(direita). Refletindo as alteracdes na exploracdo nos quadrantes periféricos, os animais
infartados apresentaram maior tempo de inatividade, apenas no protocolo longo. * p < 0,05 teste
Mann-Whitney.

5.3.2. Efeito do IM no teste de preferéncia pela sacarose

Com o objetivo de avaliar a presenca da anedonia no modelo de depressao pos —
IM, foi avaliado a preferéncia pela sacarose, calculada conforme descrito na
metodologia.



Neste teste (Figura 14) nota-se que, no protocolo curto, o grupo infartado
apresentou porcentagem de preferéncia similar ao grupo sham. No protocolo longo,
diferentemente, o grupo infartado apresentou preferéncia significativamente menor em
relacdo ao grupo sham (92,5 + 1,3 vs 86,8 + 1,1; p < 0,05).
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Figura 14: Preferéncia pela sacarose pos-IM, no protocolo curto (esquerda) e longo (direita).
Os animais infartados apresentaram anedonia em relagdo aos animais falso operados apenas no
protocolo longo. * p < 0,05 teste t-student.

5.3.4. Efeito do IM no tempo de imobilidade no teste do nado forcado

Como no TPS, objetivando avaliar a presenca ou auséncia de sinal analogo a
depressao, foi avaliado o tempo de imobilidade no teste do nado forcado.

Na Figura 15 nota-se, ao contrario do que observado até entdo, alteracGes apenas
no protocolo curto. Neste, o grupo infartado permaneceu significativamente mais tempo
imé6vel em relacdo ao grupo sham (160,5 + 17,2 vs 239,3 + 19,5; p < 0,05). No
protocolo longo, nao foram observadas diferencas.
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Figura 15: Tempo de imobilidade no teste do nado for¢ado pés-IM, no protocolo curto
(esquerda) e longo (direita). Diferentemente do acontecido nos outros testes
comportamentais, os animais infartados apresentaram maior tempo de imobilidade apenas no
protocolo curto. * p < 0,05 teste t-student. No protocolo longo, p = 0,065.



5.4. Eixo Hipotalamo — Hipéfise — Adrenal (HPA)

5.4.1. Efeito do IM nas concentracoes hipotalamicas de hormonio liberador de
conrticotrofina (CRH):

A Figura 16 mostra as concentracoes de CRH nas células hipotalamicas. Como
pode ser observado, no protocolo curto, as concentracdes nao foram diferentes entre os
grupos, mas, no protocolo longo, as concentracdes de CRH nos animais do grupo
infartado foram significativamente maiores quando comparadas aos do grupo sham (
29,0 £ 0,65 vs 41,7 +2,86).
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Figura 16: Niveis hipotaldamicos de CRH p6s-IM, no protocolo curto (esquerda) e longo
(direita). Os animais infartados apresentaram aumento significativo, observado apenas no
protocolo longo ** p < 0,01 teste t-student.

5.4.2. Efeito do IM nas concentracoes plasmaticas de ACTH

As concentragdes plasmaticas de ACTH ndo sofreram alteracdes no protocolo
curto, quatro dias po6s-IM, como mostra a Figura 17. Ja entre os grupos no protocolo
longo, vinte e cinco dias pés — IM, as diferencas tornam-se marcantes. O grupo
infartado apresenta concentragcdes significativamente maiores quando comparados ao
grupo sham (5,8 + 0,6 vs 19,2 + 2,6). Tais alteracdes sdo similares aquelas observadas
nas concentracdes hipotalamicas de CRH, onde observa-se diferenca entre os grupos
apenas no protocolo longo.
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Figura 17: Concentracdes plasmaticas de ACTH p6ds-IM, no protocolo curto (esquerda) e longo
(direita). Os animais infartados apresentaram aumento em relacdo aos falso operados, observado
apenas no protocolo longo, . ** p < 0,01, teste t-student.

