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RESUMO

O transtorno depressivo maior (TDM) afeta uma percentagem significativa da
populacdo mundial. Situa¢des traumaticas ou estressoras no inicio da vida estao entre
os fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento do TDM. Estima-se que
mais de um terco dos individuos que sofrem de TDM s&o resistentes ao tratamento.
A cetamina, um antagonista do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), tem
apresentado um grande avanco no tratamento do TDM, porém o mecanismo pelo qual
ela exerce efeitos antidepressivos ainda néao foi totalmente elucidado. Ha evidéncias
de uma relagdo entre estresse oxidativo bem como da neuroinflamagdo com a
fisiopatologia do TDM. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
cetamina, em parametros comportamentais, de estresse oxidativo e de inflamacao,
em cérebros de ratos machos e fémeas submetidos ao modelo animal de privacéo
materna (PM). Ratos Wistar machos e fémeas foram privados dos cuidados maternos
nos 10 primeiros dias de vida (trés horas diarias), enquanto os animais do grupo
controle de ambos 0s sexos (nao-privados) permaneceram com suas maes. Quando
adultos, os ratos machos e fémeas foram divididos em 3 grupos experimentais: 1)
controle+salina 2) privado+salina; 4) privado+cetamina (15 mg/kg). O comportamento
foi avaliado através dos testes de campo aberto e de nado for¢cado (tempos de
imobilidade, nado e escalada). Apds os testes comportamentais os animais foram
mortos por decapitacdo e o cortex frontal (CF) e o hipocampo foram removidos para
andlise de dano oxidativo, atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase
(SOD) e catalase, atividade da mieloperoxidase (MPO) e niveis de interleucina-6 (IL-
6). Os resultados demonstraram que a PM induziu comportamento do tipo depressivo
nos ratos machos e a cetamina foi capaz de reverter estas alteracées. Nos machos
houve uma diminuicdo da atividade exploratéria no grupo privado+cetamina. O
comportamento das fémeas ndo foi alterado pela PM ou pelo tratamento com
cetamina. A PM induziu aumento da peroxidacao lipidica no CF e hipocampo dos
machos e no hipocampo de fémeas, porém o tratamento com cetamina reverteu tais
efeitos somente nos machos. A carbonilacdo de proteinas foi aumentada no CF e
hipocampo dos machos e no CF das fémeas, sendo que a cetamina diminuiu tais
efeitos. A concentragao de nitrito/nitrato aumentou no CF e hipocampo dos machos e
no CF das fémeas, sendo que a cetamina diminuiu esse parametro somente no CF
dos machos. A atividade das enzimas SOD e catalase diminuiu nas estruturas
cerebrais de ratos machos e fémeas privados e o tratamento agudo com cetamina nao
foi capaz de reverter essas alteracbes. A atividade da MPO e os niveis de IL-6
aumentaram no hipocampo de ratos machos submetidos a PM e a cetamina reverteu
esse efeito. J& nas fémeas houve alteracdo apenas nos niveis de MPO no CF, sendo
gue a cetamina reduziu a atividade nas fémeas submetidas a PM. Os resultados
sugerem que eventos estressantes no inicio da vida podem induzir alteracfes
comportamentais e neuroimunes e induzir estresse oxidativo a longo prazo, porém
tais efeitos dependem do sexo e da area cerebral estudada. A cetamina apresenta
propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes e pode ser considerada uma
alternativa para individuos com TDM resistentes aos tratamentos classicos.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Interleucina-6. Cetamina. Privagdo materna.
Transtorno depressivo maior.



ABSTRACT

Major depressive disorder (MDD) affects a significant percentage of the world
population. Traumatic or stressful situations in early life are among the most important
risk factors for the development of MDD. It is estimated that more than a third of
individuals suffering from MDD are resistant to treatment. Ketamine, an N-methyl-D-
aspartate (NMDA) receptor antagonist, has shown a great advance in the treatment of
MDD, however the mechanism by which it exerts antidepressant effects has not yet
been fully elucidated. There is evidence of a relationship between oxidative stress as
well as neuroinflammation with the pathophysiology of MDD. Therefore, this study
aimed to evaluate the effects of ketamine, on behavioral parameters, oxidative stress
and inflammation in the brains of male and female rats submitted to the animal model
of maternal deprivation (MD). Male and female Wistar rats were deprived of maternal
care in the first 10 days of life (three hours daily), while the animals of both sexes in
the control group (non-deprived) remained with their mothers. As adults, male and
female rats were divided into 3 experimental groups: 1) control + saline 2) deprived +
saline; 4) deprived + ketamine (15 mg / kg). The behavior was evaluated through open
field and forced swimming tests (immobility, swimming and climbing times). After
behavioral tests the animals were killed by decapitation and the frontal cortex (FC) and
hippocampus were removed for analysis of oxidative damage, activity of the
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase, myeloperoxidase
(MPO) activity and levels of interleukin-6 (IL-6). The results showed that MD induced
depressive behavior in male rats and ketamine was able to reverse these changes. In
males there was a decrease in exploratory activity in the deprived + ketamine group.
The females’ behavior was not altered by MD or ketamine treatment. MD induced an
increase in lipid peroxidation in the FC and hippocampus of males and in the
hippocampus of females, however treatment with ketamine reversed these effects only
in males. Protein carbonylation was increased in the FC and hippocampus of males
and in the FC of females, with ketamine decreasing such effects. The concentration of
nitrite / nitrate increased in the FC and hippocampus of the males and in the FC of the
females, whereas the ketamine decreased this parameter only in the FC of the males.
The activity of SOD and catalase enzymes decreased in the brain structures of male
and female deprived rats and the acute treatment with ketamine was not able to
reverse these changes. MPO activity and IL-6 levels increased in the hippocampus of
male rats subjected to MD and ketamine reversed this effect. In females, there was
only a change in MPO levels in the FC, with ketamine reducing the activity in females
submitted to MD. The results suggest that stressful events in early life can induce long
term behavioral and neuroimmune changes and induce oxidative stress, however such
effects depend on sex and brain area. Ketamine has anti-inflammatory and antioxidant
properties and can be considered an alternative for individuals who are resistant to
classical treatments.

Keywords: Oxidative stress. Interleukin-6. Ketamine. Maternal deprivation. Major
depressive disorder.
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1 INTRODUCAO

1.1 Transtorno Depressivo Maior

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a depressdo afeta
globalmente, mais de 264 milhdes de pessoas de todas as idades, o que corresponde
em torno de 4,4% da populagdo mundial (OMS, 2020). Diferente das flutuagbes usuais
de humor e respostas emocionais de curta duragdo aos desafios da vida cotidiana, a
depressdo € um transtorno mental caracterizado por tristeza persistente e pela
anedonia, acompanhadas da incapacidade de realizar atividades diarias (OMS, 2017).

De acordo com o Manual Diagndstico e Estatistico de Doencas Mentais, V
edicdo de 2014 da Associacdo Americana de Psiquiatria (DSM-V) o conceito de
depressao é excessivamente abrangente e de pouca precisdo; entretanto, um estudo
realizado por Vandeleur et al. (2017), observando a prevaléncia e correlatos dos
principais transtornos depressivos e relacionados do DSM-V na comunidade, revelou
que dentre os transtornos de humor, o transtorno depressivo maior (TDM) é
encontrado em 28,2% da populagéo ao longo da vida. Briley e Moret (2000) destacam
que o transtorno clinico é heterogéneo, entretanto individuos do sexo feminino
apresentam maior suscetibilidade. Em dados publicados pela OMS no ano de 2017 o
Brasil liderava o ranking de paises da Ameérica do Sul em nameros de individuos
diagnosticados com TDM, correspondente a 11 milhdes de pessoas afetadas. Tal
condicdo psiquiatrica, pode ser duradoura ou recorrente, prejudicando
substancialmente a capacidade de um individuo de atuar em suas atividades de vida,
0 que resulta em alta taxa de morbidade e mortalidade, tornando-se um problema de
salde publica. Larsen et al. (2010) ainda ressaltam que o TDM resulta em perda na
qualidade de vida das pessoas.

A persisténcia de sintomas como humor deprimido e perda de interesse ou
prazer no periodo de duas semanas sao indicios do desencadeamento do TDM,
porém, a somatéria de outros fatores devera estabelecer o diagndstico (DSM-V,
2014). Desta forma, a insbnia, a perda de energia e de apetite, distarbios do sono,
agitacao ou retardo psicomotor, diminuicdo da energia, sentimentos de inutilidade e
culpa e/ou ideagéo suicida poderdo juntamente com 0s sinais anteriormente citados
caracterizar o TDM. Para o diagndstico, os sintomas devem ser persistentes e ainda

causar prejuizo significativo do funcionamento social, profissional e pessoal (Larsen
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et al.,2010). Além disso, é importante considerar o impacto econémico e social
resultantes do grande numero de individuos acometidos pela depressao em todas as
suas formas (Nemeroff e Owens, 2002).

