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RESUMO

SONODA-CORTES, Rafael. Infarto do Miocardio como modelo de depressdo em
ratos: Estudo seriado. 2012. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Fisiologicas).
Instituto de Biologia, Departamento de Ciéncias Fisiolégicas, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

As doencas cardiovasculares, especialmente o infarto do miocardio (IM),
representam um dos principais desafios para medicina no mundo inteiro. Estudos
recentes mostram que os pacientes que apresentam algum tipo de doenca
cardiovascular possuem maiores chances de desenvolverem depressao. Por outro
lado, individuos saudaveis do ponto de vista cardiovascular, mas que
desenvolveram depressdo sdo mais suscetiveis a eventos cardiacos. Assim,
considerando a falta de estudos experimentais e a relagao bidirecional entre 0o IM e a
depresséo, estudamos o possivel efeito da insuficiéncia cardiaca (IC) induzida pelo
IM experimental por meio da oclusdo permanente da artéria coronaria esquerda no
comportamento padrédo de ratos Wistar. Para tanto, foram utilizados o Teste do
Campo Aberto (TCA), o Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e o Teste da
Preferéncia pela Sacarose (TPS), para identificar possiveis sinais analogos a
depressao e também a ansiedade de humanos, 3, 14, 35 e 63 dias apos o IM. Para
avaliar a influéncia do desequilibrio autonémico cardiaco induzido pelo IM nas
alteragdes comportamentais, foi realizado o estudo da variabilidade da frequéncia
cardiaca (VFC), nos mesmos dias. Finalmente, objetivando estudar a contribuigao
de possiveis alteragcbes da transmissdo serotonérgica nas alteragdes
comportamentais e autondmicas, foi administrada fluoxetina (inibidor da recaptagéo
de serotonina, 10 mg/kg) ou veiculo, ambos por gavagem, em grupos infartados e
sham, durante todo o protocolo. A expressdo génica de uma das enzimas
precursoras da serotonina, triptofano hidroxilase tipo 2 (TPH2), também foi estudada
por PCR em tempo real em todos os grupos. O grupo infartado mostrou sinais de
depressao como diminuigdo da atividade exploratéria e anedonia, que foram quase
completamente inibidas pela fluoxetina. O grupo infartado mostrou alteragédo no
tébnus simpatico cardiaco percebido pelo aumento das ondas de baixa frequéncia na
analise espectral, em relagdo ao sham. O tratamento com fluoxetina nao alterou este
parametro no grupo infartado. A expressao de TPH2 diminuiu no grupo infartado
comparada ao sham e desta vez, o tratamento com fluoxetina normalizou este
parametro. Baseado nos dados obtidos no presente estudo, concluimos que o IM
experimental em ratos induz sinais de depressao, que sao revertidos pelo tratamento
com fluoxetina e que alteragbes no balango autonémico cardiaco antecedem os
disturbios comportamentais, podendo assim, estar relacionado com o inicio dos
sinais de depressao.

Palavras-chave: Infarto do Miocardio, depressao, serotonina.



ABSTRACT

SONODA-CORTES, Rafael. Myocardial Infarction as a model of depression in
rats: A time course study. 2012. Dissertation (Master Science in Physiological
Sciences). Instituto de Biologia, Departamento de Ciéncias Fisiologicas,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

Cardiovascular diseases, especially myocardial infarction, represent a major
challenge to medicine in the world. Recent studies show that patients who have
some type of cardiovascular disease are more likely to develop depression.
Furthermore, the healthy cardiovascular standpoint, but developed depression are
more susceptible to cardiac events. Thus, considering the lack of experimental
studies and the bidirectional relationship between depression and MI, we studied the
possible effect of heart failure- induced experimental Ml by permanent occlusion of
the left coronary artery in the default behavior of Wistar rats. For this purpose, we
used the Open Field Test, the Test of the Elevated Plus Maze and the Test of
Preference for Sucrose, to identify possible signs similar to the psychological anxiety
and depression in humans, 3, 14, 35 and 63 days after MI. To evaluate the influence
of cardiac autonomic imbalance induced by IM in behavioral changes, we performed
a study of heart rate variability. Finally, in order to study the contribution of possible
changes in serotonergic transmission in the autonomic and behavioral changes, we
gave fluoxetine (serotonin reuptake inhibitor, 10 mg / kg) or vehicle, both by gavage
in sham and infarcted groups throughout the protocol. The gene expression of an
enzyme precursor of serotonin, tryptophan hydroxylase type 2 (TPH2), was also
studied in real time PCR in all groups. The infarcted group showed signs of
depression such as reduced exploratory activity and anhedonia, which were almost
completely inhibited by fluoxetine. The infarcted group showed changes in cardiac
sympathetic tone seen by the increase of low frequency waves in the spectral
analysis, compared to sham. Treatment with fluoxetine did not alter this parameter in
the infarcted group. TPH2 expression decreased in the infarcted compared to sham
and this time, fluoxetine treatment normalized this parameter. Based on data
obtained in this study, we conclude that the IM in rats induces signs of depression
that are reversed by treatment with fluoxetine and that alterations in cardiac
autonomic balance preceding behavioral disturbances may be related to the signs of
depression.

Key words: Myocardial infarction, depression, serotonin.
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1. Infarto Cicatrizado do Miocardio (IM)

1.1.1. Caracteristicas gerais

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

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

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

1.1.2. Dados epidemiolégicos

O IM é a condicao médica de maior morbidade e mortalidade no mundo e
estima-se que aproximadamente sete milhdes de pessoas sofram desta afeccdo. Em
todo o mundo, o sexo masculino é o mais afetado (Hvelplund et al, 2012).

E nos paises desenvolvidos que esta patologia possui maior incidéncia.
Contudo, atualmente ha um aumento consideravel de casos em regides em
desenvolvimento como na América do Sul e no continente africano, principalmente
em zonas urbanas. (Lanas et al, 2007; Steyn et al, 2005). No inicio da década de 90,
pouco mais de 20% de todas as mortes na América Latina ja haviam sido causadas
por doencas cardiovasculares e a expectativa € que esse numero continuasse a
crescer por muitas décadas (Lanas et al, 2007). Atualmente, no mundo inteiro, este
nuamero chega a 24% (WHO, 2011).

Dentre todos os fatores de risco envolvidos com o IM, observa-se que a
obesidade, sedentarismo, diabetes mellitus, dislipidemia, alcool, tabagismo e a
hipertensdo séo os mais importantes (White et al, 2008; Steyn et al, 2005).
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1.1.3. Fisiopatologia

1.1.3.1. Ateroesclerose

Em humanos, o IM é causado principalmente pelo fenbmeno conhecido como
aterosclerose. Este se caracteriza por processo continuo de formacgédo de placas
ricas em gordura, colesterol e fibras colagenas, chamadas de Ateromas, que
envolvem principalmente a camada intima de artérias coronarias de tamanho médio
e grande (Kumar et al, 2009). Esta agregacao de placas a parede arterial inicia-se
na infancia e progride sem manifestar sintomas durante toda a vida (McGill et al,
2000), podendo provocar oclusdo parcial ou total da luz tubular, sendo altamente
vulneraveis a erosdes e rupturas (White et al, 2008; Kumar et al, 2009). Em tecidos
que nao suportam muito tempo a hipdxia ou andxia, como cérebro e coragao, esta
oclusdo pode trazer sequelas graves ou levar a morte.

Os fatores de risco para o infarto do miocardio, citados anteriormente,
contribuem diretamente para as lesbes e disfungdes no endotélio dos vasos
sanguineos, criando o ponto central do processo aterosclerético (White et al, 2008;
Kumar et al, 2009). Essa disfuncédo endotelial caracteriza-se principalmente por uma
reducdo na biodisponibilidade de Oxido nitrico e uma produgdo excessiva de
endotelina 1, causando prejuizos para a homeostase vascular, aumentando da
expressdo de moléculas de adesdo e possibilidade de formacdo de trombos
sanguineos devido a secrecéo de diversas substancias localmente ativas (Kumar et
al, 2009).

A progressao do processo aterosclerdtico acontece por aumento de células
inflamatorias que se conectam a moléculas de adesdo endotelial no subendotélio
vascular. Algumas destas células transformam-se em macrofagos, que oxidam
basicamente lipoproteina de baixa densidade (LDL), formando filamentos de
gordura. Os macrofagos ativos estimulam a liberagdo de fatores quimiotaxicos e
citocinas (proteina quimiotatica de mondcitos, TNF-a e interleucinas) que perpetuam
o0 processo de recrutamento de macréfagos e células lisas musculos-vasculares,
desenvolvendo cada vez mais o tamanho da placa (Kumar et al, 2009).

Sabe-se que o0s macréfagos produzem a enzima que digere a matriz
extracelular, podendo provocar tanto o desprendimento quanto a ruptura da camada
fibrosa da placa de ateroma, levando a redugédo da luz vascular e reduzindo a
perfusdo microcirculatéria devido ao baixo fluxo corondrio. E importante ressaltar
que 75% dos casos fatais de infarto do miocardio acontecem por ruptura da camada
fiborosa e consequentemente formacdo dos trombos vasculares, e 25% por
desprendimento da placa da parede dos vasos. (White et al, 2008; Kumar et al,
2009).

1.1.4. Tratamento

As diferentes estratégias terapéuticas do infarto relacionam-se diretamente
com a ocorréncia ou nao da elevagao do segmento ST. Em infartos sem elevagao
deste segmento, o objetivo da terapia antitrombdtica é prevenir a trombose em longo
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prazo e permitir que a fibrindlise enddégena dissolva o trombo e reduza o grau de
estenose coronariana (White et al, 2008; Kumar et al, 2009). Ja o infarto com
elevagao do segmento ST, normalmente a artéria esta totalmente ocluida e a técnica
inicial mais apropriada € a reperfusdo imediata por meio farmacolégico ou por
cateterismo, com o objetivo de restabelecer mais rapidamente o fluxo coronariano.
No entanto, as terapias anti-isquémicas ou as que causam hipolipoproteinemia
constituem-se em outras formas terapéuticas, e sao utilizadas em ambos os tipos de
infarto para estabilizar as placas de ateroma ao longo do tempo (White et al, 2008;
Kumar et al, 2009). Independentemente do tipo de tratamento, observa-se que a
mortalidade por IM com ou sem elevacédo do segmento ST continua elevada, e deve-
se principalmente, a evolugdo do quadro clinico para uma insuficiéncia cardiaca,
levando ao obito, a curto ou longo prazo, em mais de 50% dos pacientes (White et
al, 2008).

1.1.5. Insuficiéncia Cardiaca (IC) pés IM

O tecido miocardico sobrevivente ao IM sofre varias modificacoes
anatomopatoldgicas, que podem variar de acordo com a extensdo da lesdo e as
caracteristicas do processo cicatricial, desde a fase aguda até periodos mais longos.
As alteracbes abrangem: Hipertrofia muscular, dilatacdo da(s) cavidade (s)
ventricular (es), doencas valvulares e formagbes de aneurisma. Todas estas,
moduladas a curto e longo prazo por algas autonémicas e enddcrinas (Sistema
Renina Angiotensina- SRA, por exemplo), levam a diminuigdo do débito cardiaco, e
caracterizam o fenbmeno conhecido como “remodelamento cardiaco” (Pfeffer et al,
1991), levando a insuficiéncia cardiaca, que diminue o tempo de vida dos individuos
afetados gragas ao aumento das chances de morte subita.

1.2. Transtornos de humor (TH)

Os TH sao alteragdes médicas com alta incidéncia dentro do cenario mundial.
Acometem individuos de todas as idades e, na maioria das vezes, os impedem de
exercer as atividades do dia a dia, se prolongando por longo tempo se nao forem
tratadas (Uebelacker et al, 2004).

Ha uma maior incidéncia dos TH em mulheres. Além de estarem envolvidos
com fatores psicossociais e capacidade cognitiva de um individuo, fatores genéticos
e ambientais podem favorecer o aparecimento de sintomas em individuos ja
predispostos (Felder et al, 2012)

Dentre os disturbios comportamentais mais comuns estdo o estresse, a
ansiedade e a depressao (Apostolo et al, 2011). Todos estes, na maioria das vezes,
ocorrem em concomitancia uns com os outros ou com outras injurias, de origem
enddcrina, oncoldgica e/ou cardiovascular. (NIMH, 1999).

1.3. Depressao Maior (DM)
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1.3.1. Caracteristicas gerais

A DM é um transtorno psiquiatrico que afeta pessoas de todas as idades.
Caracteriza-se pela perda de prazer nas atividades diarias (anedonia), apatia,
alteragdes cognitivas (diminuicdo da capacidade de raciocinar adequadamente, de
se concentrar ou/e de tomar decisdes), psicomotoras (lentidao, fadiga e sensacéo de
fraqueza), alteragcbes do sono (mais frequentemente insOnia, podendo ocorrer
também hipersonoléncia), alteragbes do apetite (mais comumente perda do apetite,
podendo ocorrer também aumento do apetite), redugcdo do interesse sexual,
retraimento social, ideagao suicida e prejuizo funcional significativo (Del Porto et al,
1999; Seligman, 1992; Gorman, 2010). Diferencia-se do humor "triste", por se tratar
de uma condigdo duradoura (a maior parte do dia, quase todos os dias, por pelo
menos duas semanas), de maior intensidade ou mesmo por uma tristeza de
qualidade diferente da tristeza habitual, acompanhada de sintomas especificos e
que trazem prejuizo a vida (DSM - IV — TR).

Dentre os fatores causadores, os mais comuns S&0 0S psicossociais,
relacionados principalmente com a qualidade de vida, como a perda de entes
queridos, solidao, alteragdes de convivéncia e em relacionamentos no ambiente de
trabalho e vida pessoal, baixos niveis de socializacdo e o desamparo apreendido,
caracterizado pela diminuicdo consideravel no numero de comportamentos
“saudaveis”, resultando em varios tipos de “puni¢cées ndo contingentes” (Seligman,
1992). Outros fatores, como os traumas, o uso excessivo de farmacos
(betabloqueadores, benzodiazepinicos, corticosterdides, anti-histaminicos,
analgésicos e “antiparkinsonianos”) e o vicio em drogas como cocaina € maconha,
constituem formas menos comuns de adiquirir a DM (Del Porto et al, 1999).