5.4.3. Efeito do IM nas concentracoes plasmaticas de corticosterona

Corroborando as alteracdes observadas nos dois ultimos itens, apenas o
protocolo longo apresenta diferenca estatistica entre os grupos. Como pode ser visto na
Figura 18, a concentracdo de corticosterona dos animais do grupo infartado foi
significativamente maior em relacao aos animais do grupo sham (191,9 + 7,2 vs 252,4 +
10,17).
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Figura 18: Concentragdes plasmaticas de corticosterona p6s-IM, no protocolo curto (esquerda)
e longo (direita). Os animais infartados apresentaram aumento significativo em relacdo aos falso
operados, apenas no protocolo longo, como visto com o ACTH e CRH. ** p <0,01, teste t-
student

5.5. Citocinas Pro-Inflamatorias

5.5.1. Efeito do IM nos niveis cardiacos de TNF-a



No coragao, os niveis plasmaticos de TNF-a apresentaram-se alterados entre os
grupos nos dois protocolos (Figura 19). No curto, os animais infartados apresentaram
aumento significativo em relagdo aos animais do grupo sham (85,27 + 7,36 vs 876,4 +
63,87). O aumento também foi significativo no grupo infartado no protocolo longo

(109,7 + 25,17 vs 603,00 £105,2)
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Figura 19: Niveis de TNF-a no coracdo. Os animais infartados apresentaram aumento em
relacdo aos animais falso operados, observado tanto no protocolo curto como no longo. *** p <

0,001, teste t-student.

5.5.2. Efeito do IM nas concentracoes plasmaticas de TNF-a e IL-1B

O IM promoveu alteracoes similares nas concentracoes plasmaticas destas
citocinas, tanto no protocolo curto como no longo (Figura 20 A e 20 B). No primeiro, o
grupo infartado apresentou aumento significativo em relacao ao grupo sham para TNF-«
(7,2£0,9 vs 31,1 + 2,0; p <0,001) e para IL-1beta (14,04 £ 1,3 vs 58,9 + 2,5; p <
0,001). No longo, o aumento também foi significativo para TNF-a (4,7 + 1,1 vs 70,8 +
5,8; p <0,001) e para IL-1pB (13,6 + 1,6 vs 73,4 + 3,3; p < 0,001).
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Grafico 20A: Concentracdes plasmdticas de TNF-a pés - IM. Os animais infartados
apresentaram aumento significativo tanto no protocolo curto como no longo. ** p < 0,01; *** p
< 0,001, teste t-student.
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Grafico 20B: Concentracoes de IL-1 beta no plasma pés-IM. Os animais infartados
apresentaram aumento em relacdo aos anaimais falso operados nos dois protocolos. ** p < 0,01,
teste t-student.

5.5.3. Efeito do IM nas concentracdes hipotalamicas de TNF-alfa e IL-1beta

Diferente do constatado nas concentracdes plasmaticas, apenas no protocolo
longo o grupo infartado apresentou diferenca em relacao ao grupo sham (Figuras 21A e
21B), com aumento significativo em relacdo ao grupo sham para TNF-a (2,0 + 0,4 vs
9,3+ 0,8; p <0,001) como pode ser visto no grafico 11 e para IL-1f3 (2,6 £ 0,4 vs 8,4 +
1,6; p<0,001) .
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Grafico 21A: Niveis hipotalamicos de TNF-a p6s-IM Os animais infartados apresentaram
aumento em relacdo aos falso operados apenas no protocolo longo. ** p < 0,01, teste t —student.
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Grafico 21B:  Niveis hipotalamicos de IL-1f no hipotdlamo pés-IM. Os animais infartados
apresentaram aumento apenas no protocolo longo, como visto nos niveis de TNF-a . * p < 0,05, teste t -
student.

5.6. Efeito do IM nas concentracoes plasmaticas de BDNF

A concentragao plasmaticas de BDNF apresentou-se sem alteracOes entre os
grupos no protocolo curto. Como visto nos niveis hipotalamicos de citocinas, os animais
infartados apresentaram alteragdes apenas no protocolo longo, com diminuicdao das
concentracoes (Figura 22)
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Figura 22: Concentracdes plasmaticas de BDNF. Os animais infartados apresentaram
diminuicGes das concentracdes em relacdo aos falso operados, observada apenas no
protocolo curto. ** p < 0,01, teste t-student.