Multiplos fatores estdo envolvidos com o desenvolvimento do TDM dentre
estes, fatores genéticos e ndo genéticos. O estresse, traumas afetivos e infeccoes
virais sdo fatores que influenciam no desenvolvimento do transtorno, porém seus
mecanismos fisiopatoldgicos ndo estdo totalmente elucidados (Nemeroff e Owens,
2002). Acredita-se que a fisiopatologia do TDM seja decorrente de uma alteragéo nos
sistemas de neurotransmissores monoaminérgicos, tais como a serotonina (5-HT), a
dopamina e a noradrenalina (NE), os quais apresentam grande importancia na
neuroplasticidade e regulacdo do humor. Entretanto, o longo periodo de uma resposta
terapéutica nos pacientes leva a hip6tese de que outros sistemas estejam envolvidos
com a neurobiologia do TDM. De fato, estudos mostram que outras vias,
principalmente as que estdo envolvidas com a neuroplasticidade e com a sinalizacéao
e sobrevivéncia celular poderiam direta ou indiretamente ser responsaveis pela
desregulacdo do humor, assim como pelo mecanismo de acdo dos farmacos
antidepressivos (Réus et al., 2013a, 2014b; Abelaira et al., 2013a; Abelaira et al.,
2014b; Hoyo-Becerra et al., 2014).

Em funcéo da variabilidade das caracteristicas do TDM, observa-se grande
dificuldade para determinar a etiologia da doenca, e consequentemente na decisao
médica quanto a utilizacdo de farmacos como forma de tratamento. Contudo, a partir
de 1960 apdés o descobrimento da eficacia do mecanismo de acdo dos
antidepressivos, foram propostas hipéteses mais complexas, focalizando as
alteracées em multiplos sistemas de neurotransmissédo e as adaptacdes celulares e
moleculares aos medicamentos antidepressivos (Belmaker, 2008).

A deficiéncia ou desequilibrio nos neurotransmissores monoaminérgicos, tais
como dopamina, 5-HT e NE amparam a utilizacdo de agentes terapéuticos, inibidores
da monoamina oxidase e inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRSs)
que promovem o aumento do conteddo sinaptico dos neurotransmissores
monoaminérgicos (Morilak, 2004).

Muito embora a acdo dos farmacos esteja envolvida com a modulagcdo dos
neurotransmissores monoaminérgicos e sua utilizacdo represente geralmente
resultados seguros e efetivos, sua acdo em longo prazo ainda ndo esta totalmente

elucidada e, um terco dos pacientes que sofrem de TDM, é resistente ao tratamento
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e para a maioria destes, 0 uso de antidepressivos monoaminérgicos esta inadequado
(Trivedi et al., 2006). Assim, é evidente a necessidade da elaboracao e utilizacéo de
inovadoras terapias, com o objetivo de promover mecanismos de agdo com maior

eficicia no tratamento do TDM (Lapidius et al., 2013).

1.2 O TDM e a diferenca entre 0s sexos

A distincao entre homens e mulheres, no que diz respeito aos sintomas, assim
como aspectos epidemiolégicos, clinicos e terapéuticos relacionados ao TDM tem sido
um tema evidente para fundamentar o manejo clinico do individuo acometido (Angst
et al., 2002).

Algumas evidéncias apontam para agao do estrogénio como fator que distingui
a suscetibilidade das mulheres para o TDM, considerando que o hormdnio é
sintetizado nos ovarios, placenta, tecido adiposo e cérebro. Assim, pode contribuir nas
alteracdes de humor e na cognicdo, atuando ndo s6 no hipotdlamo, mas também no
hipocampo e cerebelo (Li e Shen, 2005).

As multiplas acBes do estrogénio no sistema nervoso central (SNC) estédo
relacionadas com arborizacdo dendritica, sinaptogénese e modulacdo da producéo e
liberacdo de neurotransmissores assim como, a protecdo contra citotoxicidade
glutamatérgica (Li e Shen, 2005).

Muito embora a mulher apresente beneficios relacionados a acdo do
estrogénio, sua carga de estresse tende a ser maior. Entretanto, os fatores que agem
ou agravam os sinais depressivos, ainda precisam ser elucidados (Aube et al., 2000;
Martire et al., 2000)

Um estudo realizado por Cavanagh et al. (2016) observou que ao contrario das
mulheres deprimidas, os homens deprimidos tendem a relatar sintomas alternativos
gue ndo estdo listados como critérios de diagnostico padrdo. Desta forma, o
diagnéstico do TDM em homens pode ser comprometido.

Em uma pesquisa que utilizou dados da National Comorbidity Survey
Replication (NCS-R), Lisa et al. (2013), argumentam que o0s homens podem
experimentar sintomas alternativos de depressdo, parte porque o0s sintomas
depressivos tradicionais como humor deprimido e anedonia, estdo em desacordo com
os ideais sociais de masculinidade. Os homens podem relutar em relatar esses

sintomas.
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Através de uma revisao sistematica Cavanagh et al. (2017), observaram que a
grande maioria de homens diagnosticados com TDM, apresentavam comportamento
agressivo, e uso indiscriminado de alcool e drogas. Labaka et al. (2018) observaram
diferentes padrdes biologicos em pessoas com TDM, dependendo do
sexo. Especificamente, as mulheres apresentaram niveis mais elevados de
marcadores inflamatoérios, neurotréficos e serotonérgicos e uma correlacado mais forte
entre os niveis de alguns fatores inflamatorios e neurotréficos e a gravidade dos
sintomas.

Em pesquisa realizada por Jentsch et al. (2020), sobre diferencas de género no
desenvolvimento de diagnésticos de TDM com base em biomarcadores, evidenciaram
diferencas nos niveis de biomarcadores entre homens e mulheres. Dos 28
biomarcadores, 21 foram significativamente diferentes entre os géneros. Tal resultado
pode impactar a classificacdo precisa do TDM, quando o género ndo € levado em

consideracao.

1.3 Regides cerebrais envolvidas no TDM

Durante as ultimas décadas, estudos de neuroimagem in vivo permitiram
insights significativos sobre a localizacdo geral de regides cerebrais disfuncionais no
TDM. Em paralelo, outros estudos neuroanatémicos, farmacoldgicos e bioquimicos de
tecido cerebral post-mortem estdo permitindo novos insights sobre a fisiopatologia do
TDM (Stockmeier et al., 2004).

No TDM, as regides cerebrais mais estudadas sao as areas frontais e suas
conexdes, bem como as areas temporais (Rozenthal et al., 2004). O cortex frontal
(CF) se destaca, pois, mantém intima relagdo com as vias limbicas implicadas com a
regulacdo dos aspectos emocionais (Rozenthal et al., 2004). Estudos post mortem
mostraram que individuos deprimidos apresentaram uma diminuicdo na espessura
cortical, tamanho neuronal e perda de células da glia nas camadas II-IV do cortex
orbito frontal rostral (Coryell et al., 2005; Wilczynska et al., 2018). Assim como,
reducdes gliais e neuronais, em todas as camadas do CF dorsolateral bem como
reducdo do tamanho e perda de células da glia no CF subgenual, caracteristicas

associadas ao TDM (Stockmeier et al.2004).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stockmeier%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22033633
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Coryell+W&cauthor_id=16135631
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As projecbes do sistema de neurotransmissdo monoaminérgico no CF e as
anormalidades em seus receptores, transportadores e sistemas de segundo
mensageiros sdo também descritas no TDM (Mintun et al., 2000).

Exames de imagem como ressonancia magnética realizados em pacientes
deprimidos, mostram significativa reducéo do volume do hipocampo, em comparacao
a individuos saudaveis (Sheline et al., 1996, 1999; Shah et al., 1998; Bremner et al.,
2000; Bell-McGinty et al., 2002; MacQueen et al., 2003). Achados desta natureza
parecem estar relacionados com a associacao entre a depresséao aguda e disfuncdes
na memoria declarativa e memoria de recordacdo (Mac-Queen et al., 2003).

A amigdala, estrutura localizada na regido antero-inferior do lobo temporal
cerebral também vem sendo amplamente estudada nos transtornos afetivos devido a
sua importancia com o aprendizado emocional (Wilczynska et al., 2018); e ainda,
diferentemente do CF e do hipocampo, a amigdala apresenta a atividade e a
morfologia aumentadas em pacientes diagnosticados com TDM (Drevets, 2003).