Os transtornos de ansiedade sdo um conjunto de transtornos heterogéneos
que incluem diferentes condigdes patoldgicas, tais como transtorno do panico, fobia
especifica, fobia social, estresse pds traumatico, transtorno de ansiedade
generalizada (TAG), transtorno obsessivo compulsivo, transtorno de estresse agudo,
transtorno de ansiedade devido a condicbes médicas e transtorno de ansiedade
induzido por substancias (Castillo et al, 2000; Gascoén et al, 2011; Farris et al, 2012,
DSM - IV —= TR) . O TAG caracteriza-se por ansiedade e preocupagao excessiva a
novas situacdes e persistente, dificuldade de descontracdo e de controle das
preocupacgdes (Van der Heiden et al, 2011). Todas estas, na maioria das vezes, sao
acompanhadas por trés dos sintomas: inquietagao, fadiga, irritabilidade, perturbagao
do sono, dificuldade de concentracdo e tensdo muscular (DSM - IV — TR). Além
disso, a TAG caracteriza-se por ser o transtorno de humor de maior concomitancia
com a DM (Stoop et al, 2011). Em animais, sabe-se que, em muitos dos modelos de
depressao, € comum o aparecimento de sinais analogos a ansiedade (Malkesman et
al, 2005; Morales-Medina et al, 2012).

1.3.2. Dados epidemiolégicos

Atualmente, a depressdo € o transtorno de humor de maior prevaléncia.
Cerca de 121 milhdes de pessoas sofrem de depressdao no mundo e, por ano,
aproximadamente 850.000 pessoas se suicidam em casos de doenga severa.
(WHO, 2008). Estima-se que 28 % da populacao total de paises desenvolvidos e
20% de paises subdesenvolvidos ja tenham passado por episédios depressivos.

14


http://pt.wikipedia.org/wiki/Psiquiatria
http://pt.wikipedia.org/wiki/Anedonia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Apatia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cognição
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fadiga
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Apetite
http://pt.wikipedia.org/wiki/Libido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ideação_suicida
http://pt.wikipedia.org/wiki/Betabloqueador
http://pt.wikipedia.org/wiki/Benzodiazepínico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Corticosteróide
http://pt.wikipedia.org/wiki/Anti-histamínico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Analgésico
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Antiparkinsoniano&action=edit&redlink=1

Além disso, a respeito da parte da populagdo que nunca passou por um episodio,
15% € susceptivel de sofrer de depressdo nos paises desenvolvidos, numero que
reduz a 11 % nos paises subdesenvolvidos (WHO, 2008). Na Francga, pais com o
maior numero de casos, cerca de 30% da populagéo ja apresentou algum tipo de
sintoma. Em 1999, as doengas mentais como um todo correspondiam a 11 % de
DALYs (Disability Adjusted Life Years = soma de anos de vida potencialmente
perdidos por mortalidade prematura ou incapacitagcdo) no mundo ocidental, sendo a
depressao a maior causa de incapacitagdo. Acreditava-se que a depresséao atingiria
o segundo lugar de DALYs, valor correspondente a aproximadamente 15% até o ano
de 2020 (WHO, 2001). Atualmente, a depresséo ja é a segunda causa em individuos
entre 15 e 44 anos (WHO, 2008).

Estes numeros tem grave impacto econémico. Na Europa, a depressao é
umas das maiores causas de trabalho perdido (Ormel, 2004). Nos Estados Unidos,
0s custos anuais com a depressao ja se aproximam dos 30 a 40 bilhdes de ddlares
(NIMH, 2011).

A mortalidade dentre os pacientes com DM é de aproximadamente 10 %,
sendo o suicidio uma das maiores contribuicdbes para esse numero. (Schloss &
Henn, 2004).

1.3.3. Fisiopatologia

1.3.3.1. Teoria das Monoaminas

As principais teorias relativas a base bioldgica da depressédo situam-se nos
estudos sobre neurotransmissores cerebrais e seus receptores, embora outras areas
também estejam sob investigacdo. As monoaminas constituem a principal hipotese
envolvendo os neurotransmissores cerebrais. Elas se dividem em catecolaminas:
dopamina (DA) e noradrenalina (NE), e numa indolamina: a serotonina (5-HT).

A hipotese das monoaminas baseia-se no conceito da deficiéncia das
mesmas, particularmente NE, 5-HT e DA, como a causa da depressao. A primeira
hipétese aminérgica de Schildraut (1965) e Bunney e Davis (1965) foi denominada
hipétese catecolaminérgica, pois propunha que a depressao se associava a um
déficit das catecolaminas, principalmente a NE. Posteriormente, surgiram a hipétese
serotonérgica, de Van Praag e Korf (1971), e a hipotese dopaminérgica de Wilnner
(1990), que tiveram grande impulso devido ao desenvolvimento da classe de
antidepressivos chamados Inibidores Seletivos de Recaptagdo da Serotonina (IRSs)
e devido ao envolvimento da DA e 5-HT nos fenbmenos de recompensa cerebral
(anedonia), e de estudos demonstrando que o uso continuado de antidepressivos
triciclicos (ADTs) aumenta a resposta comportamental a DA injetada no nucleo
acumbens, que age como interface entre o sistema motor e o sistema limbico. Todas
estas hipoteses derivaram inicialmente da compreensao a respeito do conhecimento
sobre o mecanismo de acao dos primeiros antidepressivos: ADTs e inibidores da
monoaminoxidase (IMAOs) (Graeff & Brandao, 1993; Leonard, 1997; Stahl, 1998).

Para reforcar a hipétese das monoaminas, houve outras evidéncias: 1-
Algumas drogas, como a reserpina, que depletam esses neurotransmissores, sao
capazes de induzir depressao. 2 - A existéncia de precursores da 5-HT (L-triptofano
e 5-hidroxi-triptofano) que apresentam efeito antidepressivo leve. 3 - Alguns estudos
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que relataram anormalidades nos metabdlitos das aminas biogénicas, como o acido
5-hidroxindol acético (5HIAA), o acido homovanilico (HVA) e 3- metoxi-4-
hidroxifenilglicol (MHFG) no sangue, urina e liquor de pacientes deprimidos. 4 - A
reducdo da concentragdo de 5-HT e seu principal metabdlito SHIAA, que ocorre no
cérebro de vitimas de suicidio, alcangando de maneira abrupta, o liquor de pacientes
deprimidos. 5 - A privagdo aguda de triptofano, que causa recidiva em 80% dos
pacientes deprimidos tratados com sucesso com os antidepressivos da classe dos
ISRs (Kaplan et al, 1994; Graeff & Brandao, 1993).

Apesar da relevancia da hipétese das monoaminas na investigacado da
depressao, existe certa resisténcia para sua aceitacao, principalmente devido ao fato
de que todos os medicamentos antidepressivos aumentam de imediato, as
monoaminas em nivel das fendas sinapticas, porém seu efeito clinico s6 ocorre
algumas semanas depois (Oswald et al, 1972). Outras substancias, como por
exemplo, a cocaina, também elevam os niveis das monoaminas, mas nao
apresentam efeito antidepressivo (Stahl, 1998).

Para maior detalhamento das teoria das monoaminas, sugere-se os trabalhos
de Baker & Dewhurst (1981), Maes & Meltzer, e Maniji et al (2001), que revisaram e
fizeram abordagens evolutivas a respeito da teoria das monoaminas. Devido as
intensas pesquisas envolvendo esta teoria, os mecanismos dos principais
antidepressivos  utilizados  atualmente  estdo  relacionados a  estes
neurotransmissores.

1.3.4. Tratamento

Diversos tipos de estratégias terapéuticas sédo utilizados para o tratamento da
DM. Dentre os tratamentos mais comuns estdo os farmacos antidepressivos e a
eletroconvulsoterapia (ECT) (Nemeroff & Owens, 2002). No uso dos farmacos, a
demora do efeito terapéutico, a dependéncia quimica, a persisténcia ou recidiva dos
sintomas e o alto numero de suicidios constituem as principais desvantagens deste
tipo de tratamento (Blier, 2003). A ECT é utilizada para individuos com depresséo
grave e que nao tiveram resposta satisfatoria ao tratamento medicamentoso (Salleh
et al, 2006). A Estimulagdao Magnética Transcraniana repetitiva (EMTr) pode ser uma
alternativa para os pacientes resistentes aos medicamentos. Devido a metodologia,
s6 é usada em casos extremos, quando o suicideo € iminente (Fregnil & Pascual-
Leone, 2011).

Dentre os farmacos descritos na literatura, os antidepressivos ftriciclicos
(ADTs), inibidores da monoaminoxidase (IMAOs) e os inibidores da recaptacéo de
5HT (IRSs) sdo os mais utilizados na clinica médica (Bauman, 2007). Os ADTs
(Imipramina, Clomipramina, Desipramina, Amitraptilina, Nortriptilina) atuam
bloqueando a recaptacdo das monoaminas pelas terminagdes nervosas por
competicdo pelo sitio de ligagdo dos seus transportadores. Possuem maior efeito
sobre a NE e 5HT e menor efeito sobre a DA. Além de seus efeitos sobre as
monoaminas, a maioria dos ADTs atuam como antagonistas em receptores
colinérgicos muscarinicos, histaminicos e de 5HT pds-sinapticos. Causam muitos
efeitos colaterais, principalmente em razdo da interferécia sobre o controle
autondbmico (Rang & Dale, 2006). Os IMAOs (Fenelzina, Tranilcipromina,
Iproniazida) foram um dos primeiros farmacos introduzidos na clinica médica.
Causam inibicao reversivel ou irreversivel da enzima monoamina oxidase (MAO),
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importante enzima que degrada todas as monoaminas. Por ter grande espectro de
agao, também causam diversos efeitos indesejaveis (Fisar et al, 2010). Este
farmacos foram rapidamente substituidos pelas classes mais recentes de
antidepressivos.

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

Figura 1: Mecanismo de agéo dos IRSs. Estes inibem os recaptadores pré-sinapticos da 5-
HT,chamados de SERT, permitindo-a permanecer mais tempo na fenda sinaptica. Apos um
determinado periodo de uso, os IRSs possuem a caracteristica de dessensibilizar o
autoreceptor inibitério 5-HT 1, pré-sinaptico, aumentando de maneira efetiva a 5-HT na fenda
€ a ativagao de receptores pds-sinapticos, causando o efeito desejado. Matos RM, 2005.

1.3.5. Serotonina e o controle da emogao e comportamento

A 5-HT é uma indolamina, originada da hidroxilacdo e descarboxilacdo do
aminoacido L- triptofano (pela enzima triptofano hidroxilase- TPH) e possui sete tipos
de receptores: 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTS5, 5-HT6, 5-HT7 e subtipos.
Diversos estudos tém demonstrado a sua participagdo na fisiologia e nas
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fisiopatologias do sistema cardiovascular (alteracbes na modulacdo do ténus
vascular, por exemplo), do aparelho gastrointestinal, do controle das emoc¢des e do
comportamento, da fungdo cognitiva, das fung¢des neuroenddcrinas, do controle
motor e da sensibilidade a dor (Mohammad-Zadeh et al, 2008).

Nao ha duvida da importancia da 5-HT, ndo s6 em termos de modulagao da
atividade motora e sensorial, mas também em relagdo ao seu papel central na
cognicao e emogao e sua implicagao nos transtornos afetivos, tais como ansiedade
e depressdo. Devido ao grande impacto que alguns estudos com serotonina tiveram
em modelos de aprendizagem e controle cognitivo, muitos pesquisadores focam
suas linhas para estudos funcionais envolvendo 5-HT, seus receptores e a cognigéo,
comportamento e as emogdes, em humanos.

O nucleo dorsal da rafe (NDR), presente na regido da rafe mesencefalica,
ventralmente a substancia cinzenta periaquedutal e estendendo-se até a porgao
rostral da ponte mesencefalica (Abrams et al., 2004), constitue o principal nucleo
serotoninérgico cerebral (Figura 2) (Reis LC, 2007), possuindo projecdes
prosencefalicas (sistema cardiovascular e controle hidroeletrolitico) e ascendentes a
todas as regides do cérebro. Dentre estas, algumas se projetando para importantes
regibes do sistema limbico: cortex orbitofrontal, giro cingulado, amigdala, nucleo
caudato, nucleo accumbens, hipocampo e hipotdlamo, este ultimo de grande
importancia no controle das fungbes autonémicas e neuroenddcrinas (Grippo AJ,
2009).

Figura 2 : Esquema representativo do SNC em corte sagital, mostrando o Nucleo Dorsal da
Rafe (DRN, em inglés) e suas importantes ligagcbes com regides mesencefdlicas e
rombencefalias. Dentre elas, o Nucleo do Trato Solitario (NTS) e o Nucleo Paraventricular
Hipotaldmico (PVN, em inglés), importantes no controle autondmico cardiaco e
neuroenddcrino. O PVN inclue-se ao Sistema Limbico, importante na cognigdo e no
comportamento (Reis LC, 2007).
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1.4. Modelos animais de Depressao

Atualmente, ndo ha nenhuma doenca animal correspondente ou similar a
depressdo em homens, mas foram descritos varios trabalhos com procedimentos
que produzem, em animais, estados comportamentais ou sintomas “analogos” aos
tipicos da depressdo humana (diminui¢do na interagao social, diminuicdo do ganho
ou perda de peso, diminuigado da atividade motora, diminuicado da busca pelo prazer
ou anedonia etc.) (Porsolt, 2000). Como exemplo destes procedimentos, o uso de
estimulos dolorosos repetidos dos quais o animal ndo consegue escapar, a
separagao entre mae e filho, o isolamento social, a aplicacdo de farmacos que
causam deplegdao de aminas, como a reserpina, também produzem estados que se
assemelham a depressdao humana. Em muitos destes protocolos, os sinais séo
atenuados ou extinguidos pelo uso de antidepressivos.

O modelo de IM vem sendo recentemente utilizado para induzir o
aparecimento de sintomas analogos a depressdao em modelos animais, tendo em
vista a alta relagao epidemioldgica entre a depressao e as doengas cardiovasculares
em geral e a possivel integragdo entre os mecanismos fisiopatologicos
(neuroendécrinos e autondmicos) envolvidos no aparecimento das duas patologias
(Grippo AJ, 2009). Neste modelo, os animais submetidos a testes especificos para
avaliagao de disturbios comportamentais como o campo aberto, labirinto em cruz
elevado e preferéncia pela sacarose, exibem nitida alteracdo nos comportamentos
padrées (Wann et al, 2007; Prickaerts et al, 1996; Moffitt et al, 2008).

1.5. Relagao entre a DM e IM

1.5.1. Estudos clinicos

Atualmente as doencgas cardiovasculares em geral e a DM representam uns
dos maiores problemas de saude mundial, gerando milhares de vitimas (Johnson &
Grippo, 2006). Observa-se que, muitas das vezes, o IM leva a alteragcbes
comportamentais que evoluem para a DM (Spijkerman et al, 2005). Somado a isto, o
inverso também pode ocorrer, ja que os individuos que apresentam sintomas
comportamentais compativeis com a DM desenvolvem um enorme risco do
surgimento de doencas cardiovasculares (Johnson & Grippo, 2006).

