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RESUMO

Na busca por novas modalidades terapéuticas, a comunidade médica e cientifica
esta apostando no potencial terapéutico das substancias psicodélicas para
estabelecer uma nova era no tratamento de transtornos psiquiatricos, principalmente
os transtornos de humor. A depressao afeta uma em cada dez pessoas em todo o
mundo e é caracterizada por episdédios de humor depressivo, perda de interesse e
prazer. Existem inumeras modalidades de tratamentos antidepressivos disponiveis,
porém, menos de 40% dos pacientes respondem a eles, além do fato de que, a
longo prazo, esses medicamentos causam diversos efeitos colaterais. Os modelos
animais sao bastante convenientes no estudo da patofisiologia da depresséo, no
entanto, alguns aspectos importantes no desenvolvimento desse transtorno ainda
sdo desconsiderados, como a neuroinflamacdo e a plasticidade sinaptica. Este
trabalho teve como objetivo, a caracterizagdo de um modelo animal para o estudo da
depressao pelo viés da inflamacéao, a partir de intervengdes cirurgicas de ligagao e
perfuragcdo cecal, e visou a intervengao terapéutica com substancias psicodélicas
sintéticas da classe das fenetilaminas, 25H-NBOMe e 25H-NBOH. Para tanto,
utilizou-se de testes comportamentais que prevéem o comportamento do
tipo-depressivo em roedores, como os testes de escala de dor, do nado for¢gado e o
teste de campo aberto na caracterizacdo do modelo experimental, e também na
resposta da administracdo das substancias psicodélicas. Para avaliarmos o
potencial alucindégeno destas substancias, prosseguimos com o teste de tor¢cado da
cabeca, o HTR. Além disso, foram desenvolvidos testes bioquimicos em coletas
estruturas encefalicas dos animais pertencentes a este estudo, para a dosagem de
proteinas e marcadores relacionados a neuroinflamacéao, a plasticidade sinaptica e
ao comportamento tipo-depressivo: a proteina fibrilar acida da glia (GFAP), a
proteina poés-sinaptica de densidade 95 (PSD-95), e a sinaptofisina. A cirurgia CLP
demonstrou resultado satisfatério na indugado do comportamento do tipo depressivo
em roedores, 7 e 14 dias apds execugao da técnica, e promoveu um aumento de
GFAP no cortex pré-frontal de animais do grupo que passou pela sepse
experimental 14 dias apos esse processo; a substancia psicodélica 25H-NBOMe
demonstrou o seu potencial terapéutico do tipo antidepressivo frente a modulacao de
comportamentos aneddnicos, como o aumento do tempo de imobilidade no teste do

nado for¢cado, induzidos pelo nosso modelo experimental caracterizado para o



estudo da depressdo, e promoveu aumento da expressao de proteinas cujo déficit
esta relacionado a depressao: sinaptofisina e PDS-95. Estes resultados sugerem,
pela primeira vez, o potencial antidepressivo de psicodélicos da familia das
fenetilaminas substituidas e podem contribuir para os avancos da Psiquiatria
Experimental e Psicodélica.

Palavras-chave: Depressao, inflamacgao, 25H-NBOMe, 25H-NBOH



ABSTRACT

In the search for new therapeutic modalities, the medical and scientific community is
betting on the therapeutic potential of psychedelic substances to establish a new era
in the treatment of psychiatric disorders, especially mood disorders. Depression
affects one in ten people worldwide and is characterized by episodes of depressed
mood, loss of interest and pleasure. There are numerous modalities of
antidepressant treatments available, however, less than 40% of patients respond to
them, in addition, in the long term these drugs cause several side effects. Animal
models are very convenient in the study of the pathophysiology of depression,
however, some important aspects in the development of this disorder are still
disregarded, such as neuroinflammation and synaptic plasticity. The objective of this
study was to characterize an animal model for the study of depression through
inflammation, based on surgical interventions of cecal ligation and perforation, and
aimed at therapeutic intervention with synthetic psychedelic substances of the
phenethylamine class, 25H-NBOMe and 25H-NBOH. For that, we used behavioral
tests that predict depressive-like behavior in rodents, such as the forced swimming
test and the open field test in the characterization of the experimental model, and
also in the response to the administration of psychedelic substances. To assess the
hallucinogenic potential of these substances, we proceeded with the Head-twitch
response test, the HTR. In addition, biochemical tests were performed with brain
structures collected from the animals belonging to this study, for the dosage of
proteins and markers related to neuroinflammation, synaptic plasticity and
depressive-like behavior: the glial acid fibrillar protein (GFAP), the density 95
postsynaptic protein (PSD-95), and synaptophysin. CLP surgery showed a
satisfactory result in inducing depressive-like behavior in rodents, 7 and 14 days after
performing the technique, and promoted an increase in GFAP in the prefrontal cortex
of animals in the group that underwent experimental sepsis 14 days after this
process; the psychedelic substance 25H-NBOMe demonstrated its
antidepressant-like therapeutic potential against the modulation of anhedonic
behaviors, such as immobility time in the forced swimming test, induced by our
experimental model characterized for the study of depression and promoted
increased expression of proteins which deficit is related to depression: synaptophysin

and PDS-95 . These results suggest, for the first time, the antidepressant potential of



psychedelics from the phenethylamine family and may contribute to advances in

Experimental and Psychedelic Psychiatry.

Key words: Depression, inflammation, 25H-NBOMe, 25H-NBOH
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1 INTRODUGCAO

Turn off your mind, relax and float down stream
It is not dying, It is not dying

Lay down all thoughts surrender to the void

It is shining, It is shining

That you may see the meaning of within

It is being, It is being

That love is all, that love is everyone

It is knowing, It is knowing

That ignorance and hate may mourn the dead
It is believing, It is believing

But listen to the color of your dream

It is not living, It is not living

All play the game existence to the end

Of the beginning, Of the beginning

(Letra da musica Tomorrow never knows - Beatles, 1966)

A banda The Beatles, em abril de 1966, inspirada em passagens do livro
“‘Experiéncia psicodélica” de Timothy Leary (1964), descreveu o processo de
integracdo da experiéncia vivida apés o uso de substancias psicodélicas como

til

“‘desligar a mente”, “relaxar’, “seguir o fluxo”, “ndo-morte”, “brilhar”, “ser”, “saber”,
“acreditar”, dentre outras coisas.
Para Leary (1964), uma experiéncia psicodélica € uma jornada a novos reinos

da consciéncia. Em seu livro, ele diz que:

Obviamente, a droga n&do produz a experiéncia transcendental. Ela
apenas age como uma chave quimica — ela abre a mente, liberta o
sistema nervoso de seus padrdes e estruturas ordinarios.

O termo Psicodélico € um neologismo que vem das palavras psyché (yuxn,
“alma”) e déloun (dnAo U v, “tornar visivel, revelar’); essa nomenclatura designa uma
categoria de drogas que, muitas vezes, sao referidas apenas como alucinégenas.
Segundo Cahart-Harris (2017), o uso do termo “alucinégeno” refere-se apenas as
propriedades da substancia de promover alucinagdes, no entanto, quando utilizamos
o termo “psicodélico” nos referimos nao somente a elas, mas também as
propriedades de agonismo aos receptores de serotonina (também
5-hidroxitriptamina ou 5-HT).

Murnane (2018) afirma que a pesquisa com psicodélicos esta culminando em
descobertas inovadoras. Apds anos de hiato, em decorréncia do proibicionismo,

vivemos nos tempos de hoje a chamada "Renascenga Psicodélica”, ou o
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renascimento da pesquisa cientifica com foco no entendimento de possiveis efeitos
terapéuticos destas substancias.

Nesse sentido, ha diferentes formas em que os ensaios pré-clinicos com
animais podem oferecer beneficios significativos para o estudo da
neurofarmacologia e da neurociéncia comportamental da ciéncia psicodélica
(MURNANE, 2018).

Ainda segundo Murnane (2018), o uso de animais de laboratério fornece um
controle requintado sobre a histéria do organismo bioldgico e seu ambiente atual,
que pode ser aproveitado por meio da analise experimental do comportamento para
fornecer informagdes importantes sobre a farmacologia in vivo dos psicodélicos. A
possibilidade de desenvolvermos um controle experimental adequado ¢é
significativamente maior do que a capacidade de se desenvolver estudos invasivos
que nao seriam possiveis em seres humanos, dadas as restricdes necessarias
impostas na pesquisa clinica.

A dupla capacidade de controlar rigorosamente os parametros experimentais
criticos e conduzir estudos invasivos oferece aos animais de laboratério a
capacidade de elucidar os mecanismos subjacentes aos efeitos profundos dos

psicodélicos.

1.1 PSICODELICOS E SAUDE MENTAL

No que diz respeito a busca por novas modalidades terapéuticas, a
comunidade médica e cientifica tem apostado nos compostos psicodélicos,
acreditando em seu potencial para estabelecer uma nova era no tratamento de
desordens psiquiatricas.

Psicodélicos (alucindgenos serotoninérgicos) sao substancias psicoativas que
alteram os estados de percepgdo, humor e inumeros processos cognitivos.
Geralmente, sao consideradas seguros e ndo desencadeiam vicios ou dependéncia
(NICHOLS, 2016).

David E. Nichols (2016), em sua revisdo sobre psicodélicos, relata que as
origens dessas substancias sdo mais antigas do que os primérdios da propria
Histdria, e que o seu uso desde entdo foi empregado em varias culturas e contextos
ritualisticos.

Ap6s a descoberta da Dietilamida do Acido Lisérgico (LSD - do inglés,
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lysergic acid diethylamide) e sua ligagdo com a serotonina no cérebro,
pesquisadores tém trabalhado com a hipotese de que tanto o LSD quanto outras
substancias psicodélicas executam seu mecanismo de ac&do através de uma base
serotoninérgica (via neurotransmissor serotonina).

Os psicodélicos podem ser divididos em trés classes, de acordo com a sua
estrutura quimica: triptaminas, ergolinas e fenetilaminas (Figura 1). As triptaminas
sdo caracterizadas por um indol, que € um anel benzeno de 6 membros fundido a
um anel pirrol (de 5 membros) com uma cadeia de etilamina na posi¢gao C3. A
adicdo de grupos metil a cadeia de etilamina e diferentes grupos funcionais em
outras posic¢des, por exemplo, C4 e C5, produz psilocibina, psilocina (0 metabdlito
ativo da psilocibina), DMT e 5-MeO-DMT. Esses compostos estdo intimamente
relacionados ao neurotransmissor enddégeno serotonina, que € uma triptamina com
um grupo hidroxila na posigao C5. As ergolinas foram inicialmente isoladas de um
fungo popularmente conhecido como Espordo-do-centeio, e posteriormente foram
processadas por meio de reagdes quimicas, e incluem o LSD. A classe das
fenetilaminas, compostas por um anel de benzeno e um grupo amino ligado por dois
carbonos, inclui 2C-B e a mescalina, analogos de anfetaminas como DOl e DOM e
derivados, como a 25|-NBOMe (KELMENDI, 2022).

Figura 1 - Compostos psicodélicos
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Como pode ser observado na figura acima, somados aos psicodélicos
classicos, existem outros compostos, normalmente utilizados como drogas
recreativas, que produzem efeitos psicobiolégicos semelhantes, porém nao
compartilham os mesmos mecanismos de agao. Esse “novo” grupo inclui algumas
fenetilaminas, como o 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA, popularmente
conhecido como ecstasy) e as NBOMes, além de compostos dissociativos e
delirantes, como a cetamina e a ibogaina.

Os psicodélicos podem ser encontrados naturalmente em fungos, plantas e
animais. A psilocibina, por exemplo, esta presente em algumas centenas de
espécies de cogumelos, algumas das quais foram usadas para fins curativos e
espirituais pelas culturas Maia e Asteca. Psicodélicos de ocorréncia natural, como a
mescalina (encontrada no peiote e no cacto San Pedro) e DMT (componente da
Ayahuasca) também podem ter significado cultural para os primeiros povos
indigenas das Américas. Outros compostos sdo sintéticos e foram descobertos mais
recentemente; estes incluem MDMA por Anton Kollisch em 1912 e LSD por Albert
Hofmann em 1943 (apds a sintese inicial em 1938). Hoje, os psicodélicos podem ser
produzidos de varias maneiras. Por exemplo, a psilocibina pode ser obtida através
da extragdo de cogumelos, reagdes enzimaticas em um biorreator com bactérias ou
leveduras ou sintese quimica (KELMENDI, 2022).

Segundo Carhart-Harris (2017), o LSD é considerado um psicodélico “padrao
de referéncia” para o estudo do efeito dessas substancias, uma vez que desde a
década de 1950 o seu potencial terapéutico tem sido cientificamente estudado e
elucidado, tornando-se base para o estudo de outras substancias e compostos
psicodélicos (CAHART-HARRIS et al., 2017).

Substancias como o LSD e a Psilocibina, que também & um psicodélico
serotoninérgico, tém demonstrado resultados promissores no que diz respeito ao
tratamento de vicios, transtornos obsessivos compulsivos e depressao, quando
administradas em ambientes terapéuticos controlados (CAHART-HARRIS et al.,
2017).

Uma pesquisa liderada por Richard Zeifman (2020), demonstrou que
pacientes com Depressdao maior (DM) resistente ao tratamento apresentaram
sintomas depressivos reduzidos logo uma semana apds o tratamento com
psilocibina e, que esses resultados perduraram para a maioria dos pacientes por,

pelo menos, mais cinco semanas (ZEIFMAN, 2020).
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De forma aguda, psicodélicos serotoninérgicos interagem com multiplos tipos
de receptores (NICHOLS, 2016), mas tém maior afinidade por receptores 5-HT2A,
gue mediam efeitos alucindbgenos por agonismo parcial (MADSEN, 2019).

Todas as substancias psicodélicas alucindgenas produzem uma resposta de
contragdo da cabeca (HTR, do inglés head twitch response) em roedores, um
fenbmeno que é similar as alucinagdes em humanos, e, este efeito € um fator
relevante na diferenciacdo de substancias alucinbgenas e nao alucindgenas,
agonistas de receptores 5-HT2A (GONZALEZ-MAESO et al., 2007;
HALBERSTADT & GEYER, 2013).

1.2 SEROTONINA E RECEPTORES SEROTONINERGICOS

Achados sobre a serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) comegam a aparecer
a partir da metade do século 19, quando esta foi reconhecida como uma substancia
capaz de induzir contragdes musculares. Estudos sugerem que logo apds esta
descoberta, cientistas italianos extrairam uma outra substéncia desconhecida de
células enterocromafins (trato gastrointestinal) que também causavam contragdes
musculares, particularmente no estémago e no utero. Nomearam-na “enteramina”
(MOHAMMAD-ZADEH et al. 2008).