6. DISCUSSAQO

Neste estudo, mais especificamente no protocolo longo, vinte e trés dias pos —
IM, os animais infartados apresentaram alteracdes comportamentais similares a modelos
de depressao. No teste de preferéncia pela sacarose, o infarto induziu a diminuicao pela
preferéncia, comportamento chamado de anedonia (diminuicdo da busca pelo prazer).
Tal comportamento é relatado em outros protocolos que utilizam o IM como modelos
de depressdo, como aqueles realizados por Schoemaker & Smits, 1994; Schoemaker et
al, 1996; Saidov & Israilov, 2002. Nestes, 0 comportamento anedonico foi relatado a
partir de duas semanas pos - isquemia, corroborando a modelos de depressao classicos,
como o de isolamento, restricdo de movimentos, desamparo apreendido e aquele
induzido por estresse imprevisivel — unpredictable stress— (Willner et al, 1987;
Vollmayr et al, 2003; Saenz et al, 2006). Os resultados no teste de campo aberto trazem
informagdes complementares importantes, como a diminuicdao da exploracao horizontal,
representados pelo nimero de quadrantes percorridos e pelo tempo total de inatividade,
vistos por Johson & Grippo como um déficit motivacional.

A divisdo deste experimento em dois protocolos, um curto e outro longo, algo
unico neste modelo, foi de extrema importdncia para associar as alteracdes
comportamentais exclusivamente a depressdao induzida pelo IM e ndo as alteragcoes
hemodindmicas inerentes a insuficiéncia cardiaca induzida pelo infarto. O
comprometimento fisico causado pela insuficiéncia cardiaca apdés a isquemia é
descartado neste experimento como causador das alteracOes nos testes supracitados,
tendo em vista que, no protocolo curto, no qual as alteragdes hemodinamicas e o
remodelamento cardiaco sdo mais observados e o débito cardiaco é reduzido (Kishi,
2016), os animais infartados ndo apresentaram anedonia e diminuicdo da exploracdo.
Logo, pode-se sugerir que este modelo de IM induz ao aparecimento de sinais analogos
a depressao humana independente das alteracGes hemodinamicas.

Como descrito por Willner et al, 1997, Francis et al, 2001 e Felder et al, 2003,
tais alteracdes sdo engatilhadas inicialmente por uma resposta inflamatéria intensa na
musculatura cardiaca, induzida especificamente por fatores neurohumorais conhecidos,
como mostram os graficos 19, 20A e 20B, tanto no protocolo curto como no longo.
Latini et al, 1994 e Neumann et al, 1995, mostraram que, além do aumento no tecido
cardiaco, ha aumento significativo das concentragdes no plasma, proveniente de
resposta inflamatoria localizada no miocardio, o que foi reproduzido neste experimento
com as concentracoes de TNF-a e IL-1f, tanto nos protocolos curto como no longo.
Johnson & Grippo, 2006, relataram que o aumento da concentracOes destas citocinas
pro-inflamatérias, além de outras alteracdes neurohumorais, induzem ao fendémeno
conhecido como “estresse homeostatico”, que leva ao aumento da producao e secrecao
de corticosterona, através de estimulo direto de receptores citocinérgicos presentes na
glandula adrenal. O aumento prolongado das concentracdes circulantes deste hormonio
levam a uma hiperativacao do eixo HPA (Turnbull & Rivier, 1999), através de um
déficit no mecanismo de feed-back negativo, gerados por um mecanismo contra-
regulatorio em receptores do tipo GR1 e GR2 no hipotdlamo e hipo6fise. Em



concordancia com esta afirmativa, neste experimento, a concentragdo plasmatica de
corticosterona apresentou-se significativamente maior, nos dois protocolos. O aumento
nas citocinas circulantes tanto no protocolo curto como no longo, corroborando ao
relatado por Ridker et al, 2000, que afirma que as mesmas permanecem altas apds nove
meses. O aumento 25 dias pés - IM sugere que a influéncia direta das citocinas sobre a
hiperativacdo do eixo HPA permaneca algum tempo apds o infarto, contribuindo
possivelmente as alteragdes comportamentais.

Ao investigar os niveis hipotalamicos de TNF-a e IL-1f, os ratos submetidos ao
IM experimental apresentaram aumento significativo, apenas no protocolo longo,
quando comparados aos animais falso operados, o que também sugere influéncia direta
destas citocinas produzidas no SNC na atividade do eixo HPA e no comportamento,
uma vez que estas dificilmente ultrapassam a barreira hematoencefalica (Banks et al,
1995). Turnbull e Rivier, 1999, descreveram, em modelos de estresse, algumas vias de
sinalizagdo das citocinas pro-inflamatorias periféricas no hipotdlamo, como mostra a
figura 5 no item 2.4.2. Dentre elas, a participacdo de 6rgaos circumventriculares como o
orgado subfornicial (SFO), o orgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT), a sinalizacdo
de intermediadores na barreira hematoencefdlica e a ativacio de nicleos
catecolaminérgicos. Corroborando aos resultados encontrados neste experimento,
usando o mesmo modelo de IM, Francis et al, 2004, mostraram alteragdes similares nos
niveis hipotalamicas de TNF-a e IL-1f3, além de IL-6. Além disso, através de estatistica
de correlacdo, mostraram relacao direta do aumento dos niveis de citocinas com o
aumento dos niveis de CRH.