O nucleo accumbens também é um importante estrutura relacionada com os
efeitos do TDM; faz parte da composicao do nucleo estriado ventral, e se destaca
como estrutura cerebral na qual a neuroplasticidade pode estar relacionada aos
efeitos do estresse e aos sintomas depressivos. O ndcleo accumbens, ainda
desempenha um papel central nos mecanismos de defesa natural, pois alteracdes
nessas estruturas estéo relacionadas ao TDM, principalmente aos sintomas de
anedonia (Dunn et al., 2002; Nestler e Carlezon, 2006). O estresse agudo e cronico,
podem exercer diversos efeitos nas diferentes funcdes e regides cerebrais, este

dado tem grande relevancia para melhor compreenséo da fisiopatologia do TDM.

1.4 Sistema glutamatérgico e TDM

Dentre os neurotransmissores envolvidos com o TDM, destaca-se o glutamato,
principal neurotransmissor excitatorio do SNC. O glutamato desempenha importante
funcdo na plasticidade sinaptica, no aprendizado e na memoria, entre outros
processos (Pitsillou et al.,, 2020). Alguns estudos observaram que através de
mecanismos intracelulares, o glutamato provoca alteragées na eficiéncia sinaptica,
transcricdo génica e morfologia neural. Entretanto, o glutamato também possui papel

fundamental no mecanismo de algumas doencas neurodegenerativas, tais como
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doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson (Kind e Neumann, 2001; Pitsillou et al.,
2020).

O glutamato é sintetizado nos terminais pré-sinapticos, predominantemente a
partir da glutamina através da agdo da enzima glutaminase, mas pode provir do a-
cetoglutarato, via glutamato desidrogenase e a-cetoglutarato aminotransferase (Pal B,
2018).

O excesso do glutamato na fenda sinptica resulta em excitotoxicidade e pode

levar a estimulacdo excessiva dos receptores glutamatérgicos com consequente
morte neuronal (Sattler, 2006). Entretanto, a acdo excitatéria do glutamato é finalizada
através da sua captacdo pelas células gliais ou pelos neurénios pré-sinapticos, onde
€ armazenado em vesiculas sinapticas (Pal B, 2018).
A liberacdo do glutamato na fenda sinaptica se da a partir do empacotamento do
glutamato em vesiculas sinapticas calcio-dependentes através dos transportadores de
glutamato vesiculares (VGLUTSs, (do inglés: Vesicular glutamate transportes) (Figura
1) (Meloni et al., 1993). Em seguida, as proteinas do complexo SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor [NSF]- attachment protein receptor) promovem sua
exocitose para a fenda sinaptica (Lesch et al., 2002) permitindo sua ligacdo a
receptores ionotropicos (iGIuR, do inglés: lonotropic glutamate receptors) e
metabotropicos (MGIuR, do inglés: metabotropic glutamate receptors).

Os receptores IGIUR sao subdivididos em receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA), acido-alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxosol-4-propidnico (AMPA, do inglés:
Aminomethylphosphonic acid) e cainato. Estes possuem canais i6nicos com
condutancia seletiva para Ca?* e Na*. Uma vez, ativados, ocorre o influxo desses
cations favorecendo a despolarizacdo do neurdnio (Dingledine et al., 1999). J4 os
MGIuR iniciam sua cascata de transducdo de sinal através de seu acoplamento a
proteina G, e dessa forma, sdo divididos em trés grupos: grupo | (MGIuR1 e mGIuRb5),
grupo Il (mGIuR2 e mGIuR3) e grupo Il (MGIuR4, mGIuR6, mGIuR7, mGIuR8) (Pilc et
al., 2008).

Nas ultimas décadas, houve maior foco no neurotransmissor excitatorio. A
excitacdo glutamatérgica e a sinalizagédo do receptor NMDA desempenham um papel
central na fisiopatologia do TDM (Niciu et al., 2014; Ghasemi et al., 2014).

Um estudo post-mortem realizado por Hashimoto et al. (2007), evidenciou o
aumento dos niveis corticais de glutamato em pacientes com TDM. Auer et al. (2000)

demonstraram diminuicdo nos niveis de glutamato, glutamina e Acido Gama-
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Aminobutilico (GABA, do inglés Gamma-AminoButyric Acid) em pacientes
diagnosticados com TDM, e ainda; Sanacora et al. (2004; 2008) também observaram
em individuos igualmente diagnosticados com TDM, um aumento do glutamato
cortical juntamente com uma diminui¢éo nos niveis de (GABA), além de uma alteracdo
nos receptores (NMDA) e (AMPA) em algumas areas cerebrais. E crescente o corpo
de evidéncias que caracterizam a disfuncdo na neurotransmissao glutamatergica
particularmente na via de receptores (NMDA), relativos a neurobiologia do TDM
(Amidfar et al., 2019).

Glutamato pré-sindptico

Glu

Glutamato pos-sinaptico

Figura 1: Representacao da sinapse glutamatérgica. A glutaminase converte a glutamina (GIn) em
glutamato (Glu). Apés o empacotamento do glutamato em vesiculas pré-sinpticas através dos
transportadores de glutamato vesiculares (VGLUTS), ocorre sua liberacdo na fenda sindptica
possibilitando ligacdo do glutamato aos seus receptores mGIuR ou iGIuR. O glutamato do espago
extracelular podera ser recaptado para o interior do neurénio pré-sinaptico ou para a célula glial através
de transportadores de aminoacidos excitatorios (EAAT, do inglés excitatory amino acid transporter). Os
EAATs estao presentes em astrécitos e em neur6nios. Nos astrécitos o glutamato é convertido em
glutamina (GIn), que é liberada no espaco extracelular e captada pelos neurénios onde novamente sera
convertida em glutamato (Adaptado de Niciu et al., 2012).

E de grande relevancia clinica os agentes direcionados aos sistemas
glutamatérgico e gabaérgico, uma vez que exibem uma resposta rapida em relacao

aos antidepressivos convencionais. Os farmacos de resposta rapida tém o potencial
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de transformar o tratamento do TDM, demonstrando reducdo dos sintomas
depressivos de forma répida, em oposicdo as semanas observadas com
antidepressivos convencionais. A busca pela descoberta de agentes moduladores do
sistema glutamatérgico pode ser uma alternativa promissora no tratamento do TDM
(Ragguett et al.,2019).

1.5 Cetamina e o TDM

A cetamina é referida na literatura como um “anestésico dissociativo”, em
funcdo da perda sensorial marcante na analgesia, amnésia e paralisia do movimento,
sem perda real da consciéncia. E derivada do cloridrato de fenciclidina (Micallef et al.,
2003).

O uso da cetamina é observado em casos de trauma e em procedimentos
cirdrgicos de emergéncia, bem como na medicina veterinaria (Wagner et al., 2002). A
cetamina interage com varios tipos de receptores em diversos locais de ligacao,
incluindo os receptores de glutamato, tanto NMDA quanto nao-NMDA; opiédes;
gabaérgicos; serotonérgicos; além de agir, direta ou indiretamente, sobre as
monoaminas: 5-HT, NE e dopamina (Wagner et al., 2002).

A cetamina apresenta duas formas isoméricas, a S (+) € R (-), que apresentam
propriedades farmacolégicas diferentes (Luft e Mendes, 2005). A cetamina S (+)
apresenta mais afinidade ao sitio fenciclidina no receptor NMDA (Pfenninger et al.,
2002). Com a disponibilidade do isbmero S (+) e o potencial de causar menos efeitos
psicomiméticos, a cetamina tem sido amplamente utilizada também pelas suas
propriedades antidepressivas.

Berman et al. (2000), demonstraram em estudo que a cetamina foi capaz de
inibir o receptor NMDA e que infusdes sub-anestésica de cetamina (0,5 mg/kg
durante 40 minutos) diminuiram os sintomas depressivos em pacientes resistentes a
outros tratamentos.

O efeito da cetamina nos neurdnios glutamatergicos e gabaergicos emergiu de
estudos pré-clinicos realizados a mais de uma década (Harraz et al., 2016). Segundo
Lener et al. (2017), os esfor¢cos atuais concentram-se em ampliar a eficacia
antidepressiva da cetamina, descobrindo 0s mecanismos neurobiolégicos
responsaveis pela atividade antidepressiva da cetamina em subgrupos

biologicamente enriquecidos e biomarcadores de resposta ao tratamento para
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personalizar a selecdo de antidepressivos.