Paralelamente a esses estudos, durante os anos 40, uma substancia do
sangue, possuindo caracteristicas vasoconstritoras, foi isolada e chamada de
“serotonina” devido as suas particularidades séricas e tonicas (Rapport et al. 1948).

Anos mais tarde, similaridades entre as substancias enteramina e serotonina
foram sendo notadas, principalmente entre as suas estruturas quimicas,
basicamente definidas através da presenca de um composto orgénico aromatico
heterociclico, indol. Isto levou a conjectura de que ambas as substancias
correspondiam essencialmente ao mesmo composto; a este ponto os achados
corroboraram a descoberta de que a serotonina era sintetizada e obtida por fontes
naturais, i.e., células enterocromafins e sérum (REID AND RAND 1952).

Atualmente, sabe-se que 5-HT estd presente em todos os organismos
animais, e participa de numerosas fungdes fisioldgicas, agindo tanto como horménio
quanto como um neurotransmissor. E um composto sintetizado a partir do triptofano,
um aminoacido essencial obtido através da alimentagado, seguido de duas reagdes

bioquimicas: primeiramente o triptofano é hidroxilado em 5-hidroxitriptofano pela
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enzima triptofano hidroxilase. Depois, 5-hidroxitriptofano é descarboxilado por uma
amino descarboxilase, resultando, finalmente, em 5-HT. Sua sintese é controlada
pela disponibilidade de oxigénio, pteridina (um composto heterociclico) e pela
quantidade de triptofano presente no sangue (LOPEZ-GIMENEZ, 2018). A principal
via de degradacéo de 5-HT se da por desaminacéo, através da enzima monoamina
oxidase (MAO) (Mohammad-Zadeh et al. 2008).

No sistema nervoso central, 5-HT desempenha um papel fundamental como
neurotransmissor. No entanto, ndo € possivel que uma molécula de 5-HT atravesse
a barreira hematoencefalica, o que significa que esta precisa ser sintetizada no
proprio cérebro para que a neurotransmissao ocorra. Uma vez que ocorre, 5-HT é
transportado aos neurbnios serotoninérgicos por transportadores especificos
encontrados na membrana plasmatica de terminais pré-sinapticos e € armazenado
para uma futura liberacdo sinaptica ou metabolizado por enzimas MAO
(LOPEZ-GIMENEZ, 2018).

Existem 14 diferentes tipos de receptores para serotonina, classificados em 7
diferentes subfamilias, de acordo com sua estrutura primaria e propriedades
funcionais. Com excecédo ao 5-HT3, que pertence a familia de receptores idnicos,
todos os outros receptores 5-HT s&o acoplados a proteina G (HOYER et al., 1994).

Nos anos 80, mais de 5 diferentes tipos de receptores 5-HT foram descritos
baseados em seu perfil farmacoldgico. A sua classificagao foi sendo feita de acordo
com homologia de sequéncia genética; consequentemente, esta classificagdo foi
baseada em bases estruturais primarias, determinadas por sequéncia de
aminoacidos, responsaveis pelas propriedades funcionais dessas proteinas de
membrana. A subfamilia de receptores 5-HT2 compreende 3 diferentes subtipos:
5-HT2A, 5-HT2B e 5-HT2C, que s&o agrupados gragas a sua homologia estrutural
(sequéncia genética quase 50% idéntica). Depois da interagdo com 5-HT ou outro
agonista, os receptores 5-HT2 acomplam-se a proteinas Gq/11, promovendo a
ativacdao da fosfolipase C que, em contrapartida, promove a geragao de inositol
fosfatos e consequente mobilizagdo de calcio intracelular (LOPEZ-GIMENEZ, 2018).

Ha extensiva evidéncia de que receptores 5-HT2A s&o responsaveis por
efeitos neuropsicolégicos da alucinagédo serotoninérgica em modelos animais
experimentais, bem como em modelos humanos na pesquisa clinica
(HALBERSTADT, 2016).
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1.3 SEROTONINA, DEPRESSAO E PSICODELICOS

Por muitos anos, a depressao foi entendida como um desequilibrio de
monoaminas em determinadas regides cerebrais e foi, principalmente, relacionada a
baixos niveis de serotonina circulante.

Atualmente, apos varios estudos terem sido realizados sobre as modificagdes
seletivas da neurotransmissao serotoninérgica, a nogdo de que uma condi¢ao tao
complexa e heterogénea como a depresséo clinica ser causada pela deficiéncia de
apenas um neurotransmissor (5-HT) foi considerada improvavel (COWEN, 2015).

No entanto, como descrito por Jauhar e colaboradores em seu trabalho
publicado recentemente “Fifty years on: Serotonin and depression”, a relagéo entre o
prejuizo da atividade serotoninérgica e a depressao sobrevivera. Em sua reviséo, os
pesquisadores fizeram um resumo de evidéncias confiaveis, demonstrando
anormalidades na atividade da serotonina em pacientes clinicamente depressivos,
sugerindo um decréscimo na atividade de neurdnios serotoninérgicos pre-sinapticos
(JAUHAR, 2023).

A partir de uma perspectiva farmacologica, substancias alucinbgenas como o
LSD, a mescalina e a psilocibina, possuem alta afinidade na ligagao e ativagao de
receptores 5-HT2A. Contudo, as vias pelas quais a sinalizagdo serotoninérgica
exerce os efeitos alucinégenos se mantém incertas (LOPEZ-GIMENEZ, 2018).

Ja foi demonstrado que o comportamento de tor¢do da cabecga (head-twitch
response) em roedores, induzido por alucindbgenos/psicodélicos, esta ausente em
camundongos knockout para 5-HT2A (GONZALEZ-MAESO, 2007).

Ha, também, evidéncias de que a ligacdo dos psicodélicos aos receptores
5-HT2A no cérebro € necessaria para os efeitos de alteracdo da consciéncia. Essa
descoberta se deu a partir de estudos envolvendo a administragao de ketanserina,
um inibidor seletivo da serotonina, e risperidona, um antagonista parcial,
bloqueando, assim, os efeitos subjetivos dos psicodélicos (KELMENDI, 2022).

O envolvimento desses receptores e vias de transduc¢ao de sinal impulsiona a
neuroplasticidade. Os psicodélicos podem alterar a expressdo génica, incluindo o
aumento da transcricdo de genes como c-fos e outros fatores de transcrigao
dependentes de atividade associados a plasticidade neural. Além disso, os
psicodélicos também modificam a morfologia dendritica dos neurdnios. Ja foi

demonstrado que, em camundongos vivos, quando os dendritos sdo rastreados ao
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longo do tempo, a administracdo de uma unica dose de psilocibina aumenta o
numero de espinhas dendriticas por pelo menos um més. Coletivamente, os efeitos
transcricionais e estruturais duradouros dos psicodélicos sao importantes, porque
persistem para além da curta meia-vida dos psicodélicos no corpo, refletindo
modifica¢cdes duradouras no cérebro (KELMENDI, 2022).

1.4 PSICODELICOS SINTETICOS, NPS E N-BOMBS

Este estudo foi realizado em parceria com pesquisadores do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), onde as substancias utilizadas foram sintetizadas e
cedidas de forma legal para o nosso laboratério.

As drogas sintéticas e a sua utilizacdo s&o descritas desde meados dos anos
20, sendo que a sua disseminagao pelo mundo aconteceu a partir dos anos 80. Nos
tempos atuais, com a popularizagdo das drogas psicoativas, novas substancias sao
descobertas quase todos os dias.

Denominadas de NPS (do inglés, new psychoactives substances), essas
substancias sédo produzidas de forma rapida e ilegal, a partir de modificagdes na
estrutura quimica pré-existente de substancias controladas derivadas de heroinas,
fenilalquilaminas, triptaminas e de canabindides, mimetizando os efeitos de drogas
ilicitas, como o LSD (BARROS et al., 2021).

A velocidade com que novas drogas ilicitas sdo sintetizadas tem como
objetivo principal burlar as legislagdes vigentes de cada pais, de modo que enquanto
a droga apreendida nao esta em listas de drogas proscritas, sua venda pode ser
realizada de maneira legal (CANTON, 2021).

Atualmente, vemos grandes discussdes sobre os impactos que essas drogas
oferecem aos usuarios a curto e a longo prazo, em vista da dificuldade de apreensao
e identificacdo da substancia (CENTRO BRASILEIRO DE INFORMACAO SOBRE
PSICOTROPICAS, 2007; SECRETARIA NACIONAL ANTIDROGAS, 2007). A cada
ano que passa, novas variantes dessas substancias sao identificadas e catalogadas,
sendo sintetizadas a partir de substituicdes no anel aromatico como 2C-B-NBOMe
ou 2-(4-cloro2,5-dimetoxi-fenil)-N-[(2-metoxifenil)metilletanoamina, ou com
alteragdbes nos  agrupamentos  N-constituintes como  25B-NBOH ou
2-({[2-(4-bromo-2,5-dimetoxifenil)etillamino}metil)fenol (KING, 2014).
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Essas substancias psicoativas sao constantemente utilizadas de forma
recreativa, e ndao medicamentosa, em virtude de seus efeitos psicotropicos e
alucinégenos, os quais sao descritos como aumento da capacidade de
comunicacgédo, autoconhecimento e empatia (VOLLENWEIDER, 2020).

Tais efeitos, como ja mencionado anteriormente, estdo relacionados a alta
afinidade de receptores 5-HT, por agonismo total ou parcial, com a possibilidade de
modulagao da neurotransmissao serotoninérgica (EGAN, et al., 1998).

Recentemente, um novo grupo de substancias psicoativas alucinégenas
sintéticas emergiu, popularmente conhecidas “N-Bombs”. Este trocadilho se fez a
partir de sua estrutura quimica, NBOMe, uma substdncia da classe das
fenetilaminas substituidas, cuja denominagdo ocorre devido ao substituinte
“N-benzilmetoxi” - sendo o “metoxi” discriminado como “OMe” (PAPOUTSIS et al.,
2015).

As fenetilaminas substituidas sao obtidas por modificacbes em sua estrutura
quimica, por processos de inser¢cao de grupos N-benzil, 0 que aumenta a afinidade
dessas substancias pelos receptores 5-HT2A (ELMORE et al., 2018). Dois tipos de
estruturas basicas sao encontrados com mais frequéncia na literatura cientifica,
sendo eles o o-metoxibenzaldeido (NBOMes) ou salicilaldeido (NBOHSs).

Rickli e colaboradores (2015), demonstraram que as NBOMes aumentam em
até 26 vezes a afinidade por receptores 5-HT2A, e possuem afinidade até 8,4 vezes
maior para estes receptores quando comparados com o LSD (RICKLI, 2015).

Embora existam muitos estudos sobre os efeitos das NBOMes e NBOHs em
humanos, apenas recentemente esses estudos tém sido realizados em ensaios
pré-clinicos in vivo, e nenhum deles discute agdes terapéuticas e/ou mecanismos de
acao tipo-antidepressivos.

O presente estudo propde esta abordagem e, ainda, hipotetiza uma via pela
qual estes psicodélicos sintéticos podem exercer sua agao: a via psicoplastogénica.

O termo “psicoplastégeno” refere-se aos compostos que tém capacidade de
alterar a morfologia de neurdnios, e também aqueles que tém a capacidade de
melhorar a plasticidade sinaptica.

A neuroplasticidade é definida como uma habilidade do cérebro em promover
mudangas neurobiolégicas em resposta a estimulos externos, assim como a
exposicao ao estresse cronico, e/ou estimulos intrinsecos genéticos e epigenéticos

(KVICHANSKY, 2021). Estas mudangas podem ser adaptativas e contribuir para a
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resiliéncia em grupos de risco para certas doengas, mas também podem ser
prejudiciais, resultando em neuropatologias e transtornos psiquiatricos (TARTT,
2022).

Estudos in vitro ja demonstraram que alguns compostos como o LSD, o DMT,
o MDMA, a psilocina (forma ativa da psilocibina), dentre outros, podem induzir
mudanc¢as no numero de contatos sinapticos, bem como na estrutura de neurdnios,
aumentando espinhos dendriticos em numero e extensao (LY et al., 2018).

Atualmente, a comunidade cientifica acredita que a depressdo e a
neuroplasticidade estdo atreladas de alguma forma; conectadas por mecanismos
fisiolégicos ainda ndo completamente esclarecidos. Estudos realizados com animais
confirmam que a reversao de quadros de comportamento tipo-depressivo, induzidas
por medicamentos, envolvem mudangas na neuroplasticidade, na morfologia
dendritica, na densidade e funcdo das sinapses (Licznerski & Duman, 2013). No
entanto, mecanismos fisiolégicos e terapéuticos neste contexto ainda ndo sdo bem

estabelecidos e demandam investigag¢des futuras.

1.5 TRANSTORNOS DE HUMOR E DEPRESSAO

Eu n&o consigo explicar os meus sentimentos para vocé;
existe um certo vazio que me causa dor, um desejo, nunca satisfeito,
€ que no entanto, nunca cessa, sim, aumenta dia a dia... Eu também
ndo encontro alegria no meu trabalho... se eu sento ao piano e canto
algo de minha 6pera, tenho de parar imediatamente, pois me afeta
muito.

(Carta de W. A. Mozart a esposa, julho de 1791)

E natural que o humor oscile ao longo do dia, e que as pessoas
experimentem altos e baixos na vida, mas, em alguns casos, as mudangas de humor
de longa duragdo podem se tornar debilitantes e prejudiciais na vida de quem as
experiencia.

A estimativa é que cerca de 350 milhdes de pessoas apresentem algum tipo
de transtorno depressivo, em todo o mundo (OMS, 2018). No entanto, depois da
pandemia de COVID-19 que se instalou globalmente a partir do ano de 2019, essa
estimativa sofreu um aumento de 27.6% em 2020 (SANTOMAURO, 2021).

O Transtorno Depressivo Maior, também conhecido como Depressdo Maior

(DM), é o mais frequente dentre os transtornos de humor, e é caracterizado por
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episdédios depressivos, com pelo menos duas semanas de humor deprimido, perda
de interesse na maior parte das atividades e perda de prazer (GURURAJAN et al.,
2019).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2018), a DM ¢é a principal
causa de incapacidade do mundo e afeta uma em cada dez pessoas. No periodo de
2007 a 2017 houve um aumento de 13% na taxa de prevaléncia da doenca e, hoje,
mais de 300 milhdes de pessoas apresentam esse transtorno.

Apesar das inumeras modalidades de tratamentos disponiveis, menos de
40% dos pacientes respondem a eles e, a taxa de recidiva € bastante alta (RUSH et
al., 2006). Os primeiros antidepressivos comegaram a aparecer 65 anos atras
(HILLHOUSE, 2015), e, o sucesso limitado dessas drogas esta intimamente ligado a
compreensao inadequada da biologia dessa desordem, refletida nas abordagens
indevidas de diagnéstico atuais (GURURAJAN et al., 2019).