Estudos recentes mostram que os pacientes com algum tipo de doenca
cardiovascular apresentam maiores chances de desenvolverem depressao quando
comparados aos individuos saudaveis (Johnson & Grippo, 2006). Dos individuos que
sobrevivem a um infarto do miocardio, 45% dos casos desenvolvem Depressao
(Schleifer et al, 1989), chegando a 50% em pacientes que apresentam insuficiéncia
cardiaca congestiva (ICC) (Freedland et al, 2003). Por outro lado, Pratt et al (1996)
relataram que pessoas que nao apresentavam nenhum tipo de problema
cardiovascular, mas que desenvolveram depressdao, foram quatro vezes mais
suscetiveis a sofrer algum tipo de evento cardiaco patolégico, quando comparados
as que nunca tiveram alteragées no humor.

Pode ser observado que especificamente a depressao é estabelecida como um
fator de risco para doencgas cardiacas (Johnson & Grippo, 2006), e recentemente,
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Sierksma et al (2010) e Caraci et al. (2010) também a relataram como um fator
independente de risco para doenga de Alzheimer. Porém, o mesmo nao acontece
para outros tipos de doengas, como cancer (Spiegel, 1996). Em fungédo dessa intima
relacdo entre depressdo e infarto, alguns autores acreditam na hipotese da
existéncia de pontos de convergéncia entre a etiologia ou a progressao patologica
de cada doenca, produzindo fatores comuns para os disturbios cardiovasculares e
psicolégicos (Johnson & Grippo, 2006).

A Figura 3 mostra, segundo Johnson & Grippo (2006), as trés hipoteses que
explicam as origens envolvidas na co-morbidade entre a IC e a depressao.

Modelo 1: Fator de sinalizagdo como subproduto da outra desordem

Por produto da depressdo » Insuficiéncia Cardiaca

Por produto dainsuficiéncia cardiaca ———» Depressao
Modelo 2: Ambas as disordens causadas pelo mesmeo fator

Fator Casual

SN

Depressao Insuficiéncia Cardiaca

Modelo 3: Cada disordem gera fatores casuais comuns

Promove a doenca

Depressdo - i
F'CI L e Eator Comum — inicial e induz a
oL ) segunda
Insuficiencia Cardiaca S—

Figura 3: Na figura acima, situam-se as trés possibilidades que explicam as origens
envolvidas na co-morbidade entre a Insuficiéncia cardiaca e a depressdo. Na primeira
hipétese, a insuficiéncia cardiaca instalada leva a producdo de fatores de sinalizagao que
geram o quadro depressivo, ou vice-versa (modelo 1). Na segunda hipodtese,
simultaneamente, os dois disturbios sao gerados por fatores comuns (modelo 2). Na terceira
e ultima, um determinado fator é produzido, gerando um dos disturbios e induzindo o
aparecimento do outro (modelo 3). Ndo necessariamente, apenas um dos modelos esta
correto. Traduzido de Johnson & Grippo, 2006.

1.5.2. Mecanismos serotoninérgicos

Na depressdo, tanto em humanos, como em modelos animais, um dos
principais fatores associados ao infarto € a redugao da atividade de 5-HT, (Sole et al,
1980; Schins et al, 2005). Em modelos de estresse cronico e depressao, a baixa
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atividade dos neurdnios serotoninérgicos parece estar relacionada a uma menor
expressao de triptofano hidroxilase-2 (TPH2) (Shishkina et al, 2007).

O sistema serotoninérgico interage com fung¢des enddcrinas e autondmicas,
influenciando assim a regulac&o cardiovascular como um todo (Murphy et al, 1996).
O nucleo paraventricular hipotalamico (NPV), que recebe inervagdes do sistema
serotoninérgico, possui projecbes para as células intermediolaterais da medula
(CIM), medula ventrolateral rostral (MVLR) e o complexo vagal dorsal (CVD), para
influenciar o tdbnus simpatico e parassimpatico (Badoer, 2001). Algumas evidéncias
relacionando 5-HT e a fung¢ao cardiovascular sugerem que 0s vasos sanguineos que
foram danificados por hipertensdo ou aterosclerose sao hipersensiveis aos efeitos
vasoconstrictores da 5-HT (VanZwieten et al, 1983). Somando-se a isto, Sole et al
(1983) observaram niveis menores de 5-HT no SNC de roedores com isquemia
miocardica. Mais recentemente, descobriu-se que uma disfuncdo das plaquetas
sanguineas, que sao reguladas em parte pela 5-HT e podem influenciar na
patogénese das doengas cardiovasculares, sdo encontradas em pacientes com
depressao (Mossner et al, 2007; Glassman, 2007). Juntos, estes achados criam uma
poderosa ligagdo entre transtornos de humor e regulagdo neuroenddcrina e
autondmica envolvendo 5-HT que podem afetar a funcao cardiovascular.

1.5.3. Mecanismos autonémicos

Sabe-se que a disfuncdo autondmica pode propiciar tanto alteracdes
cardiovasculares, como comportamentais, levando ao quadro depressivo. A ativagao
de sistemas neuroendocrinos (principalmente disfuncdo do eixo hipotdlamo —
hipéfise — adrenal e ativagcdo do SRA) podem induzir mudangas no sistema nervoso
autdbnomo, que sao comuns na depressdao e em doencas cardiovasculares. A
depressao pode ser causada por mudangas na regulagdo autonémica do coragao,
como a ativagdo do SNA simpatico, em conjunto com a diminui¢do do ténus vagal,
elevagbes na frequéncia cardiaca e redugdes na variabilidade da frequéncia
cardiaca (Esler et al, 1982; Carney et al, 1995; Krittayaphong et al, 1997; Watkins &
Grossman 1999; Pitzalis et al, 2001; Barton et al, 2007; Hausberg et al, 2005).
Mudangas autondmicas similares sdo associadas com o risco de eventos
cardiovasculares, como a hipertensao, hipertrofia cardiaca, e sdo observadas em
condigbes cardiovasculares agudas e crbnicas, incluindo ateroesclerose, IM,
arritmias e IC (Ryan et al, 1976; Dyer et al, 1980; Gordon et al, 1981).

A ativagao do SNA simpatico, em associacdo com a diminui¢cdo da influéncia
do ramo parassimpatico levam ao aumento da frequéncia cardiaca e diminui¢cao da
variabilidade da frequéncia cardiaca em repouso, e isto é considerado um indicador
para o aumento dos riscos cardiovasculares (Ferrari et al, 2003). Curiosamente,
estas mesmas alteragbes ja foram observadas em pacientes com diagndstico de
depressao (Rechlin et al, 1994a,1994b; Forbes & Chaney 1980; Carney et al, 1988).

1.5.3.4. Estudo da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)

O estudo da VFC, citado no item 1.5.2, € um método que permite analisar as
flutuagbes do tbnus autondbmico que ocorrem durante periodos curtos ou
prolongados (24h), tendo a vantagem de possibilitar uma avaliagdo n&o invasiva e
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seletiva da fungado autonémica. Este tipo de analise recebeu grande impulso apds o
estabelecimento da forte relagdo entre VFC e mortalidade pds IM (Bigger et al, 1992;
Kleiger et al, 1987). As chamadas medidas no dominio do tempo s&o indices obtidos
de um registro continuo de ECG, a partir do qual se determina a dispersdo da
duracdo dos intervalos entre complexos QRS normais, isto €, resultantes de
despolarizacédo sinusal. Os varios indices propostos para mensuragao da VFC no
dominio do tempo podem ser derivados de calculos aritméticos, estatisticos ou
geomeétricos (histograma R-R) (TFESC & NASPE, 1996). A VFC também pode ser
avaliada através das medidas no dominio de frequéncia (Akselrod et al, 1981; Saul,
1990; Moraes e Ferlin, 1992). Estas medidas sao derivadas de analise da densidade
do espectro de poténcia que descreve a distribuicdo da densidade (varidncia) em
funcdo da frequéncia (TFESC & NASPE, 1996). Em outras palavras, a analise
espectral decompde a VFC em seus componentes causadores, apresentando-os
segundo a frequéncia com que alteram a FC. Utilizando-se o método para calculo da
densidade espectral (transformacao rapida de Fourrier), delimitam-se, em ratos,
normalmente duas faixas de frequéncias distintas (Pereira-Junior, 2006): alta
frequéncia (HF: 0,8 a 2,5 Hz), modulada pelo sistema nervoso parassimpatico e
gerado pela respiragao (Furlan et al, 1990) e baixa frequéncia (LF: 0,2 a 0,8 Hz),
modulada em grande parte pelo simpatico, mas também pelo parassimpatico (Saul,
1990). Esta ultima tem sido correlacionada também ao sistema barorreceptor e
termorregulador (Kitney & Ropelman, 1980), a atividade periférica vasomotora e ao
sistema renina-angiotensina (Akselrod et al, 1981).

Figura 4 (Continua).
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Figura 4.Continuacao: Etapas realizadas numa analise espectral. Inicialmente, um registro
eletrocardiografico (ECG) realizado em tempo suficiente é usado para gerar um tacograma,
isto é, um registro da VFC, representado pelos intervalos RR sucessivos. Finalmente, o
tacograma é transformado por meio de um algoritimo num espectro, no qual se verificam-se
as poténcias (amplitudes) das ondas geradas em frequéncias especificas, neste caso, alta
(HF) e baixa (LF) (Acervo proprio).
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2. JUSTIFICATIVA
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Ao longo das ultimas duas décadas, diversos estudos foram realizados a fim
de identificar sinais analogos de depressdo e ansiedade em modelos animais de
injuria cardiovascular (especificamente por isquemia coronariana) e verificar os
possiveis riscos de eventos cardiovasculares em modelos de transtornos de humor
(em sua grande parte, com depressao). Além disso, alguns estudos tentaram
identificar isoladamente os possiveis mecanismos fisiopatoldgicos concernentes a
insuficiéncia cardiaca pds IM que “poderiam” estar envolvidos com a depresséo, e
vice-versa. Entretanto, poucos trabalhos foram desenvolvidos para investigar
mecanismos fisiopatoldgicos causadores dos disturbios comportamentais no modelo
do IM em ratos. Associado a isto, o protocolo experimental seriado utilizado neste
estudo, i.e., 0 mesmo grupo de animais avaliados em diferentes tempos, além de ser
pouco frequente na literatura, possibilitou uma analise temporal mais racional da
cadeia de eventos que culminam nos disturbios comportamentais neste modelo de
IC.

25



3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivos Gerais

- Identificar, por meio de testes comportamentais, sinais analogos a ansiedade e
depressao em ratos submetidos a IM experimental.

- Verificar se o tratamento com antidepressivo da classe dos ISRs, durante todo o
protocolo, é eficiente em inibir os possiveis sinais analogos a ansiedade e depressao
induzidas pelo IM.

- Buscar mecanismos neurovegetativos e moleculares que contribuam para explicar
a fisiopatologia dos possiveis disturbios comportamentais encontrados no modelo de
IM.

3.2. Objetivos Especificos

- Analisar a atividade exploratéria, por meio do Teste de Campo Aberto, e sinais
analogos a ansiedade e depressao, pelos Testes de Labirinto em Cruz Elevado e
Preferéncia pela Sacarose, respectivamente, no modelo de IM induzido pela ligadura
da artéria coronaria esquerda em ratos.

- Verificar a participacdo da serotonina nas alteragbes comportamentais e
neurovegetativas induzidas pelo IM, por meio da administracdo de Fluoxetina, e da
quantificacdo do RNA, da enzima triptofano hidroxilase tipo 2 pelo método de PCR
em tempo real.
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4. MATERIAL E METODOS
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4.1. Animais utilizados

Oitenta ratos Wistar machos pesando entre 200 e 250 gramas foram obtidos no
biotério central de criagdo de roedores do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da
UFRRJ, alocados no biotério experimental do mesmo departamento e mantidos sob
condig¢des ideais (ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura ~ 21 ° C e ragéo e
agua ad libitum.

Foram formados quatro grupos experimentais:

1- Animais infartados tratados com agua (grupo Infarto + Veiculo, n =15)

2- Animais falso — operados tratados com agua (grupo Sham + Veiculo, n = 12)
3- Animais infartados tratados com Fluoxetina (grupo Infarto + Fluox, n = 14)

4- Animais falso — operados tratados com Fluoxetina (grupo Sham + Fluox, n =
12)

4.2. Apreciacao Bioética da Experimentagao Animal

Este projeto de pesquisa esteve de acordo com as normas e conceitos éticos
da Comissao de Etica em Experimentacédo Animal da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro e seguiu as normas propostas pelo “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals”, publicado pelo Instituto de Nacional de Saude dos Estados
Unidos (NIH Publication No. 85-23, revised 1996).

4.3. Tratamento

Os grupos Infarto + Fluox e Sham + Fluox da 22 etapa do experimento foram
tratados diariamente com cloridrato de fluoxetina (10 mg/kg po, Ratiopharm/Mepha,
Brazil), inibidor seletivo da recaptagao de serotonina (item 1.4.4), por via orogastrica
utilizando método de gavagem. Nos grupos Infarto + Veiculo e Sham + Veiculo
foram administrados agua pura também por gavagem, em mesmo volume dos
animais tratados, a fim de atenuar as alteragbes causadas pelo método (Grippo et al,
2006; Olivares et al, 2012).

4.4. Protocolo do estudo Cardiovascular

4.4.1. Cirurgia de infarto do miocardio

Todos os animais foram submetidos a avaliagdo pelo eletrocardiograma
(conforme item 2.3) e, 24 horas apos esta avaliagdo, foram submetidos ao
protocolo de infarto do miocardio, como descrito por Johns & Olson (1954) e
adaptado por Olivares et al, (2004;2007) e Trindade et al, (2007) .

Apds anestesia com éter dietilico (Merck, Alemanha), os animais foram

fixados em uma pequena mesa cirurgica de cortica, em decubito dorsal,
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tricotomizados ao nivel toracico e em seguida, submetidos ao procedimento
cirurgico. A cirurgia iniciou-se a partr de uma incisdo da pele de
aproximadamente 1 cm de comprimento, localizada ao nivel para-esternal
esquerdo e a 1 cm da linha esternal média, na juncéo dos tercos inferior e meédio
da distancia entre a clavicula e o rebordo costal.

Em seguida, os musculos peitoral maior e menor foram divulsionados,
objetivando a visualizagdo do gradil costal esquerdo. Neste momento, foi
realizada uma sutura em bolsa da pele e dos musculos, da regido citada
anteriormente, deixando o n6 aberto até o término da cirurgia. Com o auxilio de
uma pinga hemostatica reta, foi feita a incisdo entre o 4° ou 5° espagco intercostal
esquerdo, através do qual o coracdo foi exteriorizado por meio de uma suave
compressao manual toracica direita. Apds a localizagdo da artéria coronaria
descendente anterior esquerda, normalmente abaixo do atrio esquerdo, a mesma
foi ligada com fio de seda 6-0 através de um no6 duplo, o mais proximos possivel
de sua origem na aorta. Em seguida o coracgédo foi recolocado rapidamente em
sua posi¢cao anatébmica original e o n6é da sutura em bolsa finalmente fechado.
Quando necessario, os animais foram submetidos a ventilacdo mecanica através
de um pequeno ambu manufaturado, com o intuito de estimular os movimentos
respiratorios espontaneos.