A cetamina antagoniza os receptores NMDA nos interneurénios gabaérgicos e
esta acdo desinibe os neurdnios glutamatérgicos corticais (Homayoun et al., 2007),
engquanto sua agcado nos neurdnios pés-sinapticos aumenta a sintese de fatores de
crescimento intracelulares, como o fator neurotrofico-derivado do cérebro (BDNF, do
inglés Brain-derived neurotrophic fator) que desempenha um papel fundamental na
plasticidade neuronal e memdria, e consequentemente na saude celular (Li et al.,
2010a; 2011b).

Evidéncias sugerem que a administragdo aguda e cronica de cetamina exerce
efeitos antidepressivos rapidos e prolongados em distintos modelos animais de
depressao, tais como o teste do desamparo aprendido, teste de nado forcado e
anedonia (Chatuverdi et al., 2001; Garcia et al., 2008a, b; Maeng e Zarate, 2008; Réus
et al., 2015a).

Modelos animais sao importantes ferramentas para investigacdo da
neurobiologia do TDM bem como de alvos terapéuticos para seu tratamento (Abelaira
et al., 2013). Em experimento realizado por Réus et al. (2015), a privacdo materna
causou comportamento depressivo em ratos adultos e o tratamento com a cetamina
reverteu alteracbes no tempo de imobilidade. Um estudo realizado por Garcia et al.
(2008), apresentou efeitos semelhantes. Entretanto, apesar de a cetamina ter
apresentado eficcia terapéutica em diversos estudos, os mecanismos moleculares
responsaveis por tais efeitos antidepressivos ainda néo foram totalmente elucidados,

especialmente no que refere as diferencas relacionadas a sexo.

1.6 Privacdo materna e o TDM

Modelos animais de privacdo materna tém sido amplamente utilizados em
estudos, pois apresentam uma importante correlacdo com distirbios humanos
relacionados ao estresse e ao TDM (Farkas et al., 2009).

Em mamiferos, o inicio da vida consiste nos cuidados maternos. Para animais
recém nascidos, a separagao precoce corresponde a um evento traumatico que pode
promover alteracbes comportamentais e neuroquimicas no animal na idade adulta
(Vetulani et al., 2013).

Inimeros estudos realizados na ultima década demonstraram que estressores

perinatais observados em modelos animais de privagdo materna, podem induzir a
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mudanc¢as comportamentais assim como alteracdes bioquimicas no animal adulto e
vem demonstrando uma relacdo entre a neuroinflamacédo e o desenvolvimento de
comportamento depressivo (Giridharan et al., 2019).

Um estudo realizado por Réus et al. (2010), observou aumento nos niveis do
horménio adrenocorticotréfico (ACTH, do inglés Adrenocorticotropic hormone) em
ratos submetidos a privacdo materna em comparacao ao grupo nao privado. O mesmo
estudo evidenciou ainda, a reducdo dos niveis do fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) tanto no hipocampo quanto na amigdala dos ratos privados da mae
em comparacao ao grupo controle. Tais evidencias apoiam a ideia de que alteracdes
neuroquimicas podem contribuir para doencas relacionadas ao estresse assim como
o TDM.

A analise bioquimica apresentada no estudo de Giridharan et al. (2019), apoiam
a hipétese de que a neuroinflamacao e a ativacao microglial, principalmente no cortex
frontal, podem estar envolvidas com alteracdes nas células residentes do cérebro
apos a privagdo materna, tais alteracdes podem estar associadas ao desenvolvimento
de condicbes psiquiatricas tardias. O estudo ainda destaca o aumento das
interleucinas: IL-5, IL-6, IL7 e IL-10, assim como do fator de necrose tumoral (TNF-q,

do inglés: Tumor necrosis factor-alpha) e interferon gama (INF-y).

1.7 TDM e estresse oxidativo

O estresse oxidativo € definido como o estado de producdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e representa um dos denominadores mais
comuns de toxicidade, promovendo danos moleculares potenciais em tecidos e
células e ainda desempenha um papel importante na fisiopatologia de transtornos
psiquiatricos, incluindo o TDM (Pandya et al., 2013).

O desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes resulta em proteinas, lipidios e
acidos nucleicos oxidados. Desta forma, o estresse oxidativo € indicado pelo aumento
do numero de EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERN) circulando no corpo
(Palta et al., 2014). Segundo Harman (1993) 5% do oxigénio inalado € convertido em
radicais livres, e os principais sdo EROs e ERN.

Parte das moléculas do oxigénio metabolizados nas mitocondrias sao
desviados para outra via metabdlica, e reduzidas de forma univalente, dando origem

aos radicais livres como o superoxido (O2°), hidroxila (OH") e, ainda, perdxido de



22

hidrogénio (H202). Tal processo conduz a oxidag&o de biomoléculas com consequente
perda de suas funcdes bioldgicas, desequilibrio homeostatico e danos em células e
tecidos (Barbosa et al., 2010).

Niveis moderados de EROs s&o essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento de neurdnios, entretanto o aumento e a expressdo amplificada dos
genes controlados por estresse oxidativo tém sido correlacionados com a patogénese
e progresséao do TDM (Bhatt et al., 2020).

As alteragOes resultantes do excesso de radicais livres associadas a lipidios,
proteinas e DNA leva a modificacbes moleculares e alteracdo na ativacdo de
diferentes fatores de transcricdo, consequentemente, aumento de citocinas pré- e anti-
inflamatdrias (Birben et al., 2012).

O equilibrio antioxidante ocorre através de enzimas como superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e a
glutationa S transferase (GST). Assim como por substancias ndo enzimaticas, como
a glutationa reduzida (GSH), vitamina C, vitamina E, N-acetilcisteina (NAC), entre
outros (Pandya et al., 2013).

A vulnerabilidade do cérebro em relacéo ao estresse oxidativo, se da em funcao
do maior consumo de oxigénio, maior conteudo de lipidios e a reducdo de seus
antioxidantes incluindo colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL-C), atividade
da paraoxonase 1, lecitina-colesterol aciltransferase, vitamina E e coenzima
Q 10 (CoQ) (Morris et al., 2020).

O esgotamento das defesas antioxidantes e o aumento da geracdo de EROs,
foram associados a alteracéo da estrutura cerebral em estudos pré-clinicos e clinicos
e essa hipotese, € conhecida como 'hip6tese do estresse oxidativo dos transtornos
depressivos’ (Bhatt et al., 2020).

O TDM tem grande relacdo com o desequilibrio entre varios fatores que afetam
a neurodegeneracdo e a neuroprotecao, incluindo o BDNF e o fator nuclear (NF) -
kKB (Bakunina et al., 2015). As EROs atuam como mensageiros secundarios
indispensaveis na transducéo de sinal, desta forma afetam significativamente as vias
inflamatorias ao ativar o NFkB e a familia da proteina quinase ativada por estimulagéo
a proliferacao celular que estressam as quinases. E ainda, as EROs podem afetar os
constituintes celulares com a formacdo de moléculas pro-inflamatorias, como o
malondialdeido (MDA), 4-hidroxinonenal, neoepitopos e padrbes moleculares

associados ao dano, promovendo a resposta imunolégica e apoptose (Bakunina et al.,
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2015).

A relacdo do desequilibrio oxidativo na fisiopatologia do TDM é fortemente
baseada em resultados obtidos com modelos animais e é compativel com dados
bioguimicos obtidos de pacientes. Os estudos sugerem que 0s mecanismos oxidativos
parecem ser um fator patogénico comum nos transtornos psiquiatricos, e, se essa
hipétese for correta, pode-se considerar novos alvos para o desenvolvimento de
intervencdes terapéuticas (NG et al., 2008).

O estresse oxidativo e a inflamacao séo interdependentes e se complementam
resultando no TDM. Assim as EROs sdo geradas por células inflamatérias e podem
iniciar a sinalizacéo intracelular levando a expresséao de genes pro-inflamatoérios (Bhatt
et al., 2020).

1.8 Neuroinflamacéo

Andlises neurobiolégicas, confirmam a relacdo entre a inflamacgéo e o TDM,
assim como, a associacdo dos sintomas clinicos do transtorno, e niveis plasmaticos
mais elevados de citocinas pro-inflamatorias como TNFa, IL-1a, IL-13, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-12, IFN-y e proteina C reativa (PCR) (Kohler et al., 2017; Khandaker et al., 2018).
Nesse sentido, as citocinas pro-inflamatérias atuariam como neuromoduladores,
mediando 0s aspectos neuroquimicos, neuroenddcrinos e comportamentais dos
transtornos depressivos (Vismari et al., 2008).