Inibidores seletivos da recaptagdo da serotonina (ISRS ou SSRI) sdo os
antidepressivos mais comumente prescritos. No entanto, apenas 56% a 60% dos
pacientes respondem a esse tipo de terapia (ARROL et al., 2005). Além disso, estas
drogas comecam a fazer efeito somente em duas ou quatro semanas apods o inicio
do tratamento, e muitos pacientes reportam efeitos colaterais como boca seca,
ganho de peso, dores de cabecga, e, perda da libido (JOSHI, 2018).

Pacientes cuja DM n&o responde satisfatoriamente aos tratamentos
convencionais representam um grande custo direto e indireto para a saude, uma vez
que estes pacientes sao hospitalizados duas vezes mais e, os custos dessa
hospitalizagdo tendem a ser seis vezes maiores do que a hospitalizagdo de

pacientes sem resisténcia ao tratamento (JOHNSTON et al., 2019).

1.6 A FISIOPATOLOGIA DA DEPRESSAQO

Apenas recentemente comecgaram a ser elucidados os mecanismos neurais
que regulam os estados de humor. Ndo € surpresa, no entanto, que as principais
teorias que procuraram explicar a fisiopatologia dos transtornos de humor tenham se
originado de estudos farmacolégicos de substancias antidepressivas. Portanto,
existem diversas teorias que tentam explicar a origem dos transtornos depressivos,
mas nenhuma delas € conclusiva ou totalmente abrangente.

Estudos sobre a fisiopatologia da DM revelam que ha uma redugdo no
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sistema de monoaminas, que incluem serotonina, dopamina e noradrenalina
(PERITO, 2012). Na década de 1950, alguns medicamentos, como a iproniazida -
um inibidor da enzima monoamina oxidase (IMAO) - demonstraram excelentes
resultados na reversdo do quadro depressivo em ensaios duplo-cego (REYNOLDS
[lI, 2009). Mais tarde, descobriu-se que a IMAO era responsavel pela degradagao de
serotonina e noradrenalina. Entdo, a DM ficou entendida como um simples déficit
funcional de transmissores de monoaminas em certas regides do cérebro.
Entretanto, esta teoria ndo explica de forma abrangente as bases fisiopatoldgicas da
DM, principalmente quanto a sua origem, mas ainda hoje, os antidepressivos mais
comumente usados estao baseados nessa hipotese.

Precursores de serotonina, como o I-triptofano e o 5-hidroxitriptofano,
apresentam moderada agao antidepressiva, e baixas concentracdes de serotonina e
seu principal metabdlito, o acido 5-hidroxiindol acético (5HIAA), sdo encontradas em
cérebros de vitimas de suicidio oou no liquido cefalorraquidiano de parte dos
pacientes deprimidos (GUIMARAES, 2005).

Guimaraes (2005) comenta ainda que além da serotonina e da noradrenalina,
outros neurotransmissores tém sido implicados na etiologia dos transtornos de
humor, como por exemplo a dopamina, o glutamato, a colecistocinina (CCK) e o
horménio liberador de corticotrofina (CRH), e mesmo fatores de crescimento como o
BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro).

A pesquisa de marcadores biolégicos mostra associacdo da desordem com
alteragdes em fatores de crescimento neuronal, marcadores inflamatorios, além das
ja bem estabelecidas alteragcbes do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA)
(DUMAN, 2016).

O grande volume de pesquisas em torno dessa tematica reflete sua
importancia global, e, na ultima década, a neurobiologia da DM teve avangos sem
precedentes no que diz respeito as alteragbes macroscopicas, moleculares,
gendmicas, e de interacdo ambientais, como a plasticidade sinaptica e modulagbes
endocrinas e imunolégicas (KUPFER et al., 2016), culminando em teorias que

tentam explicar os seus mecanismos.

AS PRINCIPAIS TEORIAS SOBRE A DEPRESSAO

1. A teoria neurotréfica foi desenvolvida a partir de técnicas que mensuram a
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quantidade de BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro) expressa. Este
peptideo esta relacionado com o desenvolvimento cerebral desde a vida
embrionaria até o crescimento e diferenciacdo celular, neuroplasticidade e
apoptose em adultos. Além disso, tem um efeito neuroprotetor durante toda a
vida (BASTOS, 2011). Recentemente, novas pesquisas revelaram que a
reducdo de fatores de crescimento, principalmente o BDNF pode estar
envolvido na génese da DM (PERITO, 2012). Os fatores neurotroficos
mediam varias funcgdes celulares através da ativagcao de receptores, incluindo
a expressao dos genes que estido integralmente envolvidos na regulacéo da
neuroplasticidade celular (SCHMIDT, 2008). Quando ocorre a queda na
expressao desta substancia, areas como o sistema limbico e o hipocampo
sdo severamente prejudicadas, porém ainda ndo se sabe quais zonas do
hipocampo que, ao apresentar atrofia, promove sintomas depressivos
(PAZINI, 2017).

. O eixo HPA é extremamente ativado em situagdes de estresse crénico, e
possui uma relagao intima com a DM. Os principais componentes do sistema
de estresse sao o CRF (fator liberador de corticotrofina) e o sistema locus
coeruleus noradrenalina (LC-NE) (VAN DEN EEDE et al., 2004). Em situagoes
de estresse, a producdo de CRF (fator liberador de corticotrofina) aumenta
nos neurdnios do nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo. O CRF
estimula a hipdfise, e consequentemente a sintese do proopiomelanocortina,
o precursor do ACTH (horménio adrenocorticotréfico) das células hipofisarias
anteriores. O AVP (vasopressina) atua em sinergismo com o CRF na
estimulacdo da secrecdo de ACTH. Finalmente, o ACTH é secretado na
circulagao sistémica e estimula a secrecao de cortisol pelo cortex adrenal. O
cortisol é o produto final do eixo HPA e atua em resposta ao estresse no
organismo. Além disso, o cortisol age como um regulador de feedback
negativo no hipotalamo e na hipdfise, diminuindo a secre¢éo de CRF e ACTH,
respectivamente, e também exerce uma funcao de feedback negativo no eixo
HPA através do hipocampo. Na DM, o eixo esta desregulado e os
mecanismos de feedback negativos sdo enfraquecidos. O cortisol favorece
uma maior atividade da via glutamatérgica, que promove o estresse oxidativo,

fazendo prevalecer os niveis de radicais livres sobre os mecanismos
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antioxidantes; estes radicais por sua vez, ao reagirem com 0s neurdnios,
geram apoptose (VAN DEN EEDE et al., 2004).

3. Recentemente, a hipotese das citocinas tém atraido bastante atencéo e
muitos estudos tém demonstrado que o sistema imune tem um importante
papel ativador na patogénese da DM (RAISON et al., 2006). Foi verificado
que estes pacientes tém niveis aumentados de marcadores inflamatoérios no
sangue, como as interleucinas (ILs) IL-1B, IL-6, fator de necrose tumoral
(TNF) TNF-a e proteina C reativa (PCR) (HILES, 2012). E importante
ressaltar que tais aumentos tém sido associados aos piores resultados do
tratamento antidepressivo. Estudos com animais também tém demonstrado
que citocinas pro-inflamatérias mediam comportamentos tipo depressivos
induzidos pelo estresse (FLESHNER, 2017). Existem varias vias pelas quais a
inflamacao periférica pode sinalizar o cérebro e levar a DM: nervo vago,
regidbes com vazamentos na barreira hematoencefalica (BHE) e sistemas de
transporte de citocinas. Por essas vias, as citocinas periféricas podem afetar a
sintese e a recaptagdo central de neurotransmissores de monoamina,

incluindo dopamina, serotonina e norepinefrina (QUAN, 2007).

1.7 O USO DE MODELOS ANIMAIS PARA O ESTUDO DE TRANSTORNOS
DEPRESSIVOS

Os mecanismos da DM sado complicados e sua patofisiologia permanece
incerta, assim, 0 uso de modelos animais para estudar esse transtorno tem sido
bastante conveniente. No entanto, o campo das descobertas ainda precisa ser
expandido (LI CAl et al., 2019).

Os primeiros modelos animais para o estudo da depressao foram baseados
em efeitos antidepressivos, sem a preocupacao de se fazer uma correlagdo com
eventuais mecanismos do desenvolvimento do quadro depressivo. Em 1967, Martin
Seligman e Steven Maier propuseram uma nova abordagem com o modelo de
desamparo aprendido, em que animais submetidos a uma série de choques
inescapaveis nas patas apresentam déficit de aprendizado em uma nova situagao
em que os choques poderiam ser evitados e, a situagao pode ser resolvida com a

administracao crénica de antidepressivos.
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Um outro teste preditivo da atividade antidepressiva bastante empregado (e
semelhante ao modelo de Seligman e Maier) é o teste do Nado Forgado, ou “modelo
de desespero comportamental” (GUIMARAES, 2005). Neste teste, os roedores s&o
submetidos a um periodo de treino de nado forgado, uma situagdo inescapavel de
estresse e, 24 horas depois, sdo novamente colocados para nadar (teste), entédo, o
tempo de imobilidade é registrado. Sabe-se que o tratamento cronico com
antidepressivos, principalmente aqueles que bloqueiam a recaptagdo de
noradrenalina, diminuem o tempo total de imobilidade.

A utilizacdo de um modelo animal € uma pratica consolidada nas pesquisas
biomédicas. Normalmente, a partir destes modelos, caracteriza-se processos
bioldgicos ou testa-se medicamentos em animais ndo humanos antes de verificar se
os resultados se aplicam aos humanos (SOUZA, 2017). Segundo Li Cai e
colaboradores (2019), um modelo experimental deve ser facilmente replicado em
diferentes contextos, mesmo com algumas modificagdes de protocolo. Dessa forma,
sdo considerados modelos de “padrao ouro”.

A validade destes modelos animais normalmente segue uma abordagem
multidimensional, através de uma perspectiva preditiva (a performance nos testes
prediz a performance das condi¢gdes sendo testadas), transparente (extensdo em
que um teste é visto subjetivamente como cobrindo o conceito que pretende medir),
e de constructo (acumulo de evidéncias para apoiar a interpretacdo que uma medida
reflete) (WILLNER, 2017).

Com relacdo aos modelos animais para o estudo da Depressdo, a validade
preditiva diz respeito a responsividade seletiva aos antidepressivos (drogas ou nao);
a validade facial (transparente) € avaliada em comparagdo aos sintomas
encontrados no DSM; e, a validade de constructo € baseada em argumentos de
similaridade entre construtos psicolégicos, como a responsividade a eventos ligados
a recompensa, ou, se conhecidos, 0s mecanismos neurobiolégicos subjacentes.

Modelos ja bem estabelecidos induzem o comportamento tipo-depressivo
através do estresse, mas desconsideram outros fatores de risco, como por exemplo,
a inflamacao.

Nesse contexto, os modelos experimentais de ligacao e perfuragao cecal
(CLP) em roedores podem fazer-se clinicamente relevantes, pois produzem uma
inflamac&o generalizada similar aquela observada durante a sindrome da resposta

inflamatadria sistémica e sepse (COMIM et al., 2008), podendo induzir um quadro de
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encefalopatia séptica (EAS - encefalopatia associada a sepse), condigdo que
acomete mais de 70% dos pacientes sobreviventes a sepse e culmina em um
comportamento depressivo (CHAO REN et al., 2020).

Dessa forma, o modelo de CLP viabiliza um estudo mais amplo da DM,
partindo de uma origem inflamatoria, possibilitando a utilizacdo de técnicas

bioquimicas, morfolégicas e comportamentais.

1.8 MODELO DE LIGACAO E PERFURAGCAO CECAL (CLP, do inglés Cecal Ligation

and Puncture)

O modelo de ligacao de perfuragao cecal (CLP) é reconhecido como um
modelo “padrdao ouro” de sepse abdominal em roedores (DRECHSLER e
OSUCHOWSKI, 2021).

Este modelo simula os processos inflamatérios que, inicialmente se ddo como
uma reacgao imune localizada, e depois, se microrganismos e componentes fecais
caem na circulagao sistémica, podem vir a desencadear uma resposta inflamatdria
desregulada (ALVERDY et al., 2017; TAEB e MALIK, 2017).

Ele consiste em uma laparotomia, seguida de uma ligadura do ceco logo
abaixo da valva ileocecal e perfuragées na base do ceco com uma agulha. A cirurgia
induz uma necrose focal e continua liberacdo de material fecal. Depois da cirurgia
CLP, os sinais da sepse clinica aparecem dentro de 12 e 24 horas, dependendo de
sua severidade, que é caracterizada de leve (cronica) a severa (aguda) e pode ser
influenciada tanto pela posi¢céao da ligadura no ceco (SINGLETON e WISCHMEYER,
2003), quanto pelo tamanho da agulha e numero de perfuragdes realizadas.

Dados os niveis de severidade possiveis em decorréncia do procedimento
cirurgico CLP, é imprescindivel que haja consisténcia no desenvolvimento da técnica
(RITTIRSCH, 2009), e que todos os passos do protocolo experimental sejam

seguidos fielmente e executados por apenas um pesquisador.
1.9 SEPSE
A Sepse €& uma das piores ameagas ao prognostico de pacientes em

unidades de terapia intensiva. Segundo o Instituto Latino Americano para Estudos

de Sepse, ILAS (2019) e, de acordo com a nova definigdo, estabelecida pelo terceiro
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consenso internacional para sepse e choque séptico (0 chamado Sepse-3), a sepse
passa a ser definida como uma disfungdo organica ameagadora a vida causada por
uma resposta desregulada do hospedeiro a infecgao.

Um dos principais componentes que envolvem a fisiopatologia da sepse é a
exacerbada ativacdo da resposta imune inata. O principal papel do sistema imune
inato se da pelo aumento de fatores pré-inflamatérios apdés a infeccdo
(MASTRONARDI et al., 2005). Algumas horas apds o inicio da sepse ha
consequente aumento de citocinas proé-inflamatoérias tais como interleucina IL-1B e
TNF-a e de citocinas anti-inflamatérias como IL-10, que sinalizam para o sistema
nervoso central (COMIM et al., 2011).

Como a maioria dos estudos envolvendo sepse tem enfoque em o6rgaos
periféricos, a participagcdo do cérebro durante esse processo ainda nao esta bem
estabelecida. Varios mecanismos tém sido propostos e incluem dano oxidativo,
disturbios de neurotransmissores, neuroinflamacado e morte celular (BOZZA et al.,
2013). O fluxo sanguineo cerebral, integridade da barreira hemato-encefalica (BHE)
e o conteudo de liquido cerebral também podem ser afetados (HUGHES et al.,
2016).