No caso do grupo Sham, o procedimento foi semelhante, excetuando a etapa
de ligadura da artéria coronaria. Neste caso, o fio de sutura foi passado pelo
musculo cardiaco sem promover o no cirurgico (Olivares et al, 2004; 2007).

Logo apdés o término da cirurgia, foi administrado o antibiético veterinario
Pentabiotico (Fort Dodge-EUA), na dose de 30mg/100g de peso.

ApOs a recuperagao da anestesia, isto €, com os animais exibindo atividade
motora espontanea e deambulagdo, os mesmos foram avaliados por um periodo de
quatro horas e posteriormente reconduzidos ao biotério, sendo mantidos com agua e
racao ad libitum. Quarenta e oito horas apds a cirurgia foram submetidos novamente
ao eletrocardiograma, para confirmacéao do infarto.

4.4.2. Avaliagdo eletrocardiografica

Vinte e quatro horas antes da avaliagdo, os animais foram imobilizados e
tricotomizados em toda a extensao toracica, sendo acoplado, a cada hemitérax, um
eletrodo de espuma (3M do Brasil Ltda, Sumaré-SP, Brasil) de aproximadamente 1,5
centimetros de didametro. Momentos antes do registro foram conectados ao sistema
de aquisigao eletrocardiografico do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da
UFRRJ ( Amplificador MP100A-CE / BIOPAC System-INC, CA, EUA) para registro
do ECG. Os sinais foram adquiridos com a velocidade de 10 k-hertz e amplitude com
resolucdo de 12 bits e, para visualizagdo e analise dos registros, foi utilizado o
software AcqKnowledge® (versao 3.8.1).

Todos os animais foram rigorosamente avaliados no mesmo periodo do dia e
em posigao semelhante, para obter orientagdo coerente e magnitude dos vetores
cardiacos.
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Para confirmagao do infarto, foram realizados registros de 60 segundos. Os
animais que apresentaram aumento acentuado na amplitude da onda Q ou presenca
de onda QS foram considerados infartados (Olivares et al, 2007). Ja aqueles que
mesmo apos a cirurgia nao apresentaram os padrdes supracitados foram
remanejados para grupo Sham (Figura 5).

Figura 5: Duas imagens representando os registros eletrocardiograficos de um animal sham
(em cima) e de outro infartado (embaixo). Um ECG normal constitui-se onda P, referente a
despolarizagdo atrial, o complexo QRS, a despolarizagdo ventricular e a onda T, a
repolarizacao ventricular. No IM, devido a fibrose no ventriculo esquerdo, que nao trasmite o
impulso elétrico, a onda R some, configurando um novo complexo, desta vez chamado de
QS (Acervo proprio).

4.4.2.1. Analise Espectral

Inicialmente, os animais foram submetidos ao mesmo protocolo descrito no
item 4.4.2. Neste protocolo, os registros eletrocardiograficos foram de 600 segundos.

Todo o processamento dos sinais da variabilidade da frequéncia cardiaca
(VFC) foi feito utilizando algoritmos baseados em Matlab (Pereira-Junior et al, 2006)
do software Cardioseries (Versdo1.1). Apds a detecgédo de pico da onda R, foram
gerados tacogramas de 600 segundos, contando todas as flutuacbes cardiacas
dentro deste periodo de tempo (Pereira-Junior et al, 2006). No dominio do tempo, os
indices obtidos foram os seguintes: média do intervalo RR, desvio padrdo dos
intervalos RR, raiz quadrada das diferencas da média quadrada dos intervalos
sucessivos RR (Pereira-Junior et al, 2006; Aubert et al, 1999). Para analise espectral
da VFC (dominio da frequéncia), os tacogramas foram redimensionados para
intervalos iguais, pelo método de interpolagéo cubica, a 10 Hz, e a tendéncia linear
foi removida (Pereira-Junior et al, 2006; Aubert et al, 1999). O espectro de poténcia
foi obtido com uma decomposicdo rapida baseada no método de Fourier

31



(periodograma de Welch: 256 pontos, 50% de sobreposig¢édo, e janela Hamming).
Duas faixas de frequéncia foram determinadas: baixa frequéncia (LF: 0,2-0,8 Hz), e
alta frequéncia (HF: 0,8-2,5 Hz) e a poténcia (ms2) foi estimada como a area sob o
espectro dentro dessas amplitudes de frequéncia (Pereira-Junior et al, 2006; Aubert
et al, 1999).

4.5. Protocolo do estudo Comportamental

4.5.1. Teste do Campo Aberto (TCA)

Descrito pela primeira vez por Archer em 1973, o TCA consiste nhum aparato
quadrangular de acrilico (100 x 100 x 30 cm), com o assoalho dividido em 25
quadrantes de mesmo tamanho. Os animais foram colocados no centro do campo
isoladamente e, durante 5 minutos, exploraram livremente os quadrantes. Foram
avaliados os seguintes parametros comportamentais: Atividade vertical, através de
movimentos chamados rearings (levantamento sobre os membros posteriores,
apoiando ou nado os membros anteriores nas paredes do campo), atividade
horizontal, quantificando-se o0s quadrantes percorridos, periféricos e central,
separaradamente, tempo de inatividade, numero de groomings (autolimpezas),
tempo médio de groomings e numero de bolos fecais. Entre cada teste, a arena foi
limpa com solugao etandlica de 5% (Archer, 1973; Prickaerts et al, 1996; Van der
Staay et al, 1990). Os testes foram realizados em sala escura (luz vermelha), isolada
acusticamente e com temperatura ideal (~22°C), sendo monitorados e gravados por
cameras com infravermelho.

O TCA é amplamente utilizado para mensuracdo da emocionalidade e atividade
exploratdoria (Matto & Allikmets, 1999), atividade e capacidade motora, medo
(Courvoisier et al., 1996) e ansiedade. E um dos testes mais utilizados, juntamente
com o Teste de labirinto em cruz elevado, para avaliar a acdo de drogas ansioliticas
(Prut & Belzung, 2003).

Figura 6: Pratica do TCA no DCF (Acervo do DCF).
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4.5.2. Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Validado por Pellow et al, em 1985, consiste hum aparato elevado de uma
altura de 45 cm do piso, constituido de dois bragos abertos opostos (50 x 10 x 1 cm)
e outros dois bragos fechados também opostos (50 x 10 x 40 cm), formando uma
cruz grega. Os quatro bragos sdo conectados por uma plataforma central (10 x 10
cm). Cada animal foi colocado isoladamente, com a cabega voltada para um dos
bracos fechados e, durante 5 minutos, foram registrados o numero absoluto de
entradas e o tempo gasto nos bracos, além da frequéncia de entradas no brago
aberto (em relagcédo ao total de entradas em todos os bragos) e a porcentagem de
tempo gasto nos bragos abertos. A entrada num dos bragos € definida quando os
quatro membros do animal estdo por completo fora da plataforma central. O LCE é
usado amplamente em roedores como protocolo para avaliagdo do medo e
ansiedade (Prickaerts et al, 1996; Pellow et al, 1985) e para avaliagao da acao de
drogas ansioliticas (Rodgers & Johnson, 1995). Também foram registrados o tempo
gasto na plataforma central, o numero de head-dippings / imersdes de cabecga (HD)
nos bragcos abertos (ndo protegido) e entre os bragcos fechados e a plataforma
central (protegido), o numero de stretched attend postures | estiramentos (SAP) e o
numero de rearings, parametros etoldgicos, utilizados para avaliagéo de risco, além
do numero de bolos fecais (Rodgers & Cole, 1993; Rodgers & Dalvi, 1997; MIKICS
et al, 2005). O numero de rearings e o numero de entradas nos bragos fechados
também sao parametros para analise da atividade exploratoria.

Um aumento no tempo gasto e numero de entradas nos bragos abertos
correlacionam-se com efeito ansiolitico.

Os testes foram realizados nas mesmas condigcdes do item 4.5.1 e foram
monitorados e gravados por cameras com infravermelho.

Figura 7: Pratica do LCE no DCF (Acervo do DCF).
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4.5.3. Teste da Preferéncia pela Sacarose (TPS)

O TPS é um dos testes mais utilizados para diagnéstico de depressao em
modelos animais. E através deste que é avaliada a presenca ou ndo da anedonia
(item 1.4.1), em outras palavras, a diminuigdo da busca pelo prazer (Casarotto et al,
2007). As mensuracdes foram realizadas com intervalos de uma semana, durante
todo o protocolo. Durante o teste, os animais foram isolados, num periodo de 24
horas, em pequenas caixas com as dimensdes 30x20x13 cm, nas quais eram
colocadas, a livre escolha, duas garrafas idénticas, uma contendo solugdo de
sacarose a 1% e outra de agua pura (Casarotto et al, 2007; Sigwalt et al, 2011). O
consumo de agua e sacarose foi mensurado pelo peso das garrafas antes e apds as
24 horas e, a preferéncia pela sacarose, calculada pela percentagem do consumo
da solugdo de sacarose pela ingestao total de liquido (Rygula et al, 2005). Para
prevenir os possiveis efeitos da preferéncia pela ingestdo num dos lados da caixa,
as garrafas eram trocadas de lugar no teste seguinte. Nao houve privacao alimentar
durante os testes e, apds o término, os animais foram realocados em suas caixas
habituais e as solugcbes descartadas.

Formula da preferéncia por Solugéo de sacarose

Peso de sacarose consumido
x100

Peso de sacarose + Peso de agua consumido

4.6. Protocolo do estudo post-mortem

4.6.1. Eutanasia e retirada dos 6rgédos

Na nona semana apds a cirurgia de IM, os animais foram submetidos a
eutanasia pelo método de decaptacdo. Os corpos foram fixados numa pequena
mesa artesanal de madeira, e com auxilio de uma pinca de dissec¢ao dente de rato
e uma tesoura cirurgica, a cavidade téraco - abdominal foi aberta. Com uma pinga
curva, coracdo, pulmao e figado foram dissecados e removidos, retirando em
seguida todo o excesso de tecidos adjascentes. Cada coragao foi cortado em quatro
fatias de mesma largura, denominadas A, B, C e D. A por¢ao C, que possui a
porcentagem de area infartada mais préxima a da total (Spadaro et al, 1980) foi
armazenada em solucio de formaldeido a 10 %.

Na cabecga, apdés expor todo o osso craniano e abri-lo dorsalmente com
auxilio de um pequeno alicate, o cérebro, cerebelo e tronco cerebral foram expostos.
Apos retira-los com uma pequena pinga curva, com uma lamina cirurgica foi
realizado um corte sagital, dividindo os hemisférios cerebrais. Com auxilio do Atlas
Paxinos & Watson, 1997 (Anteroposterior: Bregma -7.04 x -9.68 / Dorsoventral :
Bregma -5.60 x -7.60 / Interaural -0.40 x 0.40), todo o NDR foi retirado, sendo
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colocado posteriormente em eppendorfs de 0,5 ml. Durante o protocolo de
eutanasia, os eppendorfs foram colocados em recipiente com nitrogénio liquido. Ao
final de todo o protocolo, todos foram alocados no freezer -80° C do Departamento
de Ciéncias Fisiologicas da UFRRJ.

4.6.2. Histopatologia Miocardica

Todos os cortes foram armazenados em alcool absoluto durante 24 horas,
submetidos ao protocolo histotécnico, incluidos e posteriormente “emblocados” em
parafina para corte em micrétomo. Apds resfriamento, cortes de aproximadamente
cinco ym foram fixados em laminas histologicas, sendo posteriormente corados pela
técnica de hematoxilina-eosina (Caldas et al, 2011). Os protocolos seguem abaixo:

Solugoées:

1. Hematoxilina de Harris

HematoxXilina..........cooovviiiiiiieeeee e 0,59
Alcool abSOIULO......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 5,0 ml
Alumen de Potassio ou Aménio................. 10,0 g
Oxido Vermelho de Mercurio...........c.......... 0,25¢
Agua Destilada............ccoeeeeeeieeieeieeeeeeeen 100,0 ml

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

2. Eosina

BOSINA Y ..oeieeeeeeee e 0,59
Agua Destilada...........ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 10,0 ml
Alcool @ 95°.........iuiiric s 90,0 ml
Acido ACELICO. ......ceeveeeeeeeeeee e 1 gota

Dissolver a eosina em agua destilada e depois juntar o alcool.
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3. Diferenciador para a hematoxilina

Alcool @ 95% ..., 100,0 ml
Acido Acético Cloridrico..........ccouvvveeenenn.. 5 gotas
Método:

- Desparafinizar e hidratar os cortes;

- Hematoxilina durante 2,5 minutos;

- Agua corrente;

- Diferenciar rapidamente em alcool acido;

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

- Desidratar, clarificar e montar

4.6.2.1. Analise Histopatoldgica

A analise com hematoxilina-eosina foi feita usando um microscépio
Nikon Eclipse E-200 (EUA). Os cortes foram gravados e armazenados com uma
camera digital e, em seguida, os arquivos digitais foram analisados com o software
ImagedJ (version1.27z, National Institute of Health, E.U.A.) que permitiu medir o
tamanho do infarto do corte C e, de forma aproximada, do ventriculo esquerdo (VE).

4.7. Protocolo do estudo biomolecular

Todo o protocolo biomolecular foi realizado no Laboratério de
Endocrinologia Molecular — LEM, localizado no Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho, prédio de ciéncias da saude, UFRJ, llha do Fundéo, RJ.

4.7.1. Extragcdo do RNA

Para isolamento do RNA total foi utilizado o método do TRIzol (TRIzol

Reagent, Invitrogen, EUA). As amostras de NDR foram retiradas do freezer - 80°C e
imediatamente homogeneizadas em 1 ml de TRIzol em pogos de 3,5cm de diametro,
promovendo assim a lise célular. Em seguida, as misturas foram centrifugadas por
dez minutos a 12000 r.p.m. em centrifuga refrigerada (4°C), para retirada de todo o
material insoluvel. Durante cinco minutos, permaneceram incubadas para
dissociagao dos complexos nucleoproteicos, adicionando em seguida 200 pl de
cloroféormio e agitando rigorosamente por 15 segundos, ficando novamente
incubadas por trés minutos. Apds nova centrifugacéo a 12000 r.p.m. durante quinze
minutos, os sobrenadantes contendo o RNA total foram passados para outros tubos,
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adicionando-se 500 pl de isopropanol em cada um. Durante dez minutos as misturas
permaneceram incubadas, sendo centrifugadas novamente a 12000 r.p.m. por 10
minutos, permitindo a precipitagdo do RNA. O sobrenadante foi removido, sendo
adicionado 1 ml de etanol a 75%, passando mais uma vez por centrifugagédo a 7400
rotagdes por minuto, por cinco minutos. Por fim, o sobrenadante foi removido,
deixando o ependdorf contendo o RNA aberto até a evaporagao de todo o etanol,
sendo o RNA ressuspendido em agua livre de RNase e DNase (agua DEPC).