Neste modelos de depressdao pés — IM, os niveis hipotalamicos de CRH e os
niveis plasmaticos de ACTH apresentam-se significativamente aumentados apenas no
protocolo longo, vinte e cinco dias pos cirurgia. A auséncia de alteragdes no protocolo
curto, juntamente com o aumento de TNF-a e IL-1f3 no hipotdlamo apenas no protocolo
longo, sugere que o aumento central dos hormoénios do eixo HPA recebe grande
influéncia das citocinas centrais, diferentemente pelo visto nas concentracdes de
corticosterona, que recebe influéncia das citocinas plasmaticas.

O surgimento das alteracoes comportamentais apenas no protocolo longo, neste
modelos, permite concluir que, o surgimento de sinais analogos a depressao em ratos
deve-se em grande parte a alteracdes hipotalamicas, mais especificamente a presenca de
citocinas produzidas localmente e da hiperatividade central do eixo HPA, perante o
aumento das concentracées de ACTH e principalmente CRH, fato esse sugerido apenas
neste trabalho.

Um dos resultados ainda pouco discutidos na literatura neste modelos de
depressao induzido pelo IM € a alteragdo nas concentragdes plasmaticas de BDNF. Esta
e outras neurotrofinas sdo relatadas em diversos protocolos classicos de depressdo
(Scaccianoci et al, 2006; Greenwood et al, 2007; Molteni et al, 2015). Todos, sem
excecdo, confirmam que a expressdao desta proteina esta diminuida em animais que
apresentam sinais analogos a depressdao. Neste modelo, as concentragOes plasmaticas



apresentaram-se também significativamente menores em relacdo aos animais que nao
apresentam sinais comportamentais. Huang et al, 2011 e Vollmayr et al, 2001 relataram
que, na depressdo, ratos apresentam diminuicdo dos niveis hipocampais e das
concentracoes plasmaticas de BDNF, e que no mesmo protocolo 0s animais
apresentaram concentracoes plasmaticas aumentadas de corticosterona. A relacao entre
BDNF e glicocorticéides é discutida na literatura, com autores defendendo uma relacao
inversamente proporcional entre os dois (Xu et al, 2006; Sertoz et al, 2008; Alexander
et al, 2010). A relacao desses fatores deve-se a influéncia direta da ativacdo de
receptores do tipo GR1 e GR2 no hipocampo e a diminui¢cdo da expressao de BDNF
(Jacob et al, 2006; Mao et al, 2012). Alguns autores ainda citam influéncia do CRH e
ACTH em modelos de depressdo nos niveis de BDNF. A partir destas afirmacdes,
sugere- se que, neste experimento, ou seja, na depressao induzida pelo IM, as
concentragoes de BDNF sofram influéncias diretas dos niveis elevados dos trés
hormonios do eixo HPA, fato ainda ndo elucidado.

Esses dados em conunto nos permitem concluir que o infarto do miocardio
experimental induz a comportamentos analogos a depressdao, em parte devido a
mecanismos inflamatérios gerados apds isquemia, e que as alteracdes comportamentais
independem de um possivel comprometimento hemodinamico que pudesse influenciar a
atividade motora dos animais infartados.

Estudos adicionais serdo imperativos para melhor se compreender a relagao
entre as doencas cardiovasculares e a depressao, no entanto, acreditamos que o presente
estudo fornece informacdes inéditas sobre a fisiopatologia do infarto, que podem
fundamentar futuras estratégias farmacologicas para diminuir a morbidade e quem sabe
a mortalidade de pacientes infartados na clinica médica.



7. PERSPECTIVAS

Os dados da Imunofluorescéncia apara Ki-67 ainda estdo sendo gerados e os resultados
parciais ainda estdo em anélise. De acordo com os resultados ja gerados neste estudo,
sugere-se que a neurogénese no hipocampo de ratos submetidos ao IM experimental
esteja suprimida, fato ocasionado pela ativacdo dos mecanismos neuroimunohumorais
supracitados no trabalho, justificando as altera¢cdes comportamentais observadas.
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