A disfungdo da BHE se caracteriza por alteragbes nas tight junctions
endoteliais, que, uma vez que nao estdo executando a sua fungdo de maneira
adequada, permitem a passagem de mediadores inflamatérios e neurotéxicos para
o cérebro (POLITO et al., 2013). Além da passagem de mediadores inflamatorios
através da BHE, a resposta inflamatéria sistémica se propaga para o sistema
nervoso central por outras duas vias. Uma das vias € neural, através da ativagao do
nervo vago aferente (ONDICOVA, 2010). Outra via € humoral, através dos 6rgaos
circunventriculares e do plexo coroide, desprovidos de BHE e que expressam
proteinas importantes no reconhecimento de patdégenos e receptores para citocinas
pré-inflamatérias (JANIG et al., 2014).

A sinalizacao do Toll-like receptor (TLR), tem sido sugerida como a chave da
fisiopatologia da sepse (DAL-PIZZOL et al., 2014). A ativagao desta via, presente
nos orgaos circunventriculares, induz a produgéao e liberagao de citocinas no sistema
nervoso central (TRACEY et al.,, 2007). Basicamente, essa ativagdo consiste na
interacdo entre TLR e derivados de bactérias e de produtos do hospedeiro, tais
como: proteinas intracelulares, componentes da matriz extracelular e lipidios

oxidados. O reconhecimento destes agentes pelos TLRs, induzem uma cascata de
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sinalizacdo intracelular, que ativa o Fator Nuclear kappa B (NF-kB). O NF-kB é
responsavel pela codificagcdo de genes que estimulam a sintese e liberagdo de
mediadores pro-inflamatérios como: quimiocinas e citocinas, especialmente IL1-,
IL-6 e TNF-q, as quais atuam recrutando e ativando leucdcitos para o foco infeccioso
(DANIELSKI et al., 2018).

Esse processo inflamatério amplificado no SNC ¢é denominado

neuroinflamacgao.

1.10 NEUROINFLAMAGCAO E EAS

A neuroinflamagdo possui um papel extremamente importante no
desenvolvimento de uma disfungdo cerebral conhecida como encefalopatia
associada a sepse (EAS).

A EAS é uma complicagdo comum, porém pouco compreendida da sepse, e
pode ser definida como uma disfungéo cerebral resultante de alteragdes metabdlicas
e de sinalizagao celular mediadas por componentes inflamatdrios (ZENAIDE, 2013).
Esta intimamente ligada a ativagdo de células da glia (microglia e astrécitos), a
geragcado de mediadores inflamatdrios locais (BELLAVER et al., 2015), a produgéo de
espécies reativas de oxigénio (BENARDAIS et al., 2014), a quebra da BHE
(HOOGLAND et al., 2015), ao dano celular e a ativagao do eixo HPA (LOSSINSKY
et al., 2004).

Segundo o ILAS (2019), a sepse ainda é uma das principais causas de
mortalidade hospitalar tardia, superando o infarto do miocardio e o cancer. No Brasil,
essa taxa chega a 65% dos casos, enquanto a média mundial esta em torno de 30 a
40%. Aproximadamente 70% dos pacientes sobreviventes desenvolvem sintomas
neurolégicos (CHAO REN et al., 2020), que acabam por culminar em transtornos
depressivos.

Dada a importdncia da neuroinflamacdo na patogénese da DM, é
imprescindivel a busca por novas intervengdes terapéuticas, que sejam mais
confiaveis, e, que possam exercer suas fungdes também em vias anti-inflamatdrias

do sistema nervoso central (SNC).
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2 JUSTIFICATIVA

A depressdo maior € o transtorno psiquiatrico mais comum do mundo nos
tempos atuais e possui um alto indice de recidiva e prevaléncia. Por ser um
transtorno de origem multifatorial, sua patofisiologia permanece incerta, mas
diversas evidéncias demonstram que os processos inflamatérios e a plasticidade
sinaptica deficitaria desempenham um papel importante no desenvolvimento desse
transtorno de humor. Somado a isso, existe o fato de que as drogas antidepressivas
atualmente utilizadas ndo sédo eficazes na maioria dos casos, e seu uso continuo
provoca uma série de efeitos colaterais.

Sendo assim, esse projeto propde caracterizar um modelo animal para o
estudo de desordens depressivas a partir de processos inflamatérios (sepse
experimental), e explorar o potencial anti-inflamatério/antidepressivo de compostos
psicodélicos alucindgenos sintéticos de rua (normalmente usados de forma
recreacional), das classes NBOMe e NBOH, elucidando, pela primeira vez, o

potencial terapéutico dessas substancias.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito dos psicodélicos 25H-NBOMe e 25H-NBOH em ratos Wistar
sobreviventes da sepse experimental, testados em ensaios preditivos de atividade

antidepressiva

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar em ratos Wistar machos adultos (teste e controle):

a) alteragbes comportamentais 7, 14 e 21 dias apds a sepse experimental,
através dos testes de 1) RGS; 2) campo aberto e 3) nado forgado;

b) definir uma curva de dose-resposta de 25H-NBOMe dentre as doses a) 0,3
mg/kg, 2) 1 mg/kg, 3) 3 mg/kg;

c¢) definir uma curva de dose-resposta de 25H-NBOH dentre as doses a) 0,3
mg/kg, 2) 1 mg/kg, 3) 3 mg/kg;

d) avaliar as respostas de tor¢do da cabega (HTR) do animais, apods
administragao das substancias psicodélicas deste estudo, pelo teste de
comportamento HTR,;

e) avaliar a influéncia do tratamento com 25H-NBOMe, na dose de 3 mg/kg,
i.p. sobre as alteragdes do comportamento tipo depressivo em animais
sobreviventes a sepse;

f) avaliar a influéncia do tratamento com 25H-NBOMe e/ou 25H-NBOH, nas

doses a) 0,3 mg/kg, 2) 1 mg/kg, e 3) 3 mg/kg, i.p. sobre as alteragcdes

inflamatdrias, em animais sobreviventes a sepse.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos adultos machos (6 semanas), da linhagem Wistar
pesando entre 200 e 300g, provenientes do Biotério da Universidade Federal de
Alfenas-MG. Todos os procedimentos experimentais seguiram os Principios Eticos
em Pesquisa Animal adotados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Alfenas (protocolo 0028/2021).

Os animais tiveram livre acesso a agua e alimento (racdo peletizada
normoproteica) e foram mantidos a temperatura de 23 + 2° C, em fotoperiodo
definido de 12 horas, com as luzes acesas as 07:00. O numero de animais utilizados
para a caracterizagdo do modelo de estudo da DM = 72 (n=10). Estes animais foram
divididos em 3 grupos (7 dias, 14 dias e 21 dias ap6s a SEPSE experimental), e,
cada grupo foi composto por animais SHAM e CLP, totalizando 6 subgrupos (60
animais). No entanto, como descrito por Oliveira e colaboradores (2018), o modelo
de Ligagao e Perfuragcdo Cecal possui alto indice de mortalidade. Por esse motivo,
necessitamos de um adicional de 20% do numero a ser utilizado, totalizando 72
animais (n=10) para este fim. Para a definicdo da dose das substancias psicodélicas
(NBOMe e NBOH), utilizamos 80 animais (n=10), divididos em 4 grupos para cada
uma das substéancias (veiculo, dose 0,3 mg/kg, 1 mg/kg e 3 mg/kg). Para testar a
substancia escolhida (dois grupos: veiculo + dose escolhida) no modelo de estudo
da Depressao caracterizado (dois grupos: SHAM e CLP), formamos 4 grupos
experimentais (1) SHAM+Veiculo, 2) SHAM+Tratamento, 3) CLP+Veiculo, e 4)
CLP+Tratamento) e, portanto, utilizamos 80 animais (n=10/grupo) + 20%, como
descrito anteriormente, totalizando 96 animais para este fim.

Numero total de animais para todo o desenho experimental = 72 + 80 + 96 =
248.

4.2 DROGAS
e 25H-NBOMe (o-metoxibenzaldeido - ICE - Departamento de Quimica -

UFMG);
e 25H-NBOH (salicilaldeido - ICE - Departamento de Quimica - UFMG);
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e DMSO (Dimetilsulféxido);

e Tween 20;

e Salina estéril 0,9%;

e Pentabiotico (Ford Dodge Saude Animal LTDA);

e Tribromoetanol (TBE-Sigma, Brasil);

e Cloridrato de tramadol 100mg/2 mL (Unido Quimica Farmacéutica Nacional
S/A);

e |soflurano 4%.

4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.1 Inducéao da sepse por Ligacao e Perfuragao Cecal

Os animais foram anestesiados com TBE (150 mg/kg), administrado
intraperitonealmente, em associacdo ao opidide Cloridrato de Tramadol (12,5
mg/Kg), administrado por via subcutanea (s.c.). Sob condigbes assépticas, uma
laparotomia mediana de aproximadamente 2 cm foi realizada para expor o ceco e
intestino adjacentes. Em seguida, o ceco foi ligado com uma sutura de seda (3,0 cm)
na sua base, abaixo da valvula ileocecal, onde foi perfurado duas vezes com uma
agulha calibre 18. O ceco foi entdo espremido delicadamente para extrudar uma
pequena quantidade de fezes através da perfuracdo. Posteriormente, o ceco foi
devolvido a cavidade peritoneal e a laparotomia foi fechada com sutura de fio de
seda 4,0. Os animais receberam, via intramuscular (i.m.), solugdo de pentabidtico
(24.000 UI/Kg) imediatamente apos o CLP. Para minimizar a variabilidade entre
diferentes experimentos, o procedimento CLP foi realizado pelo mesmo pesquisador
(OLIVERE et al., 2018).
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Figura 2 - Representacdo esquematica e ilustrativa de uma cirurgia de
ligacao e perfuracao cecal (CLP).
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Fonte: da autora.
Nota: Desenvolvido a partir do banco de icones e imagens ilustrativas do software
BioRender.

4.3.2 Tratamento com 25H-NBOMe e 25H-NBOH

NBOMe e NBOH foram utilizados a partir de solugdo pura, cedida pelo
Instituto de Ciéncias Exatas (Departamento de Quimica) da UFMG, e desta foram
preparadas no dia dos tratamentos, as solu¢gdes-mae, armazenadas a —20 °C até o
momento da administragdo. A solugdo-mée foi preparada ao misturarmos 10 ug de
25H-NBOMe ou 25H-NBOH com 100 pl de DMSO, e entdo, os compostos foram
diluidos nas seguintes concentragdes: 1) 0,3 mg/kg, 2) 1 mg/kg e 3) 3 mg/kg. Para
tanto, utilizamos a solugcdo-mae em veiculo, preparado previamente com salina,
tween 20% e DMSO. Todas as diluicdes passaram pelo vortex durante o preparo e
antes da administragcdo. As drogas foram administradas nos animais, via
intraperitoneal (i.p.), mg/kg de NBOMe/NBOH ou veiculo (1 ml/kg) imediatamente
antes dos testes comportamentais. Dessa forma, os animais foram divididos em 6
grupos (n=10): 1) Sham + Veiculo, 2) Sham + NBOMe, 3) CLP + Veiculo, 4) CLP +
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NBOMe, 5) Sham + NBOH, 6) CLP + NBOH.

Figura 3 - Representagdo esquematica e ilustrativa do preparo e
administracao das substancias do estudo.
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Fonte: da autora.
Nota: Desenvolvido a partir do banco de icones e imagens ilustrativas do software
BioRender; i.p.: intraperitoneal

4.4 COLETA DE ESTRUTURAS E DOSAGEM DE PROTEINAS POR WESTERN
BLOTTING

Apbés a morte pelo excesso de anestésico inalatorio (Isoflurano 4%), os
animais foram decapitados por guilhotina e os encéfalos foram coletados. O cortex
pré frontal e o hipocampo foram dissecados e em seguida armazenados e
congelados individualmente em nitrogénio liquido, para posterior uso. As amostras
foram descongeladas, homogeneizadas em tampdo de lise com inibidores de
protease, centrifugadas e finalmente foi quantificada a concentracdo de proteinas
através do teste de Bradford. Por ordem, por meio de eletroforese, as proteinas
foram separadas e subsequentemente transferidas para uma membrana. As
membranas foram incubadas com os anticorpos anti-PSD-95, anti-sinaptofisina e
anti-GFAP, e, posteriormente com os respectivos anticorpos secundarios. As

membranas foram digitalizadas através do equipamento de aquisicdo de imagens
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ChemiDoc XRS+ e do software ImageLab versédo 6.0.1 (Bio-Red-Laboratories, Inc.).

A analise foi realizada em relagao a proteina $-actina.

Figura 4 - Representagcdo esquematica e ilustrativa da coleta de estruturas
encefalicas e desenvolvimento da técnica de Western Blotting.
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Fonte: da autora.
Nota: Desenvolvido a partir do banco de icones e imagens ilustrativas do software
BioRender.

4.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

4 5.1 Escala de dor RGS

A escala de dor RGS (do inglés, rat grimace scale) em tempo real € um teste
para avaliar a expressao facial de roedores, associada a dor, uma adaptacao de
Leung e colegas (2016) do teste RGS desenvolvido por Sotocinal e colegas (2011), e
pode ser usado sem alteragao nos resultados. Para obtermos as escalas, os animais
a serem testados devem ser transferidos para um aparato transparente, limpo e
previamente habituados aos observadores, e, a escala sera obtida usando dois
métodos: 1) uma nota de avaliagdo durante a observagdo com 2) 15 segundos de

intervalo entre as observagdes, onde o animal devera ser observado por 15
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segundos e recebera uma pontuagcdo pelo periodo. Cada método sera repetido a
cada 30 segundos pelo periodo de observagcédo de 10 minutos, gerando assim, 18
notas para cada animal. Dessas 18 notas, tirou-se a média, obtendo-se assim, uma
Unica nota para cada animal. Os comportamentos observados foram: 1) Aperto dos
olhos; 2) Achatamento do focinho e bochechas; 3) Alteracdo nas orelhas; e, 4)
Alteragéo nas vibrissas. Para cada um destes parametros os animais receberam as
notas 0 (ndo presente), 1 (moderadamente visivel) ou 2 (pronunciado), como pode

ser observado nas imagens a seguir:

1) Aperto dos olhos

Fotografia 1- Expressao de dor do teste de escala de dor RGS - Aperto dos
olhos.

o Lt

“0" “1" “z"
Fonte: Sotocina e colaboradores, 2011.

2) Protuberéancia do focinho e das bochechas

Fotografia 2- Expressao de dor do teste de escala de dor RGS - Protuberancia
do focinho e das bochechas.

l.lu.ll l.ll- lz-

Fonte: Sotocina e colaboradores, 2011.
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3) Posicionamento das orelhas

Fotografia 3- Expressdao de dor do teste de escala de dor RGS -
Posicionamento das orelhas.

0" T 7

Fonte: Sotocina e colaboradores, 2011.