O estresse oxidativo modula a sinalizacdo neuronal e extraneuronal no cérebro,
resultando em inflamacé&o neuronal e morte celular, neste sentido, estudos revelaram
que niveis aumentados de marcadores inflamatérios combinados com estresse
oxidativo sdo uma caracteristica onipresente no TDM (Bhatt et al., 2020).

As interleucinas e o TNF-a sdo expressas sob condicbes patoldgicas e
envolvidas na regulacdo da neuroinflamacdo, processos imunoldgicos e reparo
tecidual (Aloisi et al., 2005). No TDM as citocinas podem servir como biomarcadores
e ainda apresentam alteracbes ap0s o tratamento com antidepressivos (Schmidt et
al., 2011).

Pacientes com TDM apresentam aumento no numero de leucécitos sanguineos
periféricos, em razdo do aumento de CD4 + /CD8 +, alteracdo igualmente observada
com relacdo ao aumento da concentracdo plasmatica de proteinas inflamatorias de

fase aguda, como a haptoglobina e a PCR, diminuicdo na resposta celular a
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mitdégenos, reducdo do numero de linfocitos e da atividade de células NK, ainda
observa-se a alteracédo na expresséo de antigenos, e aumento nos niveis sanguineos
de citocinas pré-inflamatdrias e seus receptores, tais como IL-6 e IL-23 (Sublette et
al., 2004).

Considerando a ativacao cronica do sistema imunolégico inato, estudos mais
recentes sugerem um papel importante do sistema imunolégico adaptativo no TDM
(Woelfer et al., 2019). O dano celular ou as respostas ao estresse podem alertar a
resposta imune inata e induzir uma "resposta imune inflamatoria estéril". Desta forma
moléculas proprias ou endogenas séo reconhecidas como sinais de perigo quando
liberadas no espaco extracelular. Essas moléculas de padrdo molecular associado a
danos (DAMPs, do inglés Damage-associated molecular patterns) desencadeiam
respostas imunes inatas também por meio da ligacdo de receptores de
reconhecimento padréo (PRR, do inglés Pattern recognition receptors) (Culmsee et
al., 2019). Alguns componentes mitocondriais, como trifosfato de adenosina (ATP),
peptideos N-formil ou DNA mitocondrial (mtDNA) funcionam como DAMPs e séo
detectados por (PRRs) distintos, promovendo assim uma resposta inflamatoria
(Krysko et al., 2011).

Neurbnios, astrécitos e microglia expressam a enzima indoleamina-2,3
dioxigenase (IDO), que atua principalmente na regulacéo do sistema imune e converte
triptofano em quinurenina. A microglia e os monécitos metabolizam a quinurenina
em &cido quinolinico, um agonista do receptor NMDA, e os astrocitos degradam
a quinurenina em acido quinurénico, um antagonista do receptor NMDA e que tem um
potente efeito neurotéxico, desencadeando a liberacdo do glutamato, a inibicdo de
sua captacao pelas células gliais causando maior concentracdo do mesmo no meio
extracelular, e por fim induzindo a modificag6es de conectividade entre vias cerebrais
relacionadas ao TDM (Guillemin, 2012; Sundaram et al., 2014).

Estudos também evidenciaram niveis elevados de IL-6 e PCR no contexto de
inflamacé&o sistémica correlacionados com conectividade prejudicada entre o cortex
cingulado anterior subgenual e amigdala, cortex  pré-frontal medial, nucleo
accumbens, bem como estriado ventral (Felger et al.,, 2016). A investigagdo de
marcadores inflamatérios associados ao desenvolvimento do TDM pode contribuir
para o diagndstico, monitoramento, prognostico e tratamento do transtorno de forma

eficaz.


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/astrocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/microglia
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/monocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/quinolinic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/nmda-receptor-antagonist
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos comportamentais e neuroquimicos da cetamina em ratos

machos e fémeas submetidos a privacdo materna.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o tempo de imobilidade, escalada e nado através do teste do nado
forcado em ratos Wistar machos e fémeas submetidos ao modelo animal de privagéo
materna e tratados com cetamina.

Avaliar a atividade motora espontanea de ratos Wistar machos e fémeas
submetidos ao modelo animal de privacdo materna e tratados com cetamina.

Investigar o dano em lipideos e proteinas em CF e hipocampo de ratos Wistar
machos e fémeas submetidos ao modelo animal de privacdo materna e tratados com
cetamina.

Avaliar as atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT em CF e
hipocampo de ratos Wistar machos e fémeas submetidos ao modelo animal de
privagdo materna e tratados com cetamina.

Avaliar os niveis da citocina IL-6 e a atividade da enzima mieloperoxidase
(MPO) em CF e hipocampo de ratos Wistar machos e fémeas submetidos ao modelo

animal de privacdo materna e tratados com cetamina.
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3. METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
recomendacdes internacionais para o cuidado e 0 uso de animais de laboratoério, além
das recomendacfes para o uso de animais da Sociedade Brasileira de Neurociéncias
e comportamento (SBNeC). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UNESC sob namero 132-2019 (Anexo ).

3.2 Protocolo de privacdo materna

Conforme a Figura 2, os filhotes foram privados da mae durante 3 horas por
dia, durante os 10 primeiros dias. A privacdo consistia em retirar a mae da caixa e
manter os filhotes na caixa original, para ficarem na presenca do odor materno. Os
animais nao privados (controles) permaneceram imperturbaveis na caixa original com
sua mae. As caixas em ambos 0s grupos so6 foram trocadas no 11° dia apés o periodo
pré-natal. Os ratos de ambos os sexos foram desmamados apenas no 21° dia apés o
periodo pré-natal (Réus et al., 2019). A aplicacdo farmacoldgica, testes
comportamentais e neuroquimicos foram realizados apenas quando os animais
atingiram a vida adulta no 61° dia. Ap6s a aplicacdo dos testes comportamentais 0s

animais foram eutanasiados com guilhotina.

NASCIMENTO

PM 3H/Dia

19’ 1}“ 2.1° 61°
Dia Dia Dia Dia

TESTES COMPORTAMENTAIS
+
EUTANASIA

+
ANALISES BIOQUIMICAS

Figura 2: Representacdo da cronologia da privacdo materna, desmame, aplicacdo da cetamina, e de

testes comportamentais, eutanasia e retirada de tecido para analise bioquimica.
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3 Grupos experimentais e tratamento farmacolégico

Diferentes grupos de ratos de ambos os sexos (n = 12 machos e n =12 fémeas,
para cada grupo) quando adultos foram distribuidos nos seguintes grupos: 1)
Controle+Sal; 2) Privado+Sal; e 3) Privado+Cetamina. A cetamina foi administrada por
via intraperitoneal (IP) na dose de 15 mg/kg 60 minutos antes dos testes
comportamentais. Todos os tratamentos foram administrados em um volume de 1
mL/kg (Réus et al., 2015).

3.4 Testes comportamentais
3.4.1 Teste do Nado Forcado

Este teste consiste em dois dias de procedimentos no qual cada rato é posto
em um cilindro com 4gua a 23°C, a agua deve ser suficiente para o animal ndo
conseguir apoiar as patas no fundo. No periodo de treino, os animais foram forcados
a nadar 15 minutos. No dia seguinte (24 horas ap0és o treino) no periodo de teste, cada
animal foi novamente forcado a nadar durante 5 minutos. Foram avaliados os
pardmetros de tempo de imobilidade, nos quais incluem-se imobilidade total ou
movimentos para manter a cabeca fora da agua sem intencdo de escapar, além do

tempo de escalada e nado (Porsolt et al., 1977; Réus et al., 2019).
3.4.2 Atividade motora

Esse teste foi realizado em um campo aberto de 40 x 60 cm delimitado por 4
paredes com 50 cm de altura, sendo 3 de madeira e uma de vidro transparente. O
piso do campo aberto é dividido em 12 quadrados iguais marcados por linhas pretas.
Os animais foram cuidadosamente colocados no quadrado do canto posterior
esquerdo do aparelho, a partir do qual podia explorar livremente o ambiente por 5
minutos. Foram contados pelo avaliador o niumero de cruzamentos (crossings) e o
namero de levantamentos (rearings) dos animais no periodo de 5 minutos (Réus et
al., 2015).
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3.5 Andlises bioquimicas

3.6.1 Dano oxidativo aos lipidios

O dano aos lipidios no CF e no hipocampo foi quantificado pela
determinacdo dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
(Esterbauer e Cheeseman 1990). Brevemente, as amostras foram homogeneizadas
em tampao fosfato (Nuclear) e desproteinizadas com acido tricloroacetico 10% (Vetec)
com centrifugacdo a 3.000rpm por 10min. A reacdo ocorreu ao adicionar &cido
tiobarbittrico 0,67% ao sobrenadante e aquecido a 100°C por 30 min. A absorbancia
foi realizada em 532 nm em espectrofotémetro utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano
(Sigma-Aldrich) como padréo externo. Os resultados estdo expressos em nmol de
malondialdeido equivalente por mg de proteina.