Ao final da extragao a pureza do RNA foi analisada por eletroforese em gel de
agarose a 2 % e a quantificagcdo foi feita por leitura da absorbéncia em
espectofotdbmetro a 260 e 280 nambémetros.

4.7.2. Construgdo do cDNA — Transcricdo Reversa

A transcricdo reversa do RNAm para obtencdo do cDNA foi realizada
utilizando a enzima Superscript lll (Invitrogen, EUA) e oligo-dT (Promega, EUA)
usando o protocolo fornecido pelo fabricante. Inicialmente, 1 ug de RNA foi incubado
com oligo-dT (iniciador da reagao), dNTPs (10 mM de cada - dATP, dCTP, dGTP,
dTTP — Promega, EUA) e agua a 65°C por 5 minutos em termociclador para
anelamento. Posteriormente, foram acrescentados tampéao first strand e DTT,
fornecidos pelo kit, e a enzima, incubando novamente a 42°C por 50 minutos. A
reacao foi terminada apds nova incubagao das misturas a 70°C por 15 minutos. Os
cDNAs obtidos foram armazenados a 4°C até a sua utilizagéo.

4.7.3. PCR em Tempo Real (Real-Time PCR)

Para a reacao de amplificacdo, o cDNA obtido foi adicionado a uma placa de
reacao junto com uma mistura contendo os primers especificos e tampao iQ SYBR
Green Supermix (Bio-Rad, EUA), que contém 100 mM de KCI, 40 mM de Tris-HCI
(pH 8,4), 0,4 mM de cada dNTP, 50 U/mL iTaq DNA polimerase, 6 mM de MgCI2,
SYBR Greenl e 20 nM de fluoresceina. As amostras foram analisadas em duplicata
na 7500 Real-Time PCR system (Applied Biosystems, EUA), que detecta mudancas
na concentracdo das amostras por fluorescéncia. Apds uma desnaturagéo a 50°C
por 2 minutos e 95°C por 10 minutos, a reacéo foi repetida por 44 ciclos de 95°C por
15 segundos, 1 ciclo de 60°C por 30 segundos e 1 ciclo de 70°C por 45 segundos.

A tabela 1 contém os primers utilizados para analisar a expressao do RNAR,
nas células do NDR para os genes da TPH; e 36B4, este ultimo utilizado como
controle interno.
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Tabela 1: Primers utilizados para PCR em tempo real.

Primers Sequéncia

36B4 For | TGT TTG ACA ACG GCA GCATTT

36B4 Rev | CCG AGG CAACAG TTG GGT

TPH2 Rev | GGA GAA ATT TGA GGT GTG CGT GCT

TPH2 For | ACT CTG CAT AGA GGC ATC ACA GGA

O sistema é baseado na detecc¢ao dos produtos de amplificagdo pelo corante,
que se intercala em DNA fita dupla. O corante SYBR Green comega a emitir
fluorescéncia assim que se liga ao DNA. Quanto mais corante ligado ao DNA, maior
sera a emissao de fluorescéncia, assim € possivel acompanhar o crescimento
exponencial de DNA na amostra. A medicédo da fluorescéncia foi feita pelo aparelho
de Real-time PCR a 520 nm. A padronizagao foi realizada quantificando diferentes
diluicdes de cDNA para os diferentes genes. No PCR em tempo real, a quantidade
de fluorescéncia aumenta de forma exponencial com o aumento de DNA produzido.
Nessa exponencial, uma linha limiar foi tracada, que foi usada para calcular o CT
(cycle threshold) de cada amostra, ou seja, o ciclo de PCR no qual a fluorescéncia
cruza a linha de base. O valor de CT é proporcional a quantidade inicial de amostra
na reacao (quanto maior a concentragdo do DNA de estudo, menor é o valor de CT).
A quantidade de RNA utilizado para a producdo de cDNA ndo é completamente
confiavel, pois a qualidade do RNA pode ser diferente ou mesmo a sua quantificagao
pode ter sido inexata. Para tanto, utilizamos um controle interno, ou seja, um gene
que nao altera sua producdo nas diferentes manipulacbes do estudo. Assim,
normalizando o gene de estudo (diminuindo o valor CT do gene controle do CT do
gene de estudo), foi possivel comparar diferengas entre os grupos experimentais.
Com esses valores pudemos normalizar os valores de CT de amostras diferentes
para uma mesma quantidade de cDNA.

Apos a normalizacdo das amostras, o grupo controle teve seu valor
convertido para 1 e os outros grupos tiveram seus valores convertidos em relagéo a
ele conforme o método 222%; (Livak & Schmittgen, 2001). Com esses valores foram
feitas as analises estatisticas. O produto final de amplificagcdo é corrido em gel de
agarose, para verificagdo da amplificacdo de banda unica.

4.8. Analise estatistica

A analise estatistica foi usada para a comparacdo dos resultados
apresentados pelos grupos experimentais. No caso de comparagao entre os quatro
grupos foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de uma via e o teste Bonferroni
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como post hoc. Para a comparagao de resultados dos quatro grupos em tempos
diferentes, foi utilizada a analise de variancia de duas vias, utilizando posteriormente
também o teste de Bonferroni. Em todos os testes, o grau minimo de significancia
considerado foi 95% (p <0,05) e os calculos foram realizados no computador, com
auxilio do software Graphpad Prism (version 5.0)
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5. RESULTADOS
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5.1. Mortalidade apés as cirurgias

Antes do inicio do experimento, os oitenta animais destinados ao protocolo
sugerido foram divididos entre os grupos infarto e sham, com n = 56 e n = 24,
respectivamente. No periodo critico de vinte e quatro horas apds a cirurgia, nas
quais 0s animais recuperam-se da anestesia e de todos os procedimentos
cirurgicos, a mortalidade (Tabela 2 — Apéndice 1), calculada com o numero de
animais sobreviventes a cirurgia, foi de 20% no grupo Infarto + Veiculo (trés),
28,57% no grupo Infarto + Fluoxetina (quatro) e de 10% nos grupos Sham + Veiculo
e Sham + Fluoxetina (um em cada).

A partir das vinte e quatro horas apods a cirurgia até o final do experimento, no
grupo Sham + Veiculo, apenas um animal morreu, na primeira semana. No grupo
Sham + Fluoxetina, ndo houve mortalidade nesse periodo. No grupo Infarto +
Veiculo, trés animais morreram na primeira semana, um na terceira e um na quinta.
No grupo Infarto + Fluoxetina, dois animais morreram na primeira semana e um na
segunda.

5.2. Peso dos animais

5.2.1. Efeito do IM e das administragées de fluoxetina na evolugédo do peso corporal.

Na Tabela 3 (Apéndice 1) se encontram organizadas, de forma seriada, as
meédias das evolugbes (em porcentagem) dos pesos dos grupos durante todo o
protocolo experimental. O IM nao alterou a evolugao dos pesos, tendo em vista que
0 grupo Infarto + Veiculo ndo mostrou diferencas em relagdo ao grupo Sham +
Veiculo. O grupo Sham + Fluoxetina, na semana do dia 35 pds-cirurgia, mostrou
diminuicdo do ganho de peso em relagéo ao grupo Sham + Veiculo (28,48 + 0,34 vs
34,38 £ 0,73, p < 0,05). Esta diferenga se manteve nas quatro pesagens seguintes,
até a ultima semana do protocolo (47,99 £ 0,76 vs 56,78 + 1,01, p < 0,05). O grupo
Infarto + Fluoxetina também mostrou diferengas na evolugdo em relagdo ao grupo
Sham + Veiculo, na quinta semana (27,89 + 1,28 vs 34,38 £ 0,73, p < 0,05). Porém,
desta vez, as diferengas significativas s6 se repetem nas duas ultimas semanas do
experimento (56 dias: 44,09 + 0,49 vs 50,11 £ 1,30, p < 0,05; 63 dias: 48,48 + 0,59
vs 56,78 + 1,01, p < 0,05) . O grupo Infarto + Fluoxetina ndo apresentou diferenca
em relagcdo ao seu controle, Sham + Fluoxetina. Provavelmente, o tratamento com
antidepressivo teve influéncias na diminui¢do do ganho de peso.

5.3. Testes comportamentais

5.3.1. Teste do Campo Aberto

5.3.1.1. Efeito do IM e das administragbes de fluoxetina no comportamento
exploratério horizontal no Teste de Campo Aberto.
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A exploragao dos animais no teste do campo aberto constitui-se basicamente
em dois tipos: exploragao horizontal, relacionada a quantidade de quadrantes totais
percorridos e a exploragao vertical, relacionada unicamente ao numero de rearings.
Neste protocolo, particularmente, o grupo Infarto + Veiculo apresentou alteragdes no
comportamento exploratério horizontal padrao, revelado pelo grupo Sham + Veiculo,
0 que nao foi observado no grupo Infarto + Fluoxetina (Figura 8). No teste realizado
trinta e cinco e sessenta e trés dias apds o IM, os animais do grupo Infarto + Veiculo
percorreram menos quadrantes periféricos quando comparados aos animais do
grupo Sham + Veiculo (35 dias: 80,4 + 8,6 vs 106,6 *+ 6,6, p<0,01; 63 dias: 73,29 %
7,40 vs 93,89 £ 5,80, p < 0,05, respectivamente). Nos animais infartados tratados
com fluoxetina, esta diferenga nao foi observada, sendo as médias mais proximas do
grupo Sham + Veiculo (35 dias: 107,4 + 4,5 vs 106,6 + 6,6 ; 63 dias: 96,00 £ 9,31 vs
93,89 + 5,80) . Tais resultados sugerem que, de alguma forma, o IM gerou
alteracbes que culminaram na diminui¢cdo da atividade exploratéria horizontal, e que
o tratamento com fluoxetina foi eficaz em impedir. Por outro lado, no teste realizado
trinta e cinco dias pos IM, os animais do grupo Sham + Fluoxetina mostraram
aumento significativo na atividade exploratéria quando comparados aos animais do
grupo Sham + Veiculo (130,2 £ 8,9 vs 106,6 = 6,6, p < 0,05). Ndo houve diferenca
entre 0s grupos nos testes realizados trés e quatorze dias pds-cirurgia.

Quadrantes periféricos percorridos
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Figura 8: Numero de quadrantes periféricos percorridos nos quatro testes. Note que o grupo
Infarto + Veiculo, trinta e cinco e sessenta e trés dias pos-infarto, percorreu menos
quadrantes periféricos em relagdo aos animais Sham + Veiculo, e que 0 mesmo nao
aconteceu nos animais infartados tratados com fluoxetina.. *p < 0,05 e **p < 0,01 em relagao
aos animais do grupo Sham + Veiculo no mesmo tempo de avaliagéao.
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No teste realizado sessenta e trés dias pos IM, os animais do grupo Sham +
Fluoxetina realizaram maior numero de passagens pelo quadrante central (Figura 9)
quando comparados aos do grupo Sham + Veiculo (4,89 + 0,63 vs 2,56 £ 0,50, p <
0,05), corroborando novamente as diferencas no tratamento evidenciadas acima no
grupo sham nos quadrantes periféricos. Curiosamente, enquanto a fluoxetina foi
eficaz em aumentar esse parametro no grupo sham (Sham + Fluoxetina), 0 mesmo
nao foi observado no grupo infartado (Infarto + Fluoxetina) (2,00 + 0,44 vs 2,56 *
0,50).

Numero de passagens pelo quadrante central
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Figura 9: Numero de passagens pelo quadrante central nos quatro testes realizados. Os
animais do grupo Sham + Fluoxetina passaram mais vezes pelo quadrante central quando
comparados ao grupo Sham + Veiculo, no teste realizado sessenta e trés dias pés IM. *p <
0,05 em relagao aos animais do grupo Sham + Veiculo no mesmo tempo de avaliagao.

5.3.1.2. Efeito do IM e das administragbes de fluoxetina no tempo de inatividade no
Teste de Campo Aberto

Na Figura 10, observam- se novamente alteragbes nos animais do grupo
Infarto + Veiculo, relacionados desta vez a exploragao total do teste. Os animais
deste grupo mostraram aumento significativo do tempo de inatividade em relagao
aos do grupo Sham + Veiculo, nos testes realizados trinta e cinco (183,2 £ 18,57 vs
137,3 £ 13,15, p < 0,05) e sessenta e trés dias (207,90 £ 15,79 vs 154,80 £ 9,93, p <
0,05) pos IM, alteragdo esta ocorrida provavelmente pelo menor numero de
quadrantes percorridos nos mesmos testes somados ao numero reduzido de
rearings (Figura 11). O tratamento com fluoxetina nos animais infartados impediu
este aumento, haja vista que os animais deste grupo permaneceram inativos por
tempos proximos aos animais dos grupos Sham + Veiculo (35 dias:130,00 + 12.58
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vs 137.3 + 13.15; 63 dias: 151.10 £ 1.71 vs 154.80 + 9.93) e Sham + Fluoxetina (35
dias: 130,00 + 12,58 vs 119.8 £ 9.9; 63 dias: 151.10 £ 1.71 vs 144.40 + 15.46.
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Figura 10: Tempo de inatividade nos quatro testes realizados. Trinta e cinco e sessenta e
trés dias pos IM, o tempo de inatividade foi menor nos animais do grupo Infarto + Veiculo em
relagdo aos animais Sham + Veiculo, alteragdo que n&do ocorreu nos animais do grupo
Infarto + Fluoxetina. * p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham + Veiculo no mesmo tempo de
avaliacao.

5.3.1.3. Efeito do IM e das administracbes de fluoxetina no comportamento
exploratério vertical no Teste do Campo Aberto.