4) Alteracao nas vibrissas

Fotografia 4- Expressao de dor do teste de escala de dor RGS - Alteragéo nas
vibrissas.

.r I'I1II' T

Fonte: Sotocina e colaboradores, 2011.

Ao final do teste, cada animal recebeu quatro notas, uma para cada
parametro. A escala de dor RGS foi determinada pela média aritmética destes

valores.
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Figura 5- Representacdo esquematica e ilustrativa do aparato transparente
utilizado para a execugéao do teste de escala de dor RGS.

{3
| & 2
Fonte: da autora.
Nota: Desenvolvido a partir do banco de icones e imagens ilustrativas do software
BioRender.

4.5.2 Campo Aberto

A avaliagdo deste teste permite-nos verificar a atividade locomotora em
roedores. Os animais foram colocados individualmente no centro de uma arena
cubica de acrilico, de fundo preto, (60 cm x 60 cm), e filmados por 20 ou 5 minutos
para posterior analise. Em seguida, o aparato foi limpo com solug¢ao de etanol a 5%,
e a analise do video gravado foi realizada automaticamente pelo software Ethovision
XT versao 9.0 (WILCONSON et al., 2007; TOYAMA, 2012).
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Figura 6- Representacdo esquematica e ilustrativa da arena de acrilico
utilizada para a execugéao do teste do Campo Aberto.

Fonte: da autora.
Nota: Desenvolvido a partir do banco de icones e imagens ilustrativas do software
BioRender.

4.5.3 Nado Forgado

Este teste € usado para verificar sintomas semelhantes a depressdo em
roedores. Para a realizagédo do teste, utilizamos um aparato cilindrico transparente
de 24 cm de didmetro por 50 cm de altura, contendo 35 cm de agua a 24 + 1°C
(PADOVAN; GUIMARAES 2004). O volume de agua permite ao animal nadar ou
boiar sem encostar as patas ou a cauda no fundo do aparato. O animal foi colocado
para nadar por um periodo de 15 minutos no dia anterior ao teste (pré teste -
“treino”), e no dia do teste, foi filmado por 5 minutos para posterior avaliagdo. A
avaliacéo levou em conta os seguintes parametros: 1) floating (tempo que o animal
flutua, sem apresentar movimentos); 2) swimming (Qquando o animal se movimenta e
realiza rotagdes no aparato) e 3) climbing (onde se observa tentativas de escape do

aparato, escalando suas paredes) (PORSOLT et al., 1977).
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Figura 7- Representacdo esquematica e ilustrativa da arena de acrilico

utilizada para a execucao do teste do Nado Forcado.

H\:\'ﬂ'q::-ﬂ-'f::--____ B _,_‘"//
L]
N v/
Fonte: da autora.
Nota: Desenvolvido a partir do banco de icones e imagens ilustrativas do software
BioRender.

4.5.4 HTR - Resposta de tor¢cao da cabeca

O HTR (do inglés, head-twitch response) é um rapido movimento rotacional
da cabega, que ocorre em ratos e camundongos ap0s a administragdo de
substancias alucinégenas serotoninérgicas, e outros compostos agonistas de
receptores 5-HT2A. Por esse motivo, € um teste amplamente utilizado para avaliar a
ativacao destes receptores. Segundo o protocolo mais comumente usado, sugerido
por Canal e Morgan (2012), o numero de comportamentos de torcao da cabecga &
obtido através da contagem de HTR, observando-se o animal ap6s administragédo
das drogas, por um determinado periodo de tempo. Este dado pode ser obtido em
tempo real ou através de filmagens, por analise (contagem de HTRs) de
observadores treinados. Para este estudo, o periodo de tempo em que o teste
ocorreu foi de 20 minutos apds a administracdo das substancias, e o comportamento

dos animais foi gravado para posterior analise.
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Figura 8- Representagao esquematica e ilustrativa do movimento de tor¢ao da
cabeca avaliado pelo teste de HTR

Fonte: KLEIN e colaboradores, 2020.

4.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Parte 1- Para a caracterizagdo de um modelo experimental para o estudo de
Transtornos Depressivos, desencadeados pela encefalopatia associada a sepse,
animais naive, apos 7 dias de ambientac&o no biotério de machos do laboratério de
Neuromodulagdo da UNIFAL-MG, foram submetidos a cirurgia CLP. Apos 24, 48 e
72 horas foram submetidos ao teste de escala de dor RGS, para que pudéssemos
excluir o viés da dor na avaliagdao dos resultados dos testes comportamentais
subsequentes. 7, 14 e 21 dias apds a cirurgia CLP, os animais foram ent&o
submetidos aos testes comportamentais de Campo Aberto e Nado Forgado. Logo
apos os testes comportamentais, todos os animais foram eutanasiados por excesso
de anestésico inalatério isoflurano 4%, decapitados, e os tecidos e estruturas
encefalicas foram coletados para posterior analise bioquimica.

Parte 2- Para a determinacdo da curva dose-resposta das substancias
25H-NBOMe e 25H-NBOH, animais naive, apos 7 dias de ambientagdo no biotério
de machos do laboratério de Neuromodulagdo da UNIFAL-MG foram submetidos
aos testes de HTR, Campos aberto e Nado Forgcado, nesta ordem, logo apds
administragao por via intraperitoneal (i.p.) de a) 0,3 mg/kg, b) 1 mg/kg e, c) 3 mg/kg
de NBOMe ou NBOH.

Parte 3- Para a avaliagdo da modulagao psicodélica, o grupo experimental do
modelo de estudo da Depressao escolhido foi o de 14 dias apds a cirurgia CLP e,

esse grupo (animais SHAM e CLP) recebeu tratamento com 25H-NBOMe 3 mg/kg
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por via intraperitoneal (i.p.). Logo apds a administragdo da substancia em questao
(ou do veiculo), os animais foram submetidos aos testes comportamentais de HTR,
Campo Aberto e Nado Forgado. Imediatamente apds os testes comportamentais, os
animais foram eutanasiados por excesso de anestésico inalatorio isoflurano 4%,
decapitados, e os tecidos e estruturas encefalicas foram coletados para posterior
analise bioquimica.

Parte 4- Para a analise das caracteristicas psicoplastogénicas das
substancias psicodélicas 25H-NBOMe e 25H-NBOH e do efeito terapéutico
sustentado das mesmas, animais naive, apos 7 dias de ambientacdo no biotério de
machos do laboratério de Neuromodulagdo da UNIFAL-MG, foram submetidos ao
testes de HTR, logo apds administracao por via intraperitoneal (i.p.) de a) 0,3 mg/kg,
b) 1 mg/kg e, c) 3 mg/kg de NBOMe ou NBOH, foram avaliados imediatamente apds
a administracédo, e também 2, 4, 6 e 24 horas depois. Além disso, estes mesmos
animais passaram pelos testes do Campo aberto e do Nado forcado 7 dias apés a
administragcdo unica e, logo em seguida, foram eutanasiados por excesso de
anestésico inalatério isoflurano 4%, decapitados, e os encéfalos foram coletados

para posterior analise morfologica pela técnica de Golgi.
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Figura 9- Representacdo esquematica e ilustrativa da parte 1 do
delineamento experimental deste trabalho: Caracterizagdo do
modelo experimental para o estudo de Transtornos Depressivos
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Fonte: da autora.
Nota: Desenvolvido a partir do banco de icones e imagens ilustrativas do software
BioRender.

Figura 10- Representagdo esquematica e ilustrativa da parte 2 do
delineamento experimental deste trabalho: Determinagdo da
curva dose-resposta de 25H-NBOMe e 25H-NBOH

25H-NBOMe Ou Coleta de estruturas
25H-NBOH Campo aberto [ encefélicas
. ]
e . / 2 ‘\\
L]
/ \;—;,v o1 . ‘)
Idade: 6 semanas HTR Nado Forgado
/L 1
7 di ” ' it rinie ot Sl
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Fonte: da autora.
Nota: Desenvolvido a partir do banco de icones e imagens ilustrativas do software

BioRender.
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Figura 11- Representagdo esquematica e ilustrativa da parte 3 do
delineamento experimental deste trabalho: Avaliacdo da
modulacgao psicodélica de 25H-NBOMe e de 25H-NBOH
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Fonte: da autora.
Nota: Desenvolvido a partir do banco de icones e imagens ilustrativas do software
BioRender.

Figura 12- Representagdo esquematica e ilustrativa da parte 4 do
delineamento experimental deste trabalho: Analise
psicoplastogénica de 25H-NBOMe e de 25H-NBOH
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Fonte: da autora.
Nota: Desenvolvido a partir do banco de icones e imagens ilustrativas do software
BioRender.
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4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados utilizando-se o programa do software GraphPad
versdo 8.0 e expressos como media + erro padrdao da média (EPM). Para a
avaliacdo dos parametros comportamentais foi utilizado o teste t-student e, para a
comparagao dos efeitos do tratamento (i.p. com 25H-NBOMe ou 25H-NBOH ou
veiculo) foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de duas vias (2 way), seguida

pelo pos-teste de Tukey.



53

5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZAGAO DE UM MODELO EXPERIMENTAL PARA O ESTUDO DE
TRANSTORNOS DEPRESSIVOS

A primeira parte deste trabalho, como descrito acima, previa a caracterizacao
de um modelo de indugdo do comportamento tipo depressivo em roedores, de
origem inflamatoria. Para tanto, foi escolhida a técnica cirurgica CLP, que mimetiza
um quadro de sepse experimental e, como na clinica médica, promove a indugao de
comportamentos semelhantes a depressao em decorréncia de uma encefalopatia
ocasionada pela sepse.

Nesse sentido, para que o modelo pudesse ser caracterizado, os animais
deste experimento foram divididos, primeiramente, em 3 grupos: 1) Sepse
experimental 7 dias, 2) Sepse experimental 14 dias e, 3) Sepse Experimental 21
dias, sendo que a contagem dos dias (7, 14 e 21) diz respeito a quantidade de dias
que se passaram apos a cirurgia CLP/SHAM. Cada um destes grupos foi, ainda,
subdividido em a) animais que passaram pela cirurgia CLP e pela sepse
experimental (grupo CLP) e, b) animais que passaram pela cirurgia CLP mas que
nao passaram pela sepse experimental (grupo SHAM).

Dessa forma, todos os animais do estudo foram submetidos aos seguintes
testes comportamentais: O teste de escala de dor RGS (do inglés, “Rat Grimace
Scale”), para a avaliagdo do indice de dor dos animais poés cirurgia, o teste do Nado
Forcado (NF), para a avaliagdo do comportamento aneddnico destes mesmos
animais, e, por fim, o teste do Campo Aberto (CA), para a avaliacao da atividade
locomotora. Ao final do ultimo teste comportamental, os animais foram
imediatamente levados a sala de cirurgia e eutanasiados por excesso de anestésico
inflamatdrio para que pudessem ser decapitados e os seus encéfalos retirados do
cranio para dissecagao. As regides do cortex pré-frontal foram dissecadas e
armazenadas a -80°C para posterior processamento e analise pela técnica do
Western Blotting.

5.1.1 Escala de dor RGS

Durante o teste, os animais foram transferidos para um aparato transparente
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e observados durante 10 minutos, para avaliagdo dos seguintes parametros: 1)
Aperto dos olhos, 2) Protuberancia do focinho e das bochechas, 3) Posicionamento
das orelhas, e 4) Alteracao nas vibrissas (Adaptado de Sotocina et.al., 2011) .

O teste foi realizado 24, 48 e 72 horas apds o procedimento cirurgico CLP e
podemos verificar, pelo grafico 1, que embora ambos os grupos tenham apresentado
expressdes preditivas de dor 24 horas apds a cirurgia, os animais do grupo CLP
obtiveram uma pontuacédo na escala RGS maior do que os animais do grupo SHAM,
ainda que nao haja diferenga significativa entre os grupos (p>0,05). Observamos
também que 48 horas apds a cirurgia, essa pontuagdo caiu pela metade,
proporcionalmente, em ambos 0s grupos, e que 72 horas apos, 0s animais ja néo

sentem dor oriunda do procedimento cirurgico.

Grafico 1- Escala de dor RGS entre os animais do grupo SHAM e animais do
grupo CLP.
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Fonte: da autora.

Legenda: Escala de dor RGS frente a dor pds-operatéria do procedimento CLP, 24,48 e 72
horas apds a cirurgia, entre os animais do grupo SHAM e animais do grupo CLP;
n=8 animais por grupo; Os dados representam a meédia + E.PM. e foram
analisados utilizando o teste 2 way ANOVA, seguido pelo pés teste de Tukey,
demonstrando nao haver interacdo entre os fatores.

Nota: SHAM: grupo controle; CLP: grupo sepse experimental.

5.1.2 Teste do Campo Aberto

Todos os animais, apos serem avaliados pelo teste de escala de dor RGS,

demonstrando n&o sentir mais dor abdominal pds-operatoria, foram avaliados quanto



55

a sua atividade locomotora 7, 14 ou 21 dias apods cirurgia CLP. Para isso, foram
submetidos ao teste do Campo Aberto e, durante 20 minutos, o seu comportamento
foi gravado para posterior analise automatica dos parametros 1) Distancia percorrida
(em centimetros) e, 2) Velocidade média (em centimetros por segundo).

Como pode ser observado no grafico 2, ndo identificamos diferengas
significativas entre os animais dos grupos SHAM e CLP, quanto a sua atividade
locomotora, em nenhum dos momentos avaliados apds a cirurgia CLP: 7, 14 ou 21
dias (p>0,05).

Grafico 2- Teste do Campo Aberto 7, 14 e 21 dias ap6s procedimento cirurgico
de sepse experimental
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Fonte: da autora.

Legenda: Teste do Campo Aberto 7, 14 e 21 dias apds procedimento cirdrgico de sepse
experimental (CLP), entre os animais do grupo SHAM e animais do grupo CLP
realizado para a avaliagdo do parametro “Distancia percorrida”. n=8 animais por
grupo; Os dados representam a média + E.P.M. e foram analisados utilizando o
teste 2 way ANOVA, seguido pelo pés teste de Tukey.

Nota: SHAM: grupo controle; CLP: grupo sepse experimental.

O mesmo se repete quando a velocidade média da atividade locomotora dos
animais foi aferida pelo teste do campo aberto. Nao observamos diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos (p>0,05).
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Grafico 3- Teste do Campo Aberto 7, 14 e 21 dias apo6s procedimento cirurgico
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Fonte: da autora.

Legenda: Teste do Campo Aberto 7, 14 e 21 dias apds procedimento cirirgico de sepse
experimental (CLP), entre os animais do grupo SHAM e animais do grupo CLP
realizado para a avaliacdo do parametro “Velocidade média”. n=8 animais por
grupo; Os dados representam a média + E.P.M. e foram analisados utilizando o
teste 2 way ANOVA, seguido pelo pos teste de Tukey.