3.6.2. Dano oxidativo as proteinas carboniladas

O dano oxidativo as proteinas no CF e no hipocampo foi quantificado pela
determinacdo dos niveis de grupos carbonilas, através da reacdo com
dinitrofenilhidrazina (Sigma-Aldrich) (Levine et al., 1990). Brevemente, as proteinas
foram precipitadas com acido tricloroacetico 20% (Vetec) e redissolvidas em
dinitrofenilhidrazina (Sigma-Aldrich). A absorbancia foi realizada em 340nm em

espectrofotdmetro. Os resultados estdo expressos em nmol/mg de proteina.

3.6.3. Dano oxidativo as proteinas pela avaliacdo de integridade de grupamentos
sulfidrilas

A quantidade de grupamentos tidis totais no CF e no hipocampo foi
determinada utilizando o 5,5-ditiobis(2-nitrobenzéico) (DTNB) (Aksenov e Markesbery,
2001). Resumidamente, 30 mL de uma amostra foi misturada com 1 ml de PBS / 1
mM EDTA (pH, 7,5). A reacéo foi iniciada pela adicdo de 30 mL de 10 mM de solugéao
DTNB em PBS. As amostras de controle, que ndo incluem DTNB ou proteina, foram
avaliadas simultaneamente. Apés 30 min de incubacdo a temperatura ambiente, a
absorbéancia de 412 nm, foi mensurada e quantidades de TNB formado (equivalente a
quantidade de grupos SH formado) determinado. Os resultados estdo expressos como

niveis de proteinas sulfidrila por miligrama de proteina.
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3.6.4. Nitrito e Nitrato (N/N)

A concentracao de N/N no CF e no hipocampo foi determinada pela reacao
de Griess. Brevemente, a reagao € realizada pela adi¢cao do reagente de Griess (0,1%
naphthylethylendiamide dihydrochloride e 1% sulfanilamida, propor¢édo 1:1; Synth) e
cloreto de Vanadium (IIl) (Sigma-Aldrich) nas amostras previamente homogeneizadas
em tampado fosfato (Nuclear) (Green et al., 1982). Apés 1h de incubagdo em
temperatura ambiente ao abrigo da luz, a absorbéancia seré realizada a 540 nm em

espectrofotometro. Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina.

3.6.5. Atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD)

A atividade enzimatica da superoxido dismutase no CF e no hipocampo foi
determinada pela inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina. O CF e hipocampo foram
homogeneizados em 1 mL de tampéao glicina [pH10,2, contendo 0,75g de acido
aminoacético (glicina) em 200 mL de &gua purificada] e centrifugado por 10 min em
3000rpm, em temperatura ambiente. O reagente branco foi preparado a partir da
mistura de 10uL de catalase 0,0024 g/mL (0,0018g de catalase em 720 pL de agua
purificada) com 970 pL de tampé&o glicina a 32°C. Apds, foi adicionada a quantidade
de 17uL de adrenalina 60mM (0,006 g de adrenalina em 300 uL de agua purificada e
3 pL de HCI) (Bannister e Calabrese, 1987). A leitura do reagente branco foi realizada
a cada 10 segundos, durante 180 segundos, a fim de determinar a curva de calibracao.
Este processo foi repetido apds a leitura de quatro amostras e sempre que houve a
troca de reagentes. As amostras foram preparadas a partir da mistura de 10uL de
catalase 0,0024g/mL, 3 a 7 uL de amostra e 970 pL de tampéo glicina a 32°C. A leitura
da amostra foi realizada a cada 10 segundos, durante 180 segundos. As leituras foram
realizadas em espectrofotbmetro de lampada de deutério, em cubetas de plastico, a

480nm. A atividade da SOD esta expressa em U de SOD/mg de proteina.
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3.6.6. Atividade enzimatica da catalase

A atividade enzimatica da catalase no CF e no hipocampo foi determinada
pela diminuicdo no consumo de peréxido de hidrogénio. O CF e o hipocampo foram
homogeneizados em 1 mL de tampéao catalase [PBS+NaCl (pH 7,0), contendo
8,0086g de NaCl (136,9mM), 0,1496g de KH2PO4 (1,1mM) e 0,0383g de Na2HPO4
(0,27mM)] e centrifugado por 10min em 3000rpm, em temperatura ambiente. O
reagente branco foi preparado a partir da mistura de 100puL de sobrenadante da
amostra com 1mL de tampao catalase e foi utilizado para zerar o espectrofotdmetro.
O reagente amostra foi preparado a partir da mistura de 100 pL de sobrenadante da
amostra com 1mL de tampéo catalase contendo H202 (25mL de tampéao catalase e
400uL de H202, protegido da luz) (Aebi, 1984). A leitura da amostra foi realizada em
espectrofotometro de lampada de deutério, em cubetas de quartzo, a 240 nm. Foram
realizadas mensuracgdes referentes ao decaimento de absorbancia nos tempos 0, 30
e 60 segundos. O processo foi repetido para cada amostra. A atividade da CAT esta
expressa em U de CAT/mg de proteina.

3.6.7. Normalizacéo das dosagens

A gquantificagdo de proteinas totais foi realizada para normalizagdo das
dosagens realizada. O método utilizado foi o proposto por Lowry et al. (1951) que
utiliza albumina bovina sérica como padréo. A absorbancia foi realizada em 700nm.

Os resultados foram expressos em mg de proteinas.

3.6.8. Atividade de mieloperoxidase (MPO)

O infiltrado de neutrdfilos nos tecidos foi calculado através da atividade de MPO
(De Young et al. 1989). O CF e o hipocampo foram homogeneizados (50 mg / mL) em
brometo de hexadeciltrimetilaménio a 0,5% e centrifugados a 15.000 x g por 40 min.
A suspensao foi entdo sonicada trés vezes durante 30 segundos. Uma aliquota de
sobrenadante foi misturada com uma solucéo de tetrametilbenzidina 1,6 mM e H20:2
1 mM. A atividade foi medida espectrofotometricamente como a mudanca na

absorbancia a 650 nma 37 ° C. Os dados estdo expressos em mU por mg de proteina.
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3.6.9. Andlise de citocinas

A dosagens das citocinas IL-6 foi realizada a partir das amostras de CF e
hipocampo através dos kits comerciais disponiveis (DuoSet ELISA Development, R&D
Systems, Inc., USA).

3.7 Andlise Estatistica

Todos os dados estdo apresentados como média *+ erro padrdo da média
(E.P.M.). As diferencas entre os grupos experimentais na avaliacdo dos testes
comportamentais e de todos 0s ensaios bioquimicos foram determinadas por analise
de variancia de uma via (ANOVA), seguido do teste post hoc de Tukey. A significancia

estatistica foi considerada para valores de P menores do que 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNA E DO TRATAMENTO COM CETAMINA
SOBRE O COMPORTAMENTO DE RATOS WISTAR MACHOS E FEMEAS

A Figura 3A mostra os efeitos da privagdo materna e do tratamento com
cetamina no teste do nado forcado em ratos Wistar machos e fémeas. Nos machos, o
grupo privado que recebeu solucao salina teve um aumento no tempo de imobilidade
guando comparado aos animais ndo-privados e o grupo privado tratado com cetamina
foi capaz de reverter este aumento (F = (2-20) 11,323; p = 0,001). No tempo de escalada,
0s machos privados tratados com salina diminuiram este tempo quando comparado
ao grupo nao-privado (F = (2-20) 4,693; p = 0,021). Os machos privados tratado com
cetamina aumentaram o tempo nado em comparacdo com 0 grupo privado tratado
com salina (F = -20) 6,334; p = 0,007). As fémeas ndo apresentaram diferencas
estatisticas, em nenhum dos grupos, para os tempos de imobilidade (F = (2-20) 2,790;
p = 0,073), escalada (F = (2-20) 2,790; p = 0,073) e nado (F = (2-20) 0,968; p = 0,389).
guando comparado aos animais nao-privados.
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Figura 3A: Efeitos da privacdo materna e do tratamento com cetamina sobre o tempo de imobilidade,
nado e escalada em ratos Wistar machos e fémeas. Os valores sdo expressos como média + E.P.M.
*p <0,05 vs. Controle + Sal; #p <0,05 vs. Privado + Sal, de acordo com ANOVA de uma via seguida

pelo teste post-hoc de Tukey.