O numero de ambulagdes foi consideravelmente menor no grupo Infarto +
Veiculo em relagdo ao grupo Sham + Veiculo (Figura 11), em todos os tempos de
avaliagao (3 dias: 27,25 £ 3,69 vs 36,78 £ 3,13, p <0,05; 14 dias: 20,75 + 2,90 vs
32,44 + 3,73, p < 0,01; 35 dias: 20,29 + 2,88 vs 33,56 + 3,72, p < 0,01; 63 dias: 15,29
+ 2,89 vs 25,56 £ 2,81, p <0,05) . Neste caso, o tratamento com fluoxetina n&o
reverteu as alteragdes observadas no grupo infartado, observando-se diferenga
também em relagao grupo Sham + Veiculo em todos os testes (3 dias 25,75 + 4,51
vs 36,78 £ 3,13, p < 0,05; 14 dias: 23,25 £ 2,70 vs 32,44 + 3,73, p < 0,01; 35 dias:
24,29 + 3,48 vs 33,56 £ 3,72, p < 0,05; 63 dias 15,43 + 2,10 vs 25,56 + 2,81, p <
0,05) e ao seu proprio controle, Sham + Fluoxetina (3 dias: 25,75 + 4,51 vs 39,44 +
3,53, p < 0,01; 14 dias: 23,25 £ 2,70 vs 39,67 + 3,38, p < 0,001; 35 dias: 24,29 +
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3,48 vs 36,44 + 5,58, p < 0,01; 63 dias: 15,43 £ 2,10 vs 25,44 + 4,19, p < 0,01) .
Nao houve diferencas entre os grupos controle.
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Figura 11: Numero de rearings. Pode ser observada claramente diminuicdo do numero de
rearings entre os animais infartados, tratados com veiculo ou fluoxetina em relacdo aos
animais dos grupos sham. * p < 0,05 e ** p < 0,01 em relagdo ao grupo Sham + Veiculo. ##
p < 0,01 em relagdo ao grupo Sham + Fluoxetina no mesmo tempo de avaliagao.

5.3.1.4. Efeito do IM e das administragbes de fluoxetina no niumero de groomings,
tempo médio de groomings e numero de bolos fecais no Teste de Campo Aberto.

Nao foram observadas alteragdes significativas entre os grupos em nenhum
dos trés parametros (Figura 12).
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Figura 12. A: Numero de groomings; B: Tempo médio de groomings; C: Numero de bolos
fecais. Nao houve diferenga significativa entre os grupos em todos os parémetros, em
nenhum dos testes realizados.

5.3.2. Efeito do IM e das administragées de fluoxetina no comportamento no LCE.

A Tabela 3 (apéndice 1) mostra todos os parametros analisados no LCE.
Dentre todos os parametros relacionados a ansiedade, ndo houve diferengca em
nenhum deles entre os grupos. Nos parametros relacionados a atividade
exploratoria, apenas os rearings mostraram-se diferentes, num perfil similar as
alteracdes visualizadas no teste de campo aberto. O numero de rearings (Figura 13)
realizados pelos animais dos grupos Infarto + Veiculo foi consideravelmente menor
quando comparados aos animais do grupo Sham + Veiculo (6,21 £ 2,13 vs 15,34 +
4,73, p < 0,05), perfil semelhante aos do grupo Infarto + Fluoxetina, em relagéo ao
grupo Sham + Veiculo (7,02 + 2,85 vs 15,34 + 4,73, p < 0,05) e o0 seu controle Sham
+ Fluoxetina (7,02 + 2,85 vs 19.60 + 4.99, p < 0,05). Nao houve diferenga neste
parametro entre os grupos controle. O numero de bolos fecais foi significativamente
menor nos grupos Sham + Fluoxetina e Infarto + Fluoxetina quando comparados aos
grupos tratados com veiculo, o que sugere influencias do farmaco no numero de
bolos fecais liberados (vide apéndice 1).
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Figura 13: Numero de rearings realizados pelos animais no LCE. Similarmente ao
TCA, os animais do grupos Infarto + Veiculo exploraram menos verticalmente o teste em
relacdo ao grupo Sham + Veiculo. O tratamento com fluoxetina ndo influenciou neste
parametro. O grupo Infarto + Fluoxetina também realizou menos rearings, em relagao aos
dois grupos controle. * p < 0,05 em relagédo ao grupo Sham + Veiculo. # p < 0,05 em relagao
ao grupo Sham + Fluoxetina.

5.3.3. Efeito do IM e das administragées de fluoxetina no Teste de Preferéncia pela
Sacarose.

Como mostrado na Figura 14, podem ser observadas, mais uma vez,
alteragdes promovidas pelo infarto. Inicialmente, no teste realizado na semana do
dia 28, o grupo Infarto + Veiculo mostrou diminui¢ao significativa da preferéncia pela
solugao de sacarose em relagdo ao grupo Sham + Veiculo (85,92 + 2,58 vs 94,10 £
1,57, p < 0,01). Essa diferenca estendeu-se até a ultima semana do experimento
(81,10 £ 1,99 vs 96,58 * 1,24, p < 0,01). O tratamento com fluoxetina novamente foi
eficaz, desta vez impedindo o aparecimento da anedonia. O grupo Infarto +
Fluoxetina ndo apresentou diferenca na preferéncia em relagdo aos grupos controle,
em nenhuma das mensuragdes.
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Teste da preferéncia pela sacarose
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Figura 14: Teste da preferéncia pela sacarose. A partir do teste realizado no dia vinte e oito
(quarta semana) até o ultimo no dia sessenta e trés (nona semana), o grupo Infarto +
Veiculo apresentou diminuicdo na preferéncia. O grupo infarto tratado com fluoxetina nao
apresentou diferengas em relagdo ao grupo Sham + Veiculo. * p < 0,05, ** p < 0,01, todos
em relagdo ao grupo Sham + Veiculo. A faixa cinza representa os valores normais (médias
minimas e maximas) encontrados no grupo Sham + Veiculo ao longo do experimento.

5.4. Analise Espectral

5.4.1. Efeito do IM e das administracdes de fluoxetina na variabilidade da frequéncia
cardiaca e no balango simpatovagal.

Nos registros realizados trés dias apos o IM, os animais do grupo Infarto +
Veiculo apresentaram aumento do tonus simpatico em relagéo aos animais do grupo
Sham + Veiculo, o que refletiu nas poténcias das bandas de baixa frequéncia (Figura
15A), significativamente aumentadas (269,90 + 69,17 vs 56,29 + 18,88, p < 0,05).
Estas mesmas alteragbes também foram observadas nos animais do grupo Infarto +
Fluoxetina (232,50 + 51,35 vs 56,29 + 18,88, p < 0,05), inclusive em relagdo a seu
proprio controle Sham + Fluoxetina (232,50 + 51,35 vs 56,72 + 14,75, p < 0,05)
sugerindo que a fluoxetina ndo exerceu nenhuma influéncia sobre esse parametro.
Nao houve diferengas entre os grupos controle.

O aumento do tébnus do SNA simpatico é confirmado nos dois grupos
infartados visualizando-se o grafico B da Figura 15. Este mostra novamente os
valores das poténcias de baixa frequéncia, desta vez normalizados, aumentado no
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grupo Infarto + Veiculo em relagao ao grupo Sham + Veiculo (47,60 £ 7,39 vs 22,33
*+ 4,58, p < 0,05). O grupo Infarto + Fluoxetina apresentou diferengca para o grupo
Sham + Veiculo (40,40 £ 7,59 vs 22,33 + 4,58, p < 0,05) e Sham + Fluoxetina (40,40
+7,59vs 21,31 £4,72, p <0,05).

Poténcia de Baixa Frequéncia trés dias pés IM
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Figura 15: Média das amplitudes das ondas de baixa freqiéncia absoluta (A: LF = low
frequence) e em unidades normalizadas (B) trés dias pos-cirurgia. Nos dois graficos
observam-se mudangas na média das amplitudes, nos dois grupos submetidos ao IM.* p <
0,05 em relagdo ao grupo Sham + Veiculo; # p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham +
Fluoxetina.

No teste seguinte, realizado quatorze dias apds a cirurgia, somente os
animais do grupo Infarto + Fluoxetina apresentaram aumento significativo na
poténcia das bandas de baixa frequéncia, no parametro ndo normalizado (Figura
16), desta vez apenas em relagcéo ao seu grupo controle, Sham + Fluoxetina (249,60
+ 58,32 vs 76,07 £ 27,72, p < 0,05).
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Poténcia de Baixa Frequéncia quatorze dias p6s-IM
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Figura 16: Grafico referente as médias das amplitudes da onda de baixa frequéncia (LF) em
unidades normalizadas, quatorze dia pés cirurgia. Apenas o grupo Infarto + Fluoxetina
apresentou aumento significativo, em relagao ao grupo Sham + Fluoxetina. # p < 0,05 em
relacdo ao grupo Sham + Fluoxetina.

Nos registros realizados trinta e cinco e sessenta e trés dias apos a cirurgia,
nao houve diferencas entre os grupos na amplitude das ondas de baixa frequéncia.

Nestes mesmos registros, ndo foram observadas alteragdes no parametro
referente diretamente ao dominio do tempo, isto €, na variabilidade da frequéncia
cardiaca (RMSSD) e nas amplitudes das ondas de alta frequéncia, mais
relacionadas ao tbnus parassimpatico.

A Figura 17 mostra um grafico que representa, de forma seriada, as médias
das poténcias das bandas de baixa frequéncia em todos os grupos, mostrando o
aumento no tdnus simpatico e sua posterior queda nos animais infartados.
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Evolucgao de LF
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Figura 17: Médias dos valores de amplitude das ondas de LF dos grupos Infarto + Veiculo e
Infarto + Fluoxetina, durante todo o protocolo experimental. * p < 0,05 em relagdo ao grupo
Sham + Veiculo. # p < 0,05 em relagédo ao grupo Sham + Fluoxetina

Nas tabelas 5, 6, 7 e 8 (vide apéndice), podem ser observados todos os
parametros nao significativamente diferentes entre os grupos, nos registros
realizados trés, quatorze, trinta e cinco e sessenta e trés dias apds a cirurgia.
Dentre eles, os valores das médias das poténcias alta frequéncia (inclusive
normalizadas), da frequéncia cardiaca, da variabilidade da frequéncia cardiaca, e da
razao entre as médias de baixa frequéncia e alta frequéncia (também normalizadas),
usada para verificar o predominio do tonus simpatico em relagao ao parassimpatico.
Estdo incluidos também, todos os valores de baixa frequéncia descritos
anteriormente.

5.5. Patologia

5.5.1. Efeito do IM e das administragées de fluoxetina no peso relativo cardiaco

Na Figura 18, pode ser observado aumento do peso relativo do coragao dos
grupos Infarto + Veiculo em relagdo ao grupo Sham + Veiculo (4,91 + 0,45 vs 3,29 +
0,11, p < 0,01) e Infarto + Fluoxetina também para o grupo Sham + Veiculo (5,02 +
0,33 vs 3,21 £ 3,29 £ 0,11, p < 0,01 ) e para o seu controle Sham + Fluoxetina (5,02
1+ 0,33 vs 3,21 £ 0,09, p < 0,01). A insuficiéncia cardiaca gerou aumento da massa
do miocardio dos animais infartados, e o tratamento com fluoxetina nao influenciou
neste remodelamento anatémico.
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Figura 18: Média dos pesos relativos dos coragdes de todos os grupos. Note que o IM gerou
aumento desproporcional da massa do miocardio ao peso total dos animais infartados, e
que a fluoxetina nao influenciou nesta mudanga. ** p < 0,01 em relagdo ao Grupo Sham +

Veiculo; ## p < 0,01 em relagao ao grupo Sham + Fluoxetina.

5.5.2. Efeito do IM e das administragées de fluoxetina no peso relativo pulmonar.

O IM aumentou também do peso relativo dos pulmdes (Figura 19) dos
animais dos grupos Infarto + Veiculo em relagdo ao grupo Sham + Veiculo (6,74 +
0,91 vs 4,81 £ 0,29, p < 0,05) e do grupo Infarto + Fluoxetina em relagdo ao grupo
Sham + Veiculo (6,53 £ 0,47 vs 4,81 + 0,29, p < 0,05) e Sham + Fluox. (6,53 + 0,47

vs 4,81 £ 0,29, p <0,05). Novamente, a fluoxetina nao influenciou nesta mudancga.
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Peso relativo dos Pulmoes
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Figura 19: Média dos pesos relativos dos pulmdes de todos os grupos em mg/g. Observam-
se aumentos dos pesos dos animais infartados em relagdo aos do grupo controle, e a
fluoxetina nao teve influéncia neste parametro. * p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham +
Veiculo; # p < 0,05 em relagao ao grupo Sham + Fluoxetina.

5.5.3. Histopatologia

Nas fatias cardiacas que foram utilizadas dos animais para confec¢ao das
laminas histoldgicas, o perfil macroscépico dos coragdes dos grupos Sham + Veiculo
e Sham + Fluoxetina foi semelhante, o que se repetiu entre os grupos Infarto +
Veiculo e Infarto + Fluoxetina, seja pela arquitetura muscular dos grupos Sham,
como pelo perimetro da cicatriz fibrosa e a dilatagao dos VE nos animais infartados.
Para confirmar que nao houve influencia do antidepressivo no tamanho do infarto,
foram medidos os perimetros das cicatrizes do epicardio e endocardio em relacao ao
perimetro total das duas mesmas regides, nos dois grupos infartados, calculando-se
uma média (vide material e métodos, item 4.6.1, pagina 51). O grupo Infarto +
Veiculo teve uma média de 41,68% + 2,97 (n=3), enquanto que o grupo Infarto +
Fluoxetina teve uma média de 46,57% + 3,58 (n=3). Segundo Pfeffer et al (1979),
todos estes valores se enquadram na classificagao de infarto moderado.

As imagens A e B da Figura 20 representam o musculo estriado cardiaco
intacto dos animais Sham, enquanto que as imagens C e D mostram a necrose de
coagulagcdo, a grande quantidade de fibrécitos e matriz fibrosa (colageno
principalmente) e infiltrado inflamatério crénico (macréfagos principalmente) que
confirmam o IM nos dois grupos infartados.
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Figura 20: Histopatologia realizada no protocolo. A e B: Musculo Estriado Cardiaco sadio
dos animais Sham, em corte transversal (20x) e longitudinal (40x), respectivamente. C e D:
Necrose de coagulagao flocular (picnose, cariorexe e caridlise) fibrécitos e fibras colagenas
(réseo claro) dos animais infartados, em cortes transversais (20 e 40x, respectivamente).
Nestas Ultimas, observam-se ainda células inflamatérias encontradas em inflamacao
cronica.

5.6. Estudo biomolecular

5.6.1. Efeito do IM e das administracbes de fluoxetina na expressdo da enzima
TPH2 no NDR.

No PCR em tempo real, para viabilizar a analise dos resultados finais, é
necessario que o controle interno do teste, neste caso a expressdo da proteina
36B4, nao seja modificada em virtude dos procedimentos realizados, como a cirurgia
de IM e administracado do antidepressivo. Neste protocolo, a expressédo da 36B4 nao
sofreu modificagdes entre os animais (dados ndo mostrados).