Nota: SHAM: grupo controle; CLP: grupo sepse experimental.

5.1.3 Teste do Nado Forgado

Apos serem avaliadas as atividades locomotoras dos animais pelo teste do
CA, os mesmos foram avaliados quanto ao seu comportamento aneddnico 7, 14 ou
21 dias apo6s cirurgia CLP. O comportamento anedbnico € preditivo de um
comportamento do tipo depressivo, e pode ser avaliado em roedores através do
teste do Nado Forgado, a partir dos seguintes parametros: 1) tempo de nado (em
segundos) , 2) tempo de escalada (em segundos) e, 3) tempo de boiar (em
segundos).

Como pode ser observado no grafico 4, 7 dias apds a cirurgia CLP os animais
do grupo CLP boiaram significativamente mais do que os animais do grupo SHAM
(p<0,01). Consequentemente, os animais CLP nadaram menos do que o grupo

controle (SHAM) e, com relagao ao tempo de escalada, ndo observamos diferencas
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significativas (p>0,05).

Grafico 4- Teste do Nado forgado 7 dias apos procedimento cirurgico de sepse
experimental
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Fonte: da autora.

Legenda: Teste do Nado forgado 7 dias apds procedimento cirurgico de sepse experimental;
n=8 animais por grupo; a) tempo de nado em segundos, b) tempo de escalada em
segundos, ¢) tempo de boiar em segundos; Os dados representam a média *
E.P.M. e foram analisados utilizando o teste t-student; “ns” indica valores nao
estatisticamente significativos (p> 0,05); ** indica significancia estatistica (p< 0,01).

Nota: SHAM: grupo controle; CLP: grupo sepse experimental.

No grafico 5, vemos que 0 mesmo se repete com os animais 14 dias apds a
cirurgia CLP. Os animais do grupo CLP boiaram significativamente mais tempo do
qgue os animais do grupo SHAM (p<0,05) e, consequentemente, nadaram menos. No
entanto, com relacdo ao tempo de escalada, tivemos uma diferenga significativa
entre os grupos SHAM e CLP (p<0,01), o que ndo aconteceu com 0s animais

analisados 7 dias apés CLP.



58

Grafico 5- Teste do Nado forcado 14 dias apds procedimento cirurgico de
sepse experimental
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Legenda: Teste do Nado forcado 14 dias apds procedimento cirdrgico de sepse
experimental; n=8 animais por grupo; a) tempo de nado em segundos, b) tempo
de escalada em segundos, ¢) tempo de boiar em segundos; Os dados
representam a média = E.P.M. e foram analisados utilizando o teste t-student; *
indica significancia estatistica (p< 0,05); ** indica significancia estatistica (p<
0,01).

Nota: SHAM: grupo controle; CLP: grupo sepse experimental.

Quando os animais foram avaliados 21 dias depois de terem passado pelo
procedimento cirurgico CLP, observamos que ambos os grupos, quando comparados
entre si, comportaram-se de maneira semelhante, ndo havendo diferenca estatistica

entre eles, como pode ser observado no grafico 6 (p>0,05).
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Grafico 6- Teste do Nado for¢cado 21 dias apds procedimento cirurgico de
sepse experimental.
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Legenda: Teste do Nado forcado 21 dias apds procedimento cirdrgico de sepse
experimental; n=8 animais por grupo; a) tempo de nado em segundos, b) tempo
de escalada em segundos, c¢) tempo de boiar em segundos; Os dados
representam a média + E.P.M. e foram analisados utilizando o teste t-student;
“ns” indica valores n&o estatisticamente significativos (p> 0,05).

Nota: SHAM: grupo controle; CLP: grupo sepse experimental.

5.2 DETERMINAGCAO DA CURVA DOSE-RESPOSTA DAS SUBSTANCIAS
25H-NBOME E 25H-NBOH

Para que pudéssemos testar as substancias escolhidas para este trabalho, no
estudo do nosso modelo de indugdo do comportamento do tipo depressivo em
roedores, precisavamos, em primeiro lugar, determinar uma dose que fosse
adequada. Para isso, obtivemos uma curva dose-resposta de 25H-NBOMe e
25H-NBOH, de forma que pudéssemos escolher a menor dose com efeito
terapéutico estatisticamente aparente.

Nesse sentido, avaliamos a sua capacidade de ativacdo dos receptores
5-HT2A e consequente propriedade alucindgena, através do teste de HTR, a sua
capacidade de modular o comportamento do tipo depressivo em ratos, através do
teste de nado forgado, e a capacidade destas substancias em modular a atividade

locomotora dos animais, pelo teste do campo aberto.
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5.2.1 Teste de tor¢céo da cabega (HTR)

A frequéncia de HTR (do inglés, head-twitch response) avaliada no
experimento pode ser vista nos graficos 7 e 8. Eles demonstram que existem
diferencas estatisticas significativas no comportamento dos ratos sob o efeito das
substancias, quando comparadas com o grupo controle. Observamos estas
diferengas nas doses de 0,3 mg/kg (p<0,05), 1 mg/kg (p<0,01) e 3 mg/kg (p <0,001)
de 25H-NBOMe, e, nas doses de 1 mg/kg (p<0,05) e 3 mg/kg (p <0,001) para o
efeito de 25H-NBOH.

Além disso, este comportamento demonstrou ser dose-dependente e
crescente no periodo de 0 a 20 minutos.

Grafico 7- Teste de HTR executado imediatamente apds a administracdo de
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Legenda: Teste de HTR executado imediatamente ap6s a administragdo de 25H-NBOMe
em animais naive nas doses de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg e 3 mg/kg; n=8 animais por
grupo; Os dados representam a média + E.P.M. e foram analisados utilizando o
teste 2 way ANOVA, seguido pelo pés teste de Tukey; * indica significancia
estatistica (p< 0,05); ** indica significAncia estatistica (p< 0,01); *** indica
significancia estatistica (p<0,001).



61

Grafico 8- Teste de HTR executado imediatamente apds a administracao de
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Legenda: Teste de HTR executado imediatamente apos a administragdo de 25H-NBOH em
animais naive nas doses de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg e 3 mg/kg; n=8 animais por
grupo; Os dados representam a média + E.P.M. e foram analisados utilizando o
teste 2 way ANOVA, seguido pelo pds teste de Tukey; * indica significancia
estatistica (p< 0,05); ** indica significAncia estatistica (p< 0,01); *** indica
significancia estatistica (p<0,001).

5.2.2 Teste do Campo Aberto

Com relagdo a atividade locomotora dos animais sob efeito 25H-NBOMe, o
grafico 9 mostra os resultados do teste do campo aberto. Como se pode observar,
nos primeiros 5 minutos de analise ja é evidenciada uma diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos e os animais sob efeito da dose 3 mg/kg percorrem
menores disténcias (p<0,05). Um perfil que se mantém aos 10, 15 e 20 minutos do

experimento.
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Grafico 9- Teste do Campo Aberto sob efeito da 25H-NBOMe
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Legenda: Teste do Campo Aberto executado apds a administragdo de 25H-NBOMe em
animais naive nas doses de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg e 3 mg/kg; n=8 animais por
grupo; Os dados representam a média + E.P.M. e foram analisados utilizando o
teste 2 way ANOVA, seguido pelo pds teste de Tukey; * indica significancia
estatistica (p< 0,05).

Nota: o grafico acima foi extraido do artigo em processo de escrita e analise para ser
submetido a revista Life Sciences.

Quando olhamos para a substancia 25H-NBOH (grafico 10), no entanto,
observamos uma diferenga significativa na velocidade dos animais sob o efeito de 3
mg/kg da substéncia apenas nos 5 (p<0,05) e 10 (p<0,05) minutos iniciais do
experimento, mas, a partir dos 15 minutos estes animais voltam a se locomover de
maneira semelhante aos animais dos outros grupos, demonstrando tendéncias de, a
partir do tempo 20 minutos, locomover-se ainda mais, quando comparados ao

veiculo e as doses menores.
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Grafico 10- Teste do Campo Aberto sob efeito da 25H-NBOH

2000~ 25H-NBOH
—_ - === \ehicle
g . == 0.3 mg/kg
"EJ" 1500 I == 1.0 mg/kg
&) — 3.0 mg/kg
C
E *
2 1000 T
©
©
Q
Q 500-
©
|_

0- -
5 10 15 20
Time (min)
Fonte: da autora.

Legenda: Teste do Campo Aberto executado apdés a administracdo de 25H-NBOH em
animais naive nas doses de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg e 3 mg/kg; n=8 animais por
grupo; Os dados representam a média + E.P.M. e foram analisados utilizando o
teste 2 way ANOVA, seguido pelo pds teste de Tukey; * indica significancia
estatistica (p< 0,05).

Nota: o grafico acima foi extraido do artigo em processo de escrita e andlise para ser
submetido a revista Life Sciences.

5.2.3 Teste do Nado Forgado

No grafico 11 podemos observar os resultados do teste do nado forgado dos
animais apos administracdo de 25H-NBOMe, demonstrando que os animais sob o
efeito de 1 mg/kg e 3 mg/kg reduzem significativamente a imobilidade no teste do
NF. Estes animais ficaram mais motivados a escapar da situacdo estressante do
aparato cheio de agua, quando comparados aos animais tratados com veiculo
(p<0,05).
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Grafico 11- Teste do Nado Forgado sob efeito da 25H-NBOMe
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Legenda: Teste do Nado Forgado executado apds a administracdo de 25H-NBOMe em
animais naive nas doses de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg e 3 mg/kg para a avaliacado do
tempo de imobilidade em segundos (Floating time) dos animais submetidos ao
teste; n=8 animais por grupo; Os dados representam a média + E.P.M. e foram
analisados utilizando o teste 2 way ANOVA, seguido pelo pds teste de Tukey; *
indica significancia estatistica (p< 0,05).

Nota: o grafico acima foi extraido do artigo em processo de escrita e analise para ser
submetido a revista Life Sciences.

Os resultados da administracao de 25H-NBOH no teste do nado forgado,
mostrados no grafico 12, demonstram que esta substancia também foi capaz de
induzir efeito positivo na mobilidade dos animais nas doses de 1 mg/kg (p<0,05) e 3
mg/kg (p<0,05), mas, diferentemente do perfil da 25H-NBOMe, os animais boiaram
menos sob efeito da dose média (1 mg/kg), quando comparados aos animais sob as
doses de 0,3 mg/kg de 25H-NBOH e de veiculo, mas voltam a boiar mais quando
sob efeito de 3 mg/kg, embora essa dose ainda exerga efeito quando comparada ao
veiculo (p<0,05).
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Grafico 12- Teste do Nado Forgado sob efeito da 25H-NBOH
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Legenda: Teste do Nado Forgcado executado apds a administragao de 25H-NBOH em
animais naive nas doses de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg e 3 mg/kg para a avaliagdo do
tempo de imobilidade em segundos (Floating time) dos animais submetidos ao
teste; n=8 animais por grupo; Os dados representam a média + E.P.M. e foram
analisados utilizando o teste 2 way ANOVA, seguido pelo pés teste de Tukey; *
indica significancia estatistica (p< 0,05).

Nota: o grafico acima foi extraido do artigo em processo de escrita e analise para ser
submetido a revista Life Sciences.

5.3 MODULAGCAO PSICODELICA DE 25H-NBOME SOBRE O COMPORTAMENTO
TIPO DEPRESSIVO DE ANIMAIS SOBREVIVENTES A SEPSE EXPERIMENTAL
14 DIAS APOS CIRURGIA CLP

Ao final dos experimentos para a determinagao da dose mais adequada das
substancias psicodélicas em questdo, testamos as propriedades do tipo
antidepressivas da substancia psicodélica escolhida sobre o modelo de sepse
experimental.

Dentre os grupos de animais testados, o0 modelo escolhido para este estudo
foi o de 14 dias apds sepse experimental (cirurgia CLP), e, dentre as substancias e
doses avaliadas, optamos por 3 mg/kg da substancia 25H-NBOMe.

Para tanto, os testes comportamentais realizados foram os mesmos utilizados
na caracterizagcdo do modelo experimental de estudo da depressdao e na

determinacao da dose das substancias psicodélicas. Além disso, foi realizado o teste
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de Western Blotting com as estruturas encefalicas coletadas destes grupos de
animais, para a determinacdo da concentragdo das proteinas GFAP, PSD-95 e

sinaptofisina.

5.3.1 Teste de tor¢céo da cabega (HTR)

O grafico 13 demonstra a capacidade da substancia 25H-NBOMe, em
aumentar a frequéncia de HTR, mesmo apés a cirurgia CLP. Observamos diferencas
estatisticamente significativas (p<0,01) entre os tratamentos (veiculo ou
25H-NBOMe), mas nao entre os grupos SHAM e CLP (p>0,05).

Grafico 13- Teste de HTR realizado 14 dias apds procedimento cirurgico de
sepse experimental (CLP) e imediatamente ap6s a administragcao
de 25H-NBOMe
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Legenda: Teste de tor¢ao da cabega (HTR) realizado 14 dias apds procedimento cirurgico
de sepse experimental (CLP) e, imediatamente apés a administragdo de
25H-NBOMe ou veiculo; n=8 animais por grupo; Os dados representam a média
+ E.P.M. e foram analisados utilizando o teste two-way ANOVA, seguido de pos
teste de Tukey; ** indica significancia estatistica (p< 0,01).

Nota: SHAM: grupo controle; CLP: grupo sepse experimental.

5.3.2 Teste do campo aberto

Logo apéds o teste de HTR, os animais foram submetidos ao teste de campo
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aberto, para que a sua atividade locomotora fosse avaliada, da mesma forma que os
animais naive foram avaliados, frente aos efeitos das substancias administradas.
Podemos observar no grafico 14 que, no parametro Distancia percorrida (em
centimetros), os animais submetidos ao tratamento de 25H-NBOMe se locomoveram
menos do que os animais tratados com o veiculo. E essa caracteristica se deu para
ambos 0s grupos experimentais sob o efeito da substancia: SHAM (p<0,05) e CLP
(p<0,01). No entanto, nao houve diferenga significativa entre os grupos SHAM e CLP

tratados com veiculo, quando comparados entre si (p>0,05).

Grafico 14- Teste do Campo Aberto realizado 14 dias apds procedimento
cirurgico de sepse experimental (CLP)
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Legenda: Teste do Campo Aberto realizado 14 dias apds procedimento cirdrgico de sepse
experimental (CLP) e tratamento agudo com veiculo ou 25H-NBOMe, entre os
animais do grupo SHAM e animais do grupo CLP, realizado para a avaliagdo do
parametro "Distancia Percorrida”; n=8 animais por grupo; Os dados representam
a média + E.P.M. e foram analisados utilizando o teste two-way ANOVA, seguido
pelo pds teste de Tukey; * indica significancia estatistica (p< 0,05); ** indica
significancia estatistica (p< 0,01).