A Figura 3B mostra os efeitos da privacdo materna e do tratamento com cetamina

sobre a atividade locomotora de ratos Wistar machos e fémeas. Nos machos, houve
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uma diminuicdo do numero de rearings no grupo privado tratado com cetamina em
comparacdo com os animais ndo-privados (F = (2-20) 4,817; p = 0,020). Nao houve
diferenca estatistica no numero de crossings nos machos privados tratados com salina
e cetamina quando comparado com o0s animais controles (F = (2-20) 0,084; p = 0,920).
Em relacéo as fémeas, ndo houve diferenca estatistica, em nenhum dos grupos, para
0s numeros de crossings (F = (220) 1,237; p = 0,301) e rearings (F = (220) 1,535; p =
0,228) em comparacdo com as fémeas néo-privadas.
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Figura 3B: Efeitos da privagdo materna e do tratamento com cetamina sobre o niumero de crossings e
rearings em ratos Wistar machos e fémeas. Os valores sao expressos como média + E.P.M. *p <0.05

vs. Controle + Sal, de acordo com ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

4.2 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNA E DO TRATAMENTO COM CETAMINA
SOBRE PARAMETROS DE DANO OXIDATIVO NO CF E HIPOCAMPO DE RATOS
WISTAR MACHOS E FEMEAS

A Figura 4 mostra os efeitos da privacdo materna e do tratamento com cetamina
sobre parametros de estresse oxidativo no CF e hipocampo de ratos Wistar machos
e fémeas. Os ratos machos privados que receberam salina tiveram um aumento nos
niveis de TBARS no CF (F = (2-12) 22,356; p < 0,0001) e no hipocampo (F = (2-14) 61,982;
p < 0,0001) quando comparado com os machos controles, porém, no grupo privado
tratado com cetamina houve uma diminuicdo dos niveis de TBARS em comparacgéo
ao grupo privado tratado com salina nas duas estruturas cerebrais. Nas fémeas, no

grupo privado tratado com salina houve um aumento dos niveis de TBARS em relacao
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ao controle no hipocampo (F = (215) 7,089; p = 0,007). Nao foi observada diferenca

estatistica no CF das fémeas para nenhum dos grupos (F = (2-15) 0,418; p = 0,666).
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Figura 4A: Efeitos da privacdo materna e do tratamento com cetamina sobre os niveis de TBARS no
CF e hipocampo de ratos Wistar machos e fémeas. Os valores séo expressos como média + E.P.M. *p

<0.05 vs. Controle + Sal, #p <0.05 vs. Privado + Sal, de acordo com ANOVA de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Tukey.

Ja em relacdo aos niveis de carbonilacdo de proteinas observados na Figura
4B, no CF dos ratos machos, houve um aumento desses niveis no grupo privado
tratado com salina em comparac¢édo com o grupo controle (F = (2-12) 8,275; p = 0,006).
No hipocampo dos ratos machos também houve um aumento dos niveis de
carbonilacdo de proteinas no grupo privado que recebeu salina em relacdo aos
animais controles, porém, os animais privados tratados com cetamina reverteram este
aumento (F = 214) 11,132; p = 0,001). Nas fémeas, foi observado um aumento dos
niveis de carbonilacao de proteinas no CF quanto dos grupos privados que receberam
salina em comparacao ao grupo controle, porém, no CF (F = (2-15) 6,623; p = 0,009) e
no hipocampo (F = (2-15) 8,432; p = 0,004) dos grupos privados tratado com cetamina
houve uma reducao da carbonilacéo de proteinas.
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Figura 4B: Efeitos da privagdo materna e do tratamento com cetamina sobre os niveis de carbonilagédo
de proteinas no CF e hipocampo de ratos Wistar machos e fémeas. Os valores sdo expressos como
média + E.P.M. *p <0.05 vs. Controle + Sal; #p <0.05 vs. Privado + Sal, de acordo com ANOVA de uma
via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

A concentracao de nitrito/nitrato esta ilustrada na Figura 4C. No CF dos ratos
machos foi observado um aumento da concentracao de nitrito/nitrato no grupo privado
tratado com salina em comparacdo aos animas controles e no grupo privado tratado
com cetamina foi observado uma reverséo deste aumento (F = (2-13) 11,956; p = 0,001).
JA no hipocampo dos ratos machos, houve um aumento da concentracdo de
nitrito/nitrato nos animais privados que receberam salina em comparacdo ao grupo
controle (F = (2-13) 8,329; p = 0,05). Nas fémeas, foi observado um aumento da
concentracéo de nitrito/nitrato somente no CF no grupo dos animais privados tratados
com salina em relagdo ao controle (F = (2-15 3,979; p = 0,041). N&o foi observada
diferenca estatistica no hipocampo das fémeas para nenhum dos grupos (F = (2-15)
0,552; p = 0,587).
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Figura 4C: Efeitos da privagdo materna e do tratamento com cetamina sobre a concentracdo de
nitrito/nitrato no CF e hipocampo de ratos Wistar machos e fémeas. Os valores sdo expressos como
média + E.P.M. *p <0.05 vs. Controle + Sal; #p <0.05 vs. Privado + Sal, de acordo com ANOVA de uma

via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

Em relacdo ao conteudo de sulfidrilas (Fig. 4D) foi encontrado uma reducéo
tanto no CF (F = (2-12) 8,199; p = 0,006) quanto no hipocampo (F = (2-14) 21,731; p <
0,0001) de ratos machos privados, comparado com controle e tal efeito ndo foi
revertido pelo tratamento com cetamina. No CF (F = (215 0,897; p = 0,429) ou
hipocampo (F = 215 0,740; p = 0,495) de fémeas ndo foi mostrado diferencas

estatisticas nesse parametro.
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Figura 4D. Efeitos da privacdo materna e do tratamento com cetamina sobre o contetido de sulfidrilas
no CF e hipocampo de ratos Wistar machos e fémeas. Os valores séo expressos como média + E.P.M.

*p <0.05 vs. Controle + Sal, de acordo com ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.
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4.3 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNA E DO TRATAMENTO COM CETAMINA
SOBRE A ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES SOD E CAT NO CF E
HIPOCAMPO DE RATOS WISTAR MACHOS E FEMEAS

A Figura 5 demonstra os efeitos da privacdo materna e do tratamento com
cetamina sobre a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT no CF e hipocampo
de ratos Wistar machos e fémeas. Como observado na Figura 5A, no hipocampo (F =
(2-14) 47.833; p < 0,0001) e no CF (F = (212 12.967; p = 0,001) dos ratos machos, a
atividade da SOD foi diminuida nos grupos privados tratados com salina e cetamina
guando comparado com 0s animais controles. Ja nas fémeas, houve uma diminui¢éo
da atividade da SOD no CF do grupo privado tratado com cetamina em comparacao
com o controle (F = (2-15) 4,689; p = 0,026) e uma diminuicdo no hipocampo dos grupos
privados tratados com salina e cetamina em comparac¢ao com os animais controles (F
= (2-14) 19,651; p < 0,0001).
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Figura 5A: Efeitos da privagdo materna e do tratamento com cetamina sobre a atividade da SOD no CF
e hipocampo de ratos Wistar machos e fémeas. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. *p

<0.05 vs. Controle + Sal, de acordo com ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

A atividade da enzima antioxidante CAT esta ilustrada na Figura 5B. Nos ratos
machos a atividade da CAT foi diminuida no CF (F = (2-13) 16,820; p < 0,0001) e no
hipocampo (F = (214) 7,176; p = 0,007) dos animais privados tratados com salina e
cetamina quando comparado com o0 grupo controle. Nas fémeas, também foi
observada uma diminui¢éo na atividade da CAT no CF (F = (2-15) 20,465; p < 0,0001)
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e hipocampo (F = (2-15) 45,243; p < 0,0001) dos grupos privados tratados com salina e

cetamina em comparacao ao grupo controle.
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Figura 5B: Efeitos da privagdo materna e do tratamento com cetamina sobre a atividade da CAT no CF
e hipocampo de ratos Wistar machos e fémeas. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. *p

<0.05 vs. Controle + Sal, de acordo com ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

4.4 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNA E DO TRATAMENTO COM CETAMINA
SOBRE PARAMETROS INFLAMATORIOS NO CF E HIPOCAMPO DE RATOS
WISTAR MACHOS E FEMEAS

A Figura 6A demonstra que no hipocampo dos ratos machos privados tratados
com salina houve um aumento da atividade da MPO quando comparado com o grupo
controle, porém nos animais privados tratados com cetamina houve uma diminuicdo
(F = 2-13) 165,004; p < 0,0001). Nao foi observada diferenca estatistica no CF de ratos
machos em nenhum dos grupos (F = (2-13) 2,931; p = 0,089). J& nas fémeas, houve
uma diminuicdo da atividade da MPO no CF do grupo privado tratado com cetamina
em comparacao ao grupo controle e ao grupo privado tratado com salina (F = (2-13)
12.654; p = 0.001). Nao foi observada diferenca estatistica no hipocampo das fémeas

para nenhum dos grupos (F = (2-15) 2.542; p = 0,112).
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Figura 6A: Efeitos da privacdo materna e do tratamento com cetamina sobre a atividade da MPO no
CF e hipocampo de ratos Wistar machos e fémeas. Os valores séo expressos como média + E.P.M. *p
<0.05 vs. Controle + Sal; #p <0.05 vs. Privado + Sal, de acordo com ANOVA de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Tukey.