Em relacdo a expressdao da enzima TPH2, os grupos experimentais
apresentaram algumas peculiaridades (Figura 20). Tanto o grupo Infarto + Veiculo
quanto o grupo Sham + Fluoxetina apresentaram uma tendéncia a diminuicdo da
expressdo em relagdo ao grupo Sham + Veiculo (3,91 + 0,59 vs 6,21 £ 0,20, p =
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0,079 e 3,75 + 0,76 vs 6,21 + 0,20, p = 0,061, respectivamente). Curiosamente, o
grupo Infarto + Fluoxetina apresentou uma expressao similar ao do grupo controle
Sham + Veiculo (6,26 + 0,43 vs 6,21 + 0,20) e maior significativamente em relagao
ao grupo Infarto + Veiculo ( 6,26 £ 0,43 vs 3,91 + 0,59, p < 0,05).
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Figura 21: Quantificaggo do RNAm da enzima TPH2, representando sua expressdo no
protocolo em todos os grupos. Note que tanto a cirurgia de IM (Infarto + Veiculo), como a
administracao de fluoxetina (Sham + Fluoxetina), tendenciou a uma diminug¢ao da expressao
da enzima. A administracdo de fluoxetina retornou a expressao aos niveis normais, sendo a

mesma comparavel aos do grupo Sham + Veiculo. a — p < 0,05 em relagéo ao grupo Infarto
+ Veiculo.
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6. DISCUSSAO
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Um dos achados mais relevantes deste trabalho foi a constatagao de que o IM
promoveu alteragdes comportamentais semelhantes as encontradas em animais
submetidos ao mesmo modelo de depressao por IM, como as observadas no Teste
de Campo Aberto (Schoemaker & Smits, 1994; Schoemaker et al, 1996; Saidov &
Israilov, 2002). Embora o referido teste ndo seja o mais adequado para a validagao
da depressao experimental, as alteragdes na atividade exploratoria horizontal pela
diminuicdo do numero de quadrantes periféricos percorridos, e na atividade
exploratdria total pelo aumento do tempo de inatividade, nos testes realizados trinta
e cinco e sessenta e trés dias pdés IM, podem sugerir algum déficit motivacional
nestes animais. Corroborando esta hipotese, Johnson & Grippo (2006) relataram
que a diminuigdo no comportamento locomotor voluntario pos-IM, embora possa ser
o resultado de um “descondicionamento vascular’, também pode estar atribuida a
inibicdo de processos motivacionais. Outros modelos de depressédo, como, por
exemplo, o de Estresse Crénico Imprevisivel (“chronic unpredictable stress”) e o
desamparo apreendido, produzem alteracbes semelhantes no Teste de Campo
Aberto. (Liu et al, 2011; Rybnikova et al, 2007). Neste protocolo, as alteragdes nao
sdo confirmativas para a depressdo, mas sugerem que as alteragcbes no
comportamento padrao iniciam-se num periodo acima de quatro semanas apoés o IM.
Esta observagao € importante, pois reforca a possibilidade de nao ser diretamente
uma possivel dificuldade de locomocédo pds IM a causadora das alteracdes neste
parametro, tendo em vista que as alteragdes fisicas ja sao visiveis vinte e quatro
horas ap6s a isquemia (Pfeffer et al, 1979).

Os animais infartados tratados com fluoxetina ndo apresentaram alteracoes
em relagdo ao controle (falso-operado), mostrando eficacia do efeito antidepressivo
da droga. O tratamento com fluoxetina influenciou também no comportamento dos
animais Sham, ja que estes passaram mais vezes pelo quadrante central do que os
animais controle tratados com veiculo, sessenta e trés dias apods a cirurgia. De certa
forma, esse ultimo resultado refor¢ca a validagao do tratamento no protocolo, pois é
comprovado que os ISRs em tratamento crénico possuem agao ansiolitica (Liu et al,
2010), diminuindo portanto a responsividade ao teste naqueles parametros
envolvidos a ansiedade. De maneira curiosa, os animais infartados (tratados ou n&o
com fluoxetina) diminuiram significativamente o numero de rearings, em todos os
testes realizados. Apesar de alguns estudos relatarem resultados parecidos e
associarem a déficit motivacional, esta alteracdo nao pode ser diretamente
associada ao comportamento pos-depresséao, pois ja é visualizada no primeiro teste
(trés dias p6s IM) e nao foi atenuada ou anulada pelo tratamento, podendo estar
diretamente associada a dor e ao desconforto retroesternal causada pelo IM. Sabe-
se que, no Modelo de IM pela ligadura da artéria coronaria, a dor no musculo
cardiaco esta associada a producdo de fatores anaerdbios, que aumentam a
sensibilidade de neurbnios aferentes relacionados a transmissdao nociceptiva
cardiaca, podendo estender-se por longo tempo (Zhang et al, 2011). Associada
posteriormente a dor inflamatéria, principalmente nas primeiras 72 horas pos IM,
(Kempf et al, 2012), podem estar inibindo o niumero de rearings no Teste de Campo
Aberto. Nao houve alteragcdes nos demais parametros nos testes.

Em relagédo ao teste do labirinto em cruz elevado, o IM né&o foi capaz de
promover sinais analogos a ansiedade, ja que nao houve alteracdes nos parametros
relacionados a frequéncia de entrada e tempo gasto nos bragos abertos e nos
parametros relacionados a analise de risco, como estiramentos (SAP), Head Dipping
e tempo gasto na plataforma central. Naqueles envolvidos com a atividade
exploratoria, o numero de rearings foi consideravelmente menor nos animais
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infartados, resultado similar ao encontrado no Teste de Campo Aberto, ja que
novamente ndo houve influencia do tratamento com fluoxetina. Este resultado
reforca a idéia de que essa diminuicdo na exploragao vertical € promovida por
desconforto causado pela dor pds IM, ou pelas proprias limitagcbes hemodinamicas
do modelo.

Ainda no Teste de Campo Aberto, exclusivamente, o numero de bolos fecais
foi reduzido nos grupos tratados com fluoxetina, independentemente do infarto. Essa
condicdo, em outros trabalhos, €& explicada pelo decréscimo na resposta
autonémica, gragas ao tratamento crénico com fluoxetina (Borelli et al, 2004), apesar
de neste protocolo os animais tratados o antidepressivo n&o terem mostrado
decréscimo na atividade simpatica e/ou parassimpatica . Esta influéncia na resposta
neurovegetativa pode alterar a regulagcdo da motilidade gastrointestinal, diminuindo a
liberagao de bolos fecais (Zang et al, 2000).

No Teste de Preferéncia pela Sacarose, novamente foram observadas
alteragdes no grupo infartado sem o tratamento com antidepressivo. A partir da
quarta semana, o IM levou a diminuicdo da preferéncia pela sacarose. A anedonia
estendeu-se até a ultima mensuracédo realizada, podendo sugerir fortemente o
surgimento da depressédo. Grippo et al (2002) verificaram o aparecimento de
anedonia no modelo de IM, através também da preferéncia pela sacarose e de
mensuragdes da responsividade a estimulos elétricos no hipotalamo lateral (Grippo
et al, 2006). Em outros modelos de depressao, ela pode também ser visualizada.
Huang et al (2007) mostraram anedonia num modelo de depressao por estresse
cronico (“chronic mild stress”), nos quais 0s animais receberam diversos estimulos
estressores desagradaveis, como o estimulo doloroso na cauda, privagao alimentar
e hidrica, inversdo de ciclo claro/escuro e choque na pata. O tratamento com
antidepressivo inibiu a anedonia em todos os protocolos anteriores, além de té-la
inibido no protocolo atual. O aparecimento do resultado apenas a partir da quarta
semana pos IM corrobora as alteracdes na exploragao horizontal no teste de campo
aberto, reforcando a hipotese de que a mudanca no comportamento padréao tenha
ocorrido apds o periodo critico pos-infarto, sendo causado portando principalmente
pela depresséo.

Na analise espectral, foram observadas alteragées na amplitude das ondas de
baixa frequéncia nos animais infartados, nos registros realizados trés dias e
quatorze dias pos IM (este ultimo, apenas nos infartados tratados com
antidepressivo observou-se significancia estatistica). Esta onda do espectro refere-
se, como visto anteriormente (vide introdugao, item 2.3.1., pagina 34), em grande
parte, a participacdo do SNA simpatico, o que torna os resultados coerentes em
relacdo aos demais outros estudos com analise espectral em animais infartados
(Mostarda et al, 2010; Soeki et al, 2008). A Figura 11 mostrada nos resultados
representa um estudo seriado da amplitude da onda LF, desde o aumento
significativo do ténus simpatico, na primeira semana, a queda da resposta
autonémica nas semanas seguintes até a normalizagdo dos valores até a quinta e
nona semana poés IM (Figuras 9 e 10). Francis et al (1993) encontraram um perfil
seriado parecido, mostrando queda de LF na segunda semana pds isquemia. Em
relagdo a VFC no dominio do tempo, representado, neste protocolo, por RMSSD, é
sabido, como visto anteriormente, que o IM leva a sua diminuigdo, sendo o aumento
do ténus simpatico e/ou a diminuigdo do tonus parassimpatico (que possuem grande
importancia no aumento da VFC) os grandes responsaveis por estas alteragoes.
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Reis et al (1998), Du et al (1998) e Nolan et al (1992) observaram diminui¢cdo da
amplitude na onda de alta frequéncia, assim como diminui¢do da Variabilidade da
Frequéncia Cardiaca no modelo de IM em ratos. Entretanto, a cirurgia de IM, neste
experimento, ndo levou a alteracdes nestes dois parametros. Curiosamente, apesar
de nos dois registros iniciais, trés dias e quatorze dias pos IM, o IM ter aumentado
significativamente os valores de LF e nao ter alterado estatisticamente os valores de
HF, as razdes LF/HF (incluindo a normalizada), ndo foram alteradas. Provavelmente,
um ligeiro aumento de HF pode ter normalizado a raz&o.

O estudo seriado nos permitiu sugerir, embora que de forma especulativa
devido a auséncia de experimentos adicionais, que as alteracdes no equilibrio
simpato-vagal cardiaco, mostradas aqui em favor do SNA simpatico nas primeiras
semanas pos IM, podem ter alguma relacdo com o surgimento dos disturbios
comportamentais tardios, mesmo que estes tenham aparecido apenas na quarta
semana pos cirurgia. Esta hipotese se baseia no fato de que, as alteragdes
encontradas neste protocolo sdo similares as encontradas em outros estudos
referentes ao desbalangco autonédmico em modelos de depressao (Esler et al, 1982;
Carney et al, 1995). Portanto, é plausivel especular que, neste caso, a hiperativagao
do SNA simpatico deva exercer algum papel regulador do estado motivacional neste
modelo de insuficiéncia cardiaca.

Fundamentando no fato de que o tratamento com antidepressivo n&o exerceu
quaisquer influéncias sobre as alteracées autonémicas (e provavelmente funcionais)
no coragao ao longo deste protocolo experimental nos animais infartados, pode-se
mais uma vez sugerir fortemente a independéncia do disturbio comportamental
(depresséo) das alteragbes hemodinamicas, pelo menos no modelo utilizado.

Apesar da maioria dos trabalhos com IM em ratos mostrarem diminuigéo
significativa no ganho de peso apds a cirurgia, principalmente por diminuigdo de
volume de ragao ingerido (Faria et al, 2011) e de modelos de depressao, como o
modelo de derrota social e o modelo de depressao pela administragdo de reserpina
também mostrarem de forma evidente esta alteracdo (Carnevali et al, 2012;
Krogsgaard, 1958), neste estudo nao houve diferengas neste paradmetro, tendo em
vista a evolugdo de peso similar entre os animais infartados e sham tratados com
veiculo. A administracao de fluoxetina levou a diminui¢ao significativa do ganho de
peso, seja nos animais sham, a partir da quinta semana até a ultima, e nos animais
infartados, na quinta e nas duas Ultimas semanas apds as administracbes do
antidepressivo. Os ISRs possuem conhecida agdo anorexigénica, principalmente
pela diminuigdo da produgao de neurorménios estimulantes da fome como orexina e
neuropeptideo y no hipotalamo (Gutiérrez et al, 2002; Nollet et al, 2011)

No estudo anatomopatoloégico, neste protocolo, o IM levou ao aumento
significativo do peso relativo dos coragdes. Esta alteragédo foi similar a encontrada
por diversos pesquisadores, como Olivares et al (2007), e caracteriza-se pelo
aumento absoluto da massa do miocardio. Apés o IM, sdo geradas alteragdes
fisiopatoldgicas que promovem o fendmeno denominado “remodelamento cardiaco”,
culminando no quadro de IC (Olivares et al, 2007). Resumidamente, o aumento do
tbnus simpatico e a hiperativagdo do Sistema Renina Angiotensina pos IM levam ao
aumento consideravel da pds-carga, causando direta e indiretamente um efeito
inotrépico positivo (aumento da for¢ga de contragdo). Somados a fibrose transmural,
(Trindade et al, 2007), promovem hipertrofia da musculatura estriada cardiaca,
chamada de “hipertrofia cardiaca”.

Outra alteragdo que sugere a IC é o aumento significativo do peso relativo dos
pulmdes. Isto ocorre devido ao aumento da capacitédncia venosa, levando a
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diminuicdo do retorno venoso pés IM, causando em seguida reducdo do fluxo na
pequena circulagdo. Esta diminuigdo leva, ao longo do tempo, a um acumulo de
sangue nos vasos pulmonares, caracterizando uma congestdo e finalmente o
extravasamento transcapilar alveolar de fluidos. Tanto a congestdo como o edema,
levam ao aumento desproporcional no peso do 6rgao, e caracterizam uma das
principais alteragdes secundarias a IC esquerda (Wu et al, 2011).

O tratamento com fluoxetina no grupo infartado nao foi efetivo em reduzir os
pesos relativos do coracdo e pulmao. Isso mostra que nao houve influencias do
farmaco na atenuacao da IC. Esta constatagdo € importante, pois os parametros
comportamentais revertidos/normalizados pela fluoxetina n&o podem ser
provavelmente atribuidos as melhoras dos parametros hemodinamicos e sim a seus
efeitos conhecidamente antidepressivos (centrais), como ja sugerido anteriormente.
Estudos hemodindmicos para a avaliagdo da fungdo cardiaca, por meio de
cateterismo intraventricular, por exemplo, serdo necessarios para confirmar esta
hipbtese.

Corroborando a hipotese de que o tratamento com fluoxetina ndo influenciou
nas alteragdes cardiacas, a histopatologia realizada nos animais infartados tratados
com veiculo ou fluoxetina foi semelhante em todas as laminas observadas. A
arquitetura da cicatriz formada entre todos os animais permaneceu a mesma, tendo
em vista as caracteristicas do tecido infartado, da matriz cicatricial e do infiltrado
inflamatorio encontrado. Além disso, o perimetro de infarto calculado entre estes
mesmos animais mostrou-se dentro de um mesmo padrédo de infarto do miocardio
moderado segundo um dos estudos mais citados sobre o modelo de infarto em ratos
(Pfeffer et al, 1979).