Nota: SHAM: grupo controle; CLP: grupo sepse experimental.

O mesmo acontece quando a velocidade média com que esses animais se
locomoveram durante o teste foi aferida. O grafico 15 demonstra que os animais
submetidos ao tratamento de 25H-NBOMe se locomoveram com menor velocidade

do que os animais tratados com o veiculo. E essa caracteristica se deu em ambos
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0s grupos experimentais: SHAM (p<0,05) e CLP (p<0,01), e, da mesma forma, n&o
houve diferenga significativa entre os grupos SHAM e CLP quando comparados
entre si (p>0,05).

Grafico 15- Teste do Campo Aberto realizado 14 dias apds procedimento
cirargico de sepse experimental (CLP)
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Legenda: Teste do Campo Aberto realizado 14 dias apds procedimento cirdrgico de sepse
experimental (CLP) e tratamento agudo com veiculo 1mg/kg ou 25H-NBOMe
3mg/kg, entre os animais do grupo SHAM e animais do grupo CLP, realizado
para a avaliagdo do parametro "Velocidade Média’. Os dados representam a
média + E.P.M. e foram analisados utilizando o teste two-way ANOVA, seguido
pelo pds teste de Tukey; * indica significancia estatistica (p<0,05); ** indica
significancia estatistica (p<0,01).

Nota: SHAM: grupo controle; CLP: grupo sepse experimental.

5.3.3 Teste do Nado Forgado

Logo apds a realizagdo do teste do campo aberto, os animais foram
submetidos ao teste do Nado forgado, para que pudesse ser avaliada a capacidade
da substancia 25H-NBOMe em reverter o quadro anedbnico de animais 14 dias
depois de terem passado pelo procedimento cirurgico CLP.

O grafico 16 demonstra que os animais do grupo CLP, apds submetidos a

administracdo da substancia psicodélica, nadaram mais (p<0,01), e boiaram menos
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(p<0,01), quando comparados ao mesmo grupo tratado com veiculo.

Grafico 16- Teste do Nado Forgado realizado 14 dias apds procedimento
cirurgico de sepse experimental (CLP).
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Legenda: Teste do Nado Forcado realizado 14 dias apds procedimento cirurgico de sepse
experimental (CLP) e tratamento agudo com veiculo 1mg/kg ou 25H-NBOMe
3mg/kg, entre os animais do grupo SHAM e animais do grupo CLP, realizado
para a avaliagdo dos parametros a) tempo de nado, b) tempo de escalada, e, c)
tempo de boiar; n=8 animais por grupo; Os dados representam a média + E.P.M.
e foram analisados utilizando o teste 2 way ANOVA, seguido pelo pos teste de
Tukey; * indica significancia estatistica (p< 0,05); ## indica significancia
estatistica (p< 0,01) em decorréncia do tratamento farmacolégico.

Nota: SHAM: grupo controle; CLP: grupo sepse experimental.

5.3.4 Dosagem de proteinas pela técnica de Western Blotting

Finalizados os testes comportamentais de HTR, CA e NF, nesta ordem, para
que fosse analisada a capacidade de modulacao psicodélica de 25H-NBOMe frente
ao comportamento do tipo depressivo, todos os animais do experimento foram
eutanasiados por excesso inalatorio de anestésico e decapitados para que os seus
encéfalos pudessem ser retirados do cranio e posteriormente dissecados. Apos a
dissecacao, as regides do coértex pré frontal e hipocampo foram armazenadas a
-80°C para posterior processamento e analise pelo procedimento de Western
Blotting.

A seguir, os graficos representam os resultados da quantificacdo das
proteinas GFAP, sinaptofisina e PSD-95 no coértex pré-frontal e no hipocampo dos

animais desta parte do estudo.
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O gréfico 17 representa a andlise de variancia na dosagem de sinaptofisina
do cortex pré-frontal de animais dos grupos SHAM e CLP tratados com 3 mg/kg de
25H-NBOMe ou veiculo, e demonstra que nao ha diferenga significativa entre os
grupos SHAM e CLP (p>0,05) mas sim em ambos os grupos apos o tratamento com

a substancia psicodélica (p>0,05).

Grafico 17- Dosagem de proteina sinaptofisina no CORTEX PRE-FRONTAL
pela técnica de Western Blotting na regido do cortex pre-frontal
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Legenda: Dosagem de proteina sinaptofisina pela técnica de Western Blotting na regido
encefalica do cortex pré-frontal em animais dos grupos SHAM e CLP 14 dias apds
procedimento cirirgico de sepse experimental (CLP) e tratamento agudo com
veiculo 1mg/kg ou 25H-NBOMe 3 mg/kg; n=4 amostras por grupo; Os dados
representam a média + E.P.M. e foram analisados utilizando o teste 2 way ANOVA,
seguido pelo pos teste de Tukey; # indica significancia estatistica (p< 0,05) em
decorréncia do tratamento farmacoldgico.

Nota: SHAM: grupo controle; CLP: grupo sepse experimental.
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Figura 13- Sinaptofisina pela técnica de Western Blotting.
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Legenda: Representacdo das bandas da proteina sinaptofisina no cortex pré-frontal de
animais dos grupos SHAM e CLP 14 dias ap6s procedimento cirdrgico e tratados
com veiculo 1 mg/kg ou NBOMe 3 mg/kg, reveladas através da técnica de Western
Blotting.

Nota: SHAM: grupo controle; CLP: grupo sepse experimental.

O grafico 18 representa a analise da dosagem de GFAP no hipocampo de
animais dos grupos SHAM e CLP tratados com 3 mg/kg de 25H-NBOMe ou veiculo,
e demonstra que ha diferenca significativa entre os grupos tratados com veiculo e
com a substancia psicodélica. Enquanto a expressdo de GFAP se mostrou
aumentada no grupo de animais CLP tratados com veiculo (p<0,05), encontramos o
perfil oposto no tratamento deste grupo de animais com a 25H-NBOMe, que

demonstrou diminuir os niveis da expressao dessa proteina no hipocampo.
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Grafico 18- Dosagem de proteina GFAP no HIPOCAMPO pela técnica de

Western Blotting
200 ,
ok Il Veiculo
0 NBOMe 3 mg/kg
150
p—
o
i 100 st
T
O, T
50
0 | |
SHAM CLP
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Legenda: Dosagem de proteina GFAP pela técnica de Western Blotting na regido encefélica
do hipocampol em animais dos grupos SHAM e CLP 14 dias apds procedimento
cirirgico de sepse experimental (CLP) e tratamento agudo com veiculo 1mg/kg ou
25H-NBOMe 3 mg/kg; n=6 amostras por grupo; Os dados representam a média +
E.P.M. e foram analisados utilizando o teste two-way ANOVA, seguido pelo pés
teste de Tukey; * indica significancia estatistica (p< 0,05); ## indica significancia
estatistica (p< 0,01) em decorréncia do tratamento farmacoldégico.

Nota: SHAM: grupo controle; CLP: grupo sepse experimental.
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Figura 14- GFAP no HIPOCAMPO pela técnica de Western Blotting.
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Legenda: Representagdo das bandas da proteina GFAP no hipocampo de animais dos
grupos SHAM e CLP 14 dias apds procedimento cirurgico e tratados com veiculo 1
mg/kg ou NBOMe 3 mg/kg, reveladas através da técnica de Western Blotting.

Nota: SHAM: grupo controle; CLP: grupo sepse experimental.

O grafico 19 representa a analise da dosagem de PSD-95 no hipocampo de
animais dos grupos SHAM e CLP tratados com 3 mg/kg de 25H-NBOMe ou veiculo,
e demonstra que ndo ha diferenga significativa entre os grupos, seja em decorréncia
da cirurgia CLP e consequente sepse experimental, seja em decorréncia do
tratamento com a substancia psicodélica 25H-NBOMe. No entanto, os resultados

demonstram a tendéncia da substédncia em aumentar os niveis desta proteina.
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Grafico 19- Dosagem de proteina PSD-95 no HIPOCAMPO pela técnica de
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Dosagem de proteina PSD-95 pela técnica de Western Blotting na regiao
encefalica hipocampal em animais dos grupos SHAM e CLP 14 dias apds
procedimento cirurgico de sepse experimental (CLP) e tratamento agudo com
veiculo 1mg/kg ou 25H-NBOMe 3 mg/kg; n=6 amostras por grupo; Os dados
representam a média + E.P.M. e foram analisados utilizando o teste two-way
ANOVA, seguido pelo pos teste de Tukey.

da autora.

SHAM: grupo controle; CLP: grupo sepse experimental.

Figura 15 - PSD-95 no HIPOCAMPO pela técnica de Western Blotting.
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Representacdo das bandas da proteina PSD-95 no hipocampo de animais dos
grupos SHAM e CLP 14 dias ap6s procedimento cirurgico e tratados com veiculo 1
mg/kg ou NBOMe 3 mg/kg, reveladas através da técnica de Western Blotting.
SHAM: grupo controle; CLP: grupo sepse experimental.
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5.4 EFEITO SUSTENTADO DE 25H-NBOME SOBRE O COMPORTAMENTO
TIPO-DEPRESSIVO DE ROEDORES

Apds constatados os efeitos agudos das substancias 25H-NBOMe e
25H-NBOH, no que diz respeito as suas propriedades terapéuticas do tipo
anti-depressivas, decidimos avaliar o seu efeito sustentado. Além disso, avaliamos o
ganho de peso destes animais desde o dia 0, antes da administracdo das
substancias, até o dia dos testes, 7 dias apés a aplicagao.

A seguir, o grafico 20 mostra o tempo de imobilidade de ratos machos naive,
submetidos ao teste do NF 7 dias apdés a administracdo das substancias,
evidenciando a sua capacidade em “sustentar” a sua propriedade do tipo

antidepressiva (p<0,001).
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Grafico 20- Efeito sustentado de 25H-NBOMe no teste do Nado Forgado
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Legenda: Teste do Nado Forgado executado 7 dias apds a administragdo de veiculo,
cetamina 1,5 mg/kg ou 25H-NBOMe nas doses de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg e 3 mg/kg,
em animais naive, para a avaliacdo do tempo de imobilidade em segundos
(Floating time) dos animais submetidos ao teste, em comparagédo aos animais sob
efeito de veiculo ou cetamina 1,5 mg/kg (controle positivo); n=8 animais por grupo;
Os dados representam a média + E.P.M. e foram analisados utilizando o teste 2
way ANOVA, seguido pelo p6s teste de Tukey; *** indica significAncia estatistica
(p< 0,001).

O grafico 21 demonstra que, durante a realizagao do teste de campo aberto, 7
dias apds a administracao de 25H-NBOMe, os animais se locomovem no aparato de

maneira semelhante e ndo ha diferenca significativa (p>0,05).
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Grafico 21- Efeito sustentado de 25H-NBOMe no teste do Campo Aberto
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Legenda: Teste do Campo aberto executado 7 dias apdés a administragdo de veiculo,
cetamina 1,5 mg/kg ou 25H-NBOMe nas doses de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg e 3 mg/kg,
em animais naive, para a avaliagdo do paradmetro "Distancia Percorrida”; n=8
animais por grupo; Os dados representam a média + E.P.M. e foram analisados
utilizando o teste two-way ANOVA, seguido pelo pds teste de Tukey.



78

6 DISCUSSAO

6.1 SEPSE EXPERIMENTAL INDUZ O COMPORTAMENTO DO TIPO
DEPRESSIVO EM ROEDORES 7 E 14 DIAS APOS CLP

A depressdao € um transtorno psiquiatrico multifatorial e complexo,
considerado fator de risco para diversas outras doengas. Os modelos experimentais
com animais tém grande valor no estudo deste transtorno, pois a partir deles é
possivel a elucidacdo de mecanismos fisioldgicos que podem estar envolvidos em
sua origem (DORON et al., 2015; DWIVED, et al., 2017).

A sepse, caracterizada por uma inflamacao sistémica, € a resposta do
sistema imunoldgico contra uma infecgdo e pode induzir respostas adaptativas no
organismo, como o comportamento doentio em animais (BARICHELO, et al., 2017,
CASSOL, et al., 2010).

Como ja dito anteriormente, evidéncias demonstram que citocinas
pro-inflamatérias presentes apos a sepse, como TNF-a, IL-1B e IL-6, estdo
envolvidas no processo depressivo; Marcadores de proteina C reativa (PCR) e IFN-a
também sdo encontrados em niveis aumentados em pacientes depressivos, além do
aumento da neuroinflamagdo devido a elevagao da ativacdo microglial durante o
processo depressivo (BAUNE, 2017; BENROS, et al. 2016). As citocinas IL-1, IL-6,
TNF-a e IFN-a aumentam a resposta inflamatoria e modificam a funcdo dos
receptores de glicocorticoides, exercendo diversos efeitos neurobioldgicos,
prejudicando a neuroplasticidade do hipocampo e elevando o estresse oxidativo
(BAUNE, 2017). Devido a estas citocinas, entao, o eixo HPA ¢é estimulado elevando
a secrecado de glicocorticoides, prejudicando a neurotransmissdo noradrenérgica e
serotonérgica, podendo promover alteragcbes comportamentais (CLEAREA;
JURUENA; PARIANTEA, 2004).

Estas alteragbes de comportamento possuem aspectos semelhantes ao
comportamento depressivo, que em contexto experimental, pode ser medido pelo
aumento da imobilidade no teste do nado forcado (NF) (DANTZER, et al., 2018).

Originalmente, o teste NF foi desenvolvido por Porsolt (1979) que, a luz da
época, afirmava que este era mais do que um teste, um modelo de indugdo do
comportamento do tipo depressivo, uma vez que é um teste que expde 0s animais a

uma condicao inescapavel similar ao modelo de desamparo aprendido, porém, mais
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facil de se reproduzir. Barrichello (2005) discorrendo sobre as palavras de Weiss e
Kilts (1998) afirma que a indugdo do comportamento de desespero produz um largo
aspecto comportamental afetando a cogni¢ao, o sono e o desempenho motor que se
assemelham a muitos dos sintomas de depresséo.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que, 7 e 14 dias apds a
cirurgia CLP, os animais submetidos ao protocolo de sepse experimental (grupo
CLP) boiaram significativamente mais do que os animais do grupo controle (grupo
SHAM) no teste do NF, apresentando um aumento na imobilidade, um
comportamento preditivo do tipo depressivo. Isso demonstra que ha uma forte
influéncia da inflamacao mobilizando os comportamentos do tipo depressivo.

Resultados semelhantes foram achados no estudo de Comim (2007),
demonstrando que animais sobreviventes a sepse apés 10 dias de CLP apresentam
comportamento do tipo depressivo, sendo que esses comportamentos sao
atenuados com a administracdo de Imipramina, um antidepressivo ftriciclico
amplamente usado no tratamento da depressao, cujo mecanismo de acgao € a nivel
pré-sinaptico bloqueando a recaptacdo de monoaminas (MORENO; SOARES,
1999).

Além disso, estes dados corroboram com os estudos de Assis (2018) e Arican
(2015), em que também se observam mudangas comportamentais em animais 10
dias apos CLP, demonstrando um aumento significativo no tempo de imobilidade no
teste do nado forgado. Dessa forma, apds 7 e 14 dias de cirurgia, foi possivel
observar alteragdes comportamentais significativas nos animais, geradas pela
inflamacao crbénica, através dos testes de nado forgcado.

Em relagcao aos animais de 21 dias apds procedimento CLP e consequente
sepse experimental, ndo observamos diferencas significativas comportamentais
neste trabalho, e a falta de estudos que abordam mudangas comportamentais 21
dias apds a sepse experimental dificulta maiores conclusdes, portanto é
imprescindivel a busca por novas hipoteses. Entretanto, no estudo de Dal-Pizzol, em
2008, foi possivel observar um aumento da imobilidade no teste de nado forgado em
animais CLP sobreviventes a sepse apos 30 dias de cirurgia, quando estes foram
comparados com animais SHAM.

O mesmo aconteceu no estudo de Chao (2020), em que foi observado um
comportamento do tipo depressivo apds a inducédo de neuroinflamagdo com sulfato

de dextrano de sdédio; os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que 28
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dias ap6s a indugdo do comportamento tipo depressivo, através da sepse
experimental, os animais também apresentaram aumento no tempo de imobilidade
quando comparados ao grupo controle. Em outro estudo de Antoniuk (2019), em que
houve a inducdo do comportamento do tipo depressivo através do estresse,
obteve-se resultados significativos com animais de 21 e 28 dias apds a indugéo.

O teste do campo aberto avalia a atividade locomotora e pode avaliar a
exploratéria dos animais a partir da analise de seus movimentos (BARICHELLO, et
al., 2008). Nao houve diferenga estatisticamente significativa em nenhum dos grupos
analisados na caracterizagdo do nosso modelo de estudo. Para nos este dado é de
extrema importancia, uma vez que demonstra que as cirurgias, e consequentemente
a inflamacéao sofrida pelos animais, ndo afetaram a sua atividade locomotora. Dessa
forma, os resultados do nosso estudo corroboram com achados de Antunes (2007),
em que os animais também passaram pela cirurgia CLP, e ndo obtiveram resultados
significativos frente a atividade locomotora em nenhum dos parémetros analisados,
seja na distancia percorrida ou na velocidade média.

Os mesmos resultados foram observados no estudo de Dal-Pizzol (2008), em
que animais sobreviventes a sepse, apoés 10 dias da cirurgia CLP, também nao
apresentaram diferengas significativas no teste do campo aberto.

Isso demonstra que o aumento no tempo de imobilidade dos animais,
observado no teste do NF, se deu devido a inflamagado sistémica cronica e
neuroinflamacédo, n&o devido a dor ou possiveis sequelas fisicas oriundas da

cirurgia.

6.2 25H-NBOMe E A MODULAGCAO PSICODELICA DO COMPORTAMENTO TIPO
DEPRESSIVO DE ANIMAIS SUBMETIDOS A SEPSE EXPERIMENTAL

Atualmente, estamos experimentando avangos no campo da psiquiatria
liderados pelo renascimento da pesquisa psicodélica, que coloca alucinbgenos como
um promissor tratamento no campo da saude mental. As substancias psicodélicas
classicas, os chamados alucindégenos serotoninérgicos, exercem efeitos por agao
agonista ou agonista parcial nos receptores cerebrais 5-hidroxitriptamina (5-HT) 2A
da serotonina (NICHOLS, 2016).

Embora existam inumeras evidéncias de que os efeitos das fenetilaminas

substituidas provavelmente sao semelhantes a outros psicodélicos classicos, que
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tém se mostrado poderosas substancias psicoativas na percepcdo, humor e
inumeros processos cognitivos (NICHOLS, 2016), ha poucas informagdes
disponiveis sobre seus efeitos terapéuticos.

No nosso trabalho, demonstramos o potencial terapéutico das substancias
25H-NBOMe e 25H-NBOH quando estas, ao serem administradas em ratos
apresentando comportamento preditivo do tipo depressivo, modularam
positivamente este comportamento, diminuindo o tempo de imobilidade destes
animais no teste de nado forgado.

N&o existe ainda, na literatura cientifica, resultados semelhantes aos nossos,
sendo este trabalho, o primeiro a discutir a propriedade terapéutica de NBOMe e
NBOH. No entanto, existem diversas evidéncias que demonstram o potencial
terapéutico de substancias alucindégenas serotoninérgicas (psicodélicos) no
tratamento da depressdo. Como no trabalho de Danilo de Gregoério e colaboradores
(2021), que reune indicadores clinicos e pré-clinicos sobre a eficacia dos
psicodélicos LSD, psilocibina, MDMA, e cetamina sobre a saude mental dos
individuos.

Além disso, como descrito por Carhart-Harris e Nutt (2017), as substancias
psicodélicas, via ativacdo de receptores 5-HT2A, modulam o comportamento,
reduzindo sintomas depressivos e melhorando o bem estar. Somado a essa
descoberta, apontam também neste trabalho (2017) que o aumento da sinalizagao
de receptores 5-HT2A promove uma diminuigdo do pensamento rigido e pessimista,
aumenta a plasticidade sinaptica, melhora a sensibilidade individual e o processo de
aprendizagem, bem como propicia melhoras na adaptabilidade.

Em ensaios pré-clinicos, é possivel mensurar a capacidade de uma
substancia em ativar receptores 5-HT2A através de testes comportamentais. A
ativagdo destes receptores induz uma resposta de tor¢gdo da cabega (HTR) em
roedores. Nos ultimos anos, o teste do HTR tem sido amplamente adotado como um
modelo comportamental translacional para efeitos alucindgenos, e representa a
correlacdo entre o comportamento de contracdo e a ativacdo do receptor 5-HT2A
(HALBERSTADT, 2018). Além disso, o HTR é o comportamento mais confiavel
capaz de distinguir agonistas 5-HT2A alucindbgenos e nao alucindbgenos
(GONZALEZ-MAESO, 2007).

Quando analisamos o efeito das substancias psicodélicas utilizadas neste

trabalho, demonstramos que todas as doses testadas (0,3; 1 e 3 mg/kg) de ambas
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as substancias 25H-NBOMe e 25H-NBOH, aumentaram a resposta de torcdo da
cabeca destes animais, sugerindo a propriedade alucindégena das substancias. Esse
achado corrobora com estudos realizados com a 25B-NBOMe, em que se é
demonstrado o mesmo padrao farmacoldgico dose-dependente (CUSTODIO, 2020).
No entanto, esse padrao nao se repete com todas as isoformas de NBOMe; quando
olhamos para o padrdo farmacolégico da 25|I-NBOMe, por exemplo, estudos
sugerem que ele se da em formato de “U” (HERIAN, 2019), padrao nao encontrado
nos resultados dos nossos experimentos em nenhumas das substancias, que
demonstraram ser apenas dose-dependentes.

A ativacao de receptores 5-HT2A também pode ser mensurada pelo teste do
NF, como discutido anteriormente, e este teste é frequentemente usado como um
ensaio de triagem para novos compostos com potenciais propriedades
antidepressivas (YANKELEVITCH-YAHAV, 2015). Em nosso estudo, a administragao
aguda de 1 mg/kg e 3 mg/kg de 25H-NBOMe demonstrou amenizar o
comportamento do tipo depressivo em ratos submetidos ao NF, enquanto que
apenas a dose de 3 mg/mg de 25H-NBOH tenha demonstrado exercer este efeito.

Além da atividade alucindgena, os psicodélicos podem afetar outros
comportamentos, como por exemplo, a atividade locomotora dos animais sob efeito
dessas substancias. O nosso trabalho evidenciou uma diminuigado significativa tanto
na distancia percorrida quanto na velocidade de locomogao dos animais submetidos
ao teste do CA, assim como demonstrado pelos estudos de Straub e colaboradores
(2014), em que a 25B-NBOMe reduziu a atividade locomotora nos animais de

maneira dose-dependente.

6.3 NEUROINFLAMAGAO E MODULAGCAO PSICODELICA DE 25H-NBOMe A
NIVEL MOLECULAR E SEU EFEITO SUSTENTADO

Os resultados da quantificagdo de proteinas através da técnica de Western
blotting demonstraram que houve um aumento de GFAP no cértex pré-frontal de
animais submetidos a sepse experimental (grupo CLP) e um resultado inverso para
esta mesma proteina e grupo de animais (grupo CLP), apés a administracdo de 3
mg/kg de 25H-NBOMe. Com relagcdo aos animais dos grupos SHAM, tanto os
tratados com veiculo quanto os tratados com NBOMe, n&do foram observadas

diferencas significativas.
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Lisda Amalia (2021), em seu estudo realizado com humanos, discorre sobre a
possibilidade de usarmos a proteina acida fibrilar glial (GFAP) como um biomarcador
para neuroinflamagao. A partir dela, é possivel avaliarmos déficits neuroldgicos e
relacionarmos esses quadros a danos sofridos pelos neurénios e neuroglia. Quanto
maior o dano, maiores os niveis deste biomarcador.

Um estudo de Codeluppi e colaboradores (2021) encontrou disfungbes
morfolégicas de GFAP em animais expostos a estresse crbnico, bem como um
aumento desta proteina a nivel de cortex pré-frontal, correlacionando estes
resultados a comportamentos do tipo depressivo a testes realizados 7, 21 e 35 dias
apos a exposicao ao protocolo de estresse crbénico.

Da mesma forma, Zhang e colaboradores (2020) demonstraram em seu
estudo que animais exibindo comportamentos do tipo depressivo também
apresentaram um aumento na expressao de proteinas GFAP no cortex pré-frontal e
no hipocampo.

Yin e colaboradores (2020), em seu protocolo de indugdo de encefalopatia
séptica através da cirurgia CLP, também encontraram um aumento na expressao de
GFAP em animais CLP apresentando comportamento aneddénico. Todas essas
evidéncias corroboram com os nossos achados.

Quando analisamos os resultados da quantificacdo de sinaptofisina, nossos
achados incluem um aumento desta proteina em animais que receberam o
tratamento de 25H-NBOMe (animais SHAM e animais CLP). Embora ndo existam
resultados semelhantes na literatura, referentes a essa substancia, alguns achados
reforcam a ideia de que farmacos indutores da ativagdo de receptores 5-HT2A,
como a fluoxetina, atuam também aumentando os niveis de sinaptofisina no
hipocampo (ZAHRAI, 2020).

O mesmo aconteceu no trabalho de Sa&mia e colaboradores (2018),
demonstrando que o CBD, um dos componentes da Cannabis sativa, induz um
efeito rapido e sustentado na modulagdo do comportamento tipo depressivo de
roedores no teste do nado forcado e, ainda promoveu um aumento nas
concentragdes de sinaptofisina e PSD-95 nas regides do cértex e do hipocampo dos
ratos do experimento.

Resultados similares a estes puderam ser observados no nosso estudo com
relacdo, com resultados significativos para o aumento de sinaptofisina e uma

tendéncia em aumentar os niveis de PSD-95 com o tratamento com 25H-NBOMe.
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Além disso, como no trabalho de Samia (2018), também demonstramos um
efeito sustentado da substancia psicodélica que escolhemos para o nosso estudo.
Na literatura, encontramos diversas evidéncias e achados clinicos e pré-clinicos
demonstrando o efeito sustentado do efeitos de psicodélicos, como no caso da
psilocibina (GRIFFITHS et al., 2016; ROSS et al., 2016; DE LA FUENTE REVENGA,
2021) e da R-Cetamina (YANG, 2015).

Para a analise morfolégica e correlagdo do efeito sustentado com as
propriedades psicoplastogéncias das substancias, os cérebros desses animais
foram coletados e processados para que pudéssemos executar a técnica de
golgi-cox, prevendo uma aumento também na densidade dos espinhos dendriticos
de neurbnios apicais das regides do coértex pré-frontal. No entanto, devido a
problemas técnicos que impediram a continuidade deste experimento, decidimos por

executa-lo no futuro, em condigdes de analise morfolégica mais adequadas.



85

7 CONSIDERAGOES FINAIS

A técnica de CLP, no protocolo de sepse experimental, demonstrou resultado
satisfatério, uma vez que induziu o comportamento do tipo depressivo em roedores,
7 e 14 dias apos execucgao da técnica, mesmo sem a utilizacdo de um modelo de
inducdo baseado em outras variaveis, que nao a da inflamacao crénica. Além disso,
a cirurgia CLP promoveu um aumento de GFAP no cértex pré-frontal de animais do
grupo que passou pela sepse experimental 14 dias apds esse processo, afirmando a
capacidade do nosso modelo em induzir a neuroinflamacao.

Da mesma forma, a substancia psicodélica 25H-NBOMe demonstrou o seu
potencial terapéutico do tipo antidepressivo frente a modulagdo de comportamentos
anedobnicos induzidos pelo nosso modelo experimental caracterizado para o estudo
da depressdao. Somada a modulagdo comportamental, a administragdo dessa
substancia também promoveu aumento da expressao de proteinas cujo déficit esta
relacionado a depressao: sinaptofisina e PDS-95.

Assim, os resultados deste estudo mostram-se promissores tanto para a
pesquisa basica, na proposicdo de um modelo de indugdo do comportamento do tipo
depressivo pela técnica CLP, quanto para o campo da ciéncia psicodélica, uma vez
que sugerem, pela primeira vez, o potencial antidepressivo de psicodélicos “de rua”,
os NBombs. Com isso, fazem-se necessarios mais estudos a respeito da seguranca
dessas substancias e mecanismos fisiologicos adjacentes, que podem ser incitados
a partir de nossos resultados.

O intuito deste trabalho foi investigar o potencial terapéutico de psicodélicos
sintéticos de rua que, normalmente sao utilizados de forma recreativa, e levantar
questionamentos sobre como uma fenetilamina pode passar de uma substancia de
abuso, para uma substancia de uso medicinal (e vice-versa). E importante que
sejam estabelecidos padrdes seguros de utilizagdo, bem como sejam conhecidos os
mecanismos fisioldgicos envolvidos em seus efeitos, local e sistemicamente.

Dessa forma, entendemos que estes resultados contribuem para os avancos
da Psiquiatria Experimental, ndo encerrando a sua discussdo, mas abrindo o
caminho para diferentes ensaios pré-clinicos, na dire¢cdo de uma pratica clinica
segura e mais eficaz no campo das terapias assistidas com substancias

psicodélicas.
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