Os resultados mostrados no estudo biomolecular mostram, em cada grupo,
reacdes diferentes dentro do protocolo sugerido, seja pela cirurgia de infarto do
miocardio, pelas administracbes de fluoxetina ou aos dois juntos. As alteragdes
encontrada em cada grupo sao elucidadas abaixo:

O grupo Sham + Fluoxetina mostrou diminuicao tendenciosa da expressao da
enzima TPH2 no Nucleo Dorsal da Rafe. Shishkina et al (2007) mostraram que a
administracao de antidepressivo da classe dos IRSs aumenta a concentragao de 5-
HT na fenda sinaptica, aumentando a ativacdo de autoreceptores inibitoérios do
subtipo 5-HT 14 somatodentriticos, levando a um efeito contraregulatério do sistema,
refletindo na diminuigcdo da expressdo da TPH2. A expressdo desta neste grupo
talvez nao tenha sido significativamente em relagdo ao grupo Sham + Veiculo
diferente devido a dessensibilizagcao destes mesmos autoreceptores, o que deve ter
atenuado a inibicdo da expressao da TPH2 cronicamente (9 semanas pos-cirurgia).

O grupo Infarto + Veiculo mostrou também diminuicdo tendenciosa da
expressado da TPH2. Meier et al (2001) relataram diminui¢do das concentragdes de
5-HT no modelo de IM, e associaram a fatores como a desregulagdo autondmica
ocorrida pos IM e a disfungao do eixo Hipotalamo-Hipd&fise-Adrenal, tendo em vista a
presenga de neurdnios serotoninérgicos em nucleos hipotaldamicos e em regides
mesencefalicas importantes no controle autondmico, como o Nucleo do Trato
Solitario. Esta diminuigédo levanta a hipotese de que os autoreceptores 5-HT1 sejam
pouco ativados na fase cronica (tardia) do infarto, provavelmente devido a deplegao
de 5-HT, levando ao aumento da quantidade dos mesmos (up-regulation) na regiao
somatodentritica do neurdnio. Esta superexpressdo de autoreceptores 5-HT1a
poderia entdo ser a responsavel pela inibicdo da expressdo da TPH2 na fase cronica
do infarto. Provavelmente a nao significAncia mostrada no grupo seja explicada pela
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deplegédo serotoninérgica, o que deve ter diminuido o efeito inibidor do agonista
endégeno (5-HT), apesar do up-regulation do autorreceptor SHT1A.

Por fim, o grupo Infarto + Fluoxetina mostrou valores iguais ao grupo controle
Sham + Veiculo. Uma explicagcdo plausivel para este fenbmeno é a hiperativacédo de
autoreceptores S5HT1A inibidores da produgao da 5-HT. Pode-se especular que o
sistema inibitorio, no grupo Infarto + Veiculo, provavelmente por estar hipersensivel
(up-regulation do autorreceptor 5-HT1,), deve ter respondido mais intensamente ao
tratamento com fluoxetina nas fases iniciais do infarto, levando a dessensibilizacao
exacerbada do sistema local, e consequente superexpressdo da enzima TPH2 nas
fases tardias pos-IM.

Apesar de especulativos, parece pertinente pensar nestas hipoteses, tendo
em vista os conhecidos efeitos deste antidepressivo gragas a dessensibilizagdo dos
autoreceptores inibitorios (Renoir et al, 2011). Este resultado nos permitiu concluir
que, apesar dos animais infartados apresentarem tendéncia na diminuicdo da TPH2,
os animais infartados tratados com fluoxetina tiveram os valores normalizados,
Jdembrando aqueles encontrados nos controles (Sham + veiculo). Curiosamente,
mas nao supreendentemente, os sinais analogos a depressdo, como anedonia por
exemplo, foram revertidos com o tratamento com fluoxetina no grupo infartado.

Finalmente, acredita-se que estudos seriados, como este, sdo importantes
para estabelecer relagdes temporais entre diferentes parametros e fendmenos
causa-efeito que facilitam o melhor conhecimento das patologias e portanto, auxiliam
no desenvolvimento de estratégias terapéuticas racionais futuras.
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1. O IM levou a alteragdes comportamentais no Teste de Campo Aberto: Diminui¢ao
da atividade exploratéria horizontal e aumento do tempo de inativagdo total. Causou
também diminui¢cdo da exploragdo vertical (menor numero de rearings). Esta ultima
parece nao estar envolvida nas alteragdbes comportamentais, e sim no
descondicionamento fisico causado diretamente pela IC induzida pelo infarto do
miocardio.

2. O IM néo levou a alteragbes dignas de nota no LCE. Isto sugere que, neste
modelo, n&do ha sintomas analogos a ansiedade nos animais. Nos parametros
relacionados a atividade exploratoria neste teste, houve diferengca (diminui¢do)
apenas no numero de rearings, similar a encontrada no TCA, reforcando a
conclusao anterior.

3. A presenca da anedonia, observada a partir da quarta semana pos-infarto,
(mesmo periodo em que as alteragdes no TCA foram visualizadas) Tais alteragoes
confirmam o modelo de depressao por IM em ratos.

4. Todas as alteracbes relacionadas ao comportamento foram inibidas pelo
tratamento com fluoxetina, revelando que as alteragdbes comportamentais
promovidas pelo Infarto do Miocardio estdo possivelmente associadas a diminuicao
das concentracdes de 5-HT no SNC.

5. O aumento da atividade do SNA simpatico, observado aqui na analise espectral
da variabilidade da frequéncia cardiaca, pode ter contribuido para o
desencadeamento das alteracbes comportamentais induzidas pelo infarto, uma vez
que aquele (hiperatividade do SNA simpatico) precedeu os sinais de depressao.

6. A possivel deplecdo serotoninérgica pés-infarto, sugerida aqui pelas alteragdes
comportamentais e anedonia, ndo parece estar envolvida nas alteragdes do balango
autondémico cardiaco no infarto, uma vez que o tratamento com fluoxetina, embora
eficaz na reversao dos parametros comportamentais, nao influenciou o desequilibrio
simpato-vagal cardiaco.

7. A diminuicdo da sintese de serotonina no Nucleo Dorsal da Rafe pode estar
envolvida nas alteragbes comportamentais induzidas pelo infarto do miocardio, uma
vez que, o tratamento com fluoxetina normalizou a expressado de TPH2 nesta regido
no grupo infartado tratado com antidepressivo.
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8. Apéndice

Tabela 2: Numero de mortes durante todo o protocolo experimental.

24 Horas | Semana1 | Semana2 | Semana3 | Semana4 | Semana5 | Semana6 | Semana7 | Semana 8 | Semana 9
Sham + Veiculo 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Sham + Fluox. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Infarto + Veiculo 3 3 0 1 0 1 0 0 0 0
Infarto + Fluox. 4 2 1 0 0 0 0 0 0 0

Tabela 3: Porcentagem de ganho de peso em relagdo a primeira pesagem (dia 0).

p < 0,05 e relacédo ao grupo Sham + Veiculo

Dias Sham + Veiculo Sham + Fluox. Infarto + Veiculo Infarto + Fluox.
7 9,44 + 0,94 8,19+ 0,95 8,48 +0,43 8,99+1,19
14 15,59 £ 0,85 15,95+ 0,86 14,48 £ 0,62 14,20 £ 0,95
21 21,30 * 0,99 19,95 £ 0,74 19,48 + 0,81 18,85+ 0,93
28 27,04 £ 1,00 24,96 * 0,95 25,58 +1,09 23,48 1,39
35 34,38 £0,73 28,48 + 0,34 30,48 £1,29 27,89 + 1,28*
42 40,93 * 0,74 33,48 + 0,84 36,00 £ 0,99 34,00+1,10
49 45,58 * 0,55 38,59 * 0,99* 41,38 1,11 39,74 1,19
56 50,11 £1,30 43,49 + 0,23* 45,58 1,48 44,09 + 0,49
63 56,78 + 1,01 47,99 + 0,76* 51,03 £ 2,08 48,48 + 0,59*

*
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Tabela 4: Parametros analisados no LCE. * p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham +
Veiculo. # p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham + Fluox. a p < 0,05 em relagdo ao

grupo Infarto Veiculo.

Sham + Veiculo | Sham + Fluox. | Infarto + Veiculo | Infarto + Fluox.
Entradas nos bragos fechados 5.333£0.764 7.222 + 0.812 3.571 £0.429 4.857 +0.799
Entradas nos bragos abertos 2.667 * 0.500 3.333 £ 0.527 2.000 + 0.577 2.286 + 0.420
Tempo gasto nos bragos fechados 206.9 * 16.56 184.3 +12.14 245.4 * 25.43 220.0 + 12.57
Tempo gasto nos bragos abertos 15.22 +3.14 16.89 £2.03 10.71 £ 3.52 13.71£1.82
Frequéncia de entradas nos bragos abertos 33.83+4.88 3113 +3.74 29.44 * 8.25 32.22 +3.83
% de tempo gasto nos bragos abertos 5.074 +1.048 5.630 £ 0.677 3.571¥1.174 4.571 * 0.607
Tempo gasto na plataforma central 7.667 +1.118 5.333 £0.707 9.857 +1.223 8.143 + 1.204
HD nao protegido 6.778 £ 0,618 7.111 £ 0.753 6.286 * 0.521 6.571 £ 0.782
HD protegido 3.778 £ 0.493 3.222 + 0.521 4.714 + 0.565 4.429 + 0.649
SAP 4.778 £ 0.777 3.556 + 0.765 5.286 + 0.714 4.571 + 0.649
Rearings 15.34+4.73 19.60 £ 4.99 6.21£213* 7.02+285*
Numero de groomings 1.556 *0.376 1.222 £ 0.323 2.000 £ 0.488 1.857 £ 0.508
Bolos fecais 2.111+£0.423 | 0.666 * 0.236* 2.143 £ 0.594 0.714 £ 0.285*"

Tabela 5: Andlise espectral realizada trés dias apds a cirurgia. * p < 0,05 em relagao

ao grupo Sham + Veiculo. # p < 0,05 em relagéo ao grupo Sham + Veiculo.

Frequéncia
(bpm) RMSSD LF HF LF/HF LF (UN) HF (UN) LF/HF (UN)
Sham + Veiculo 3919 30,75 £ 2,46 56,29 + 18,88 117,00 + 51,10 | 0,5853  0,1625 22,33+ 4,58 32,17 £ 5,76 0,7165 + 0,0899
Sham + Fluox. 395 + 11 24,18 + 4,70 56,72 £ 14,75 160,90 + 67,07 | 0,6035 + 0,1474 21,33+4,78 36,00 * 5,48 0,6013 + 0,0905
Infarto + Veiculo 402+6 42,62 + 11,66 269,90 69,17 | 353,40 + 129,90 | 0,7690 +0,2783 | 47,60+7,39* 60,80 * 7,30 0,8707 £ 0,1977
Infarto + Fluox 399 +14 42,89 +11,20 | 232,50 +51,35** | 423,70 £ 178,40 | 1,2660 + 0,5238 | 40,40 * 7,59 ** 49,40 + 11,78 0,9474 £ 0,2109
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Tabela 6: Analise espectral realizada quatorze dias apos a cirurgia. # p < 0,05 em
relacdo ao grupo Sham + Veiculo.
Frequéncia
(bpm) RMSSD LF HF LF/HF LF (UN) HF (UN) | LF/HF (UN)
Sham + Veiculo 387+ 12 31,13 £ 4,27 76,07 £ 27,72 106,10 * 30,85 0,9526 * 0,4011 20,33 £ 3,06 29,67 * 5,51 0,8530 + 0,2134
Sham + Fluox. 390 + 16 25,63 + 3,78 63,67 £ 16,06 121,60 + 22,78 0,6110 + 0,1514 23,17 +7,33 33,00 + 6,04 0,7282 + 0,1926
Infarto + Veiculo 404+ 8 38,89 7,54 211,5% 62,20 236,90 * 60,95 0,9341 £ 0,1471 37,20 £ 3,31 43,00 6,49 1,0220 * 0,2957
Infarto + Fluox 395%5 31,12 £ 6,52 249,60 £ 58,32 * 167,10 + 41,11 1,9770 £ 0,5777 41,40 7,26 26,20 * 3,48 1,9080 * 0,6582
Tabela 7: Analise espectral realizada trinta e cinco dias apos a cirurgia.
Frequéncia
(bpm) RMSSD LF HF LF/HF LF (UN) HF (UN) |LF/HF (UN)
Sham + Veiculo 382+ 8 26,91+ 5,85 76,53 £ 13,75 104,40 + 33,06 | 1,1360 £0,3310 16,17 £ 2,98 31,83 +7,86 0,5985 + 0,1331
Sham + Fluox. 38810 21,45%+2,44 57,73 +13,13 143,50 *+ 26,59 | 0,5110 +0,1653 19,67 £ 4,70 33,50 £ 6,56 0,7347 £ 0,2012
Infarto + Veiculo 397 £ 11 29,30 * 6,59 132,90 + 20,01 184,13 + 37,61 0,9638 + 0,3754 28,20 £ 4,16 35,60 * 4,51 0,9023 * 0,2760
Infarto + Fluox 399+9 30,60 £ 7,85 169,00 * 56,64 167,17 £ 41,11 1,3870 £ 0,5811 30,60 £ 4,13 36,80 £ 7,74 0,9194 + 0,1266
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Tabela 8: Analise espectral realizada sessenta e trés dias apos a cirurgia.

Frequéncia
(bpm) RMSSD LF HF LF/HF LF (UN) HF (UN) | LF/HF (UN)
Sham + Veiculo 378+ 13 21,18 £ 3,61 69,85 + 13,53 124,70 * 37,57 0,9093 * 0,3020 16,00 + 2,88 26,83 * 5,82 0,7664 * 0,2318
Sham + Fluox. 3819 30,94 £ 6,74 66,80 £ 17,39 131,30 + 22,36 0,6484 + 0,2505 19,67 £ 4,77 35,67 £ 6,14 0,6188 +0,1634
Infarto + Veiculo 395+6 25,00 £ 7,29 101,40 + 10,36 108,50 * 19,64 1,1040 * 0,2564 25,20 £ 2,50 29,20 + 5,42 1,0160 * 0,2265
Infarto + Fluox 3978 25,78 £ 5,61 113,30 * 23,28 154,40 * 38,04 0,9898 * 0,3307 27,40 £ 3,87 28,00 6,35 1,3120 * 0,3928
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