A Figura 6B demonstra os efeitos da privacdo materna e do tratamento com
cetamina sobre os niveis de IL-6 no CF e hipocampo de ratos Wistar machos e
fémeas. Nos ratos machos foi observado um aumento nos niveis de IL-6 no
hipocampo dos ratos privados tratados com salina em comparacdo com 0 grupo
controle e nos animais privados tratados com cetamina houve uma reversao desses
efeitos (F = (2-12) 34.425; p < 0,0001). No CF dos ratos machos ndo houve diferenca
estatistica para nenhum dos grupos (F = (2-11) 0.793; p < 0,0001). J4 no CF (F = (2-12)
0,633; p = 0,548) e hipocampo (F = (2.12) 0,456; p < 0,644) das fémeas também néo
houve diferenca estatistica para nenhum dos grupos.
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Figura 6B: Efeitos da privacdo materna e do tratamento com cetamina sobre os niveis de IL-6 no CF e
hipocampo de ratos Wistar machos e fémeas. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. *P <0.05

vs. Controle + Sal; #p <0.05 vs. Privado + Sal, de acordo com ANOVA de uma via seguida pelo teste
post-hoc de Tukey.
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5. DISCUSSAO

Estatisticas apontam o TDM como um problema de salde publica crescente,
porém, os tratamentos disponiveis para este transtorno ainda tém limitacbes
significativas, incluindo baixas taxas de remissao, efeitos colaterais abundantes e
tempo de inicio da resposta terapéutica demorado, geralmente de duas a dez
semanas (Machado-Vieira et al., 2008). Em sua manifestacdo classica, o TDM
apresenta sintomas cronicos de alteragdes do humor, afeto, psicomotricidade, funcdes
neurovegetativas (sono, apetite, energia) e cognitivas, com sintomas que costumam
ser persistentes e recorrentes (American Psychiatric Association [APA], 2014). Dentre
as principais funcdes cognitivas afetadas no TDM estdo: atencdo, memoria,
velocidade de processamento, aprendizagem e funcdes executivas (Lezak et al.,
2012).

Outro achado frequente consiste na observacdo da maior prevaléncia do TDM
entre as mulheres, na propor¢do de 2:1 (Bromet et al., 2011). Alguns estudos
observaram diferencas entre o sexo feminino e o masculino nas respostas ao
tratamento com antidepressivos (Khan et al., 2005), na capacidade de recordar e
alteracbes de humor (Loewhental et al.,, 1995) e na modulacdo dos sintomas
depressivos (Wilhem e Parker, 1994). Ainda, a influéncia dos aspectos sociais e
psicolégicos parece importante ndo s6 na génese propriamente dita dos estados
depressivos, mas também no modo de apresentacédo dos sintomas e na fungédo que
estes podem ter nas relacbes sociofamiliares (Justo et al., 2007). Em alguns
contextos, as mulheres parecem apresentar mais sintomas somaticos que os homens
(Wenzel et al.,, 2005). Ja em relacdo as possiveis diferencas nas manifestacées
depressivas entre homens e mulheres, em ambito biol6gico, chamam a atencdo o
funcionamento hormonal e suas consequéncias (Justo et al., 2006). No que diz
respeito ao tratamento farmacolégico do TDM, existe controvérsia em relacdo a
diferenca de eficacia dos antidepressivos entre géneros (Gorman, 2006).

A terapéutica mais comum para o TDM € o uso de antidepressivos, porém,
estudos mostram que cerca de 50% dos pacientes ndo apresentam resposta ao
primeiro tratamento com medicacdo antidepressiva, e até 46% evoluem para um
quadro classificado como depressao resistente ao tratamento por nao apresentarem
melhora significativa mesmo ap0s sucessivos ensaios terapéuticos (Thase, 2004;
Lepine et al., 2012).
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Reconhecendo a importancia e urgéncia de buscar tratamentos de acéo rapida,
com menor incidéncia de efeitos colaterais e boa taxa de remissao para o tratamento
da depressao resistente, estudos tém revelado resultados promissores no uso da
cetamina, um anestésico antagonista do receptor NMDA (Green e Li, 2000;
Scheidegger et. al. 2016). Sabe-se que os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA
possuem papel importante nos transtornos mentais, como ansiedade e o TDM
(Berman et al., 2000; Javitt, 2004). De fato, estudos clinicos e pré-clinicos ja
demostraram que a cetamina foi capaz de apresentar efeitos antidepressivos rapidos
dentro de poucas horas (Berman et al., 2000; Zarate et al., 2006; Garcia et al., 2008a;
Abdallah et al., 2015; Réus et al., 2013, 2015).

Ainda, os mecanismos comportamentais e neurobioldgicos subjacentes a acdo
antidepressiva da cetamina parecem estar relacionados a regido do cérebro e a dose
utilizada (Abdallah et al., 2015). Evidéncias pré-clinicas indicam que a cetamina possui
efeitos rapidos sobre a sinaptogénese no CF e no hipocampo, duas regides cerebrais
gue tém sido fortemente implicadas na fisiopatologia do TDM (Autry et al., 2011; Li et
al., 2010). De fato, estudos mostram que estas duas regides cerebrais tém sido
fortemente implicadas nas respostas neurocomportamentais relacionadas ao sexo
para tratamentos de estresse e antidepressivos (Groenewegen e Uylings, 2000;
Celada et al., 2004; Drevets, 2007; Anderson et al., 2011; Carballedon et al., 2011,
Pitychoutis et al., 2012). Especificamente, acredita-se que as alteracdes induzidas
pela cetamina no hipocampo e no CF desencadeiam cascatas moleculares
relacionadas a neuroplasticidade que, por sua vez, regulam a sintese de proteinas
sinapticas envolvidas na sinaptogénese e na maquinaria de liberacdo pré-sinaptica
(Autry et al., 2011; Li et al., 2010; Muller et al., 2013).

Evidéncias indicam que as fémeas sdo mais sensiveis aos antagonistas do
receptor NMDA, como dizocilpina (MK-801), fenciclidina e cetamina do que os machos
(Honack e Loscher,1993; Auer, 1996; Shors et al., 2004). De fato, Honack e Loscher
(1993) mostraram que ratas fémeas sdo mais responsivas as propriedades motoras
do MK-801 e a doses mais baixas do farmaco. Ainda, um estudo anterior demonstrou
que ratas fémeas tendem a dormir mais do que os machos apés a administracédo de
doses anestésicas de cetamina (Douglas e Dagirmanijian, 1975). Jevtovic-Todorovic e
colaboradores (2001) observaram que os efeitos neurotoxicos da cetamina (40-80
mg/kg) no cortex retrosplenial € mais grave nas ratas fémeas. Além disso, estudos

clinicos mostraram que mulheres que receberam cetamina, em doses anestésicas,
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apresentaram mais efeitos psicotropicos, como alucinacdes, do que nos homens
(Knox et al., 1970; Jevtovic-Todorovic et al., 2001). Apesar do fato de que as mulheres
possam desenvolver o TDM em aproximadamente o dobro da taxa dos homens
(Holden, 2005; Marcus et al., 2005; Grigoriadis e Robinson, 2007), pesquisas sobre
os relevantes efeitos antidepressivos neurobioldgicos da cetamina, concentraram-se
guase exclusivamente no sexo masculino.

O periodo poés-natal € uma etapa do desenvolvimento em que todos os
mamiferos apresentam como caracteristica em comum a completa dependéncia de
uma relacdo com a mae (Abelaira et al., 2013; Rutter, 1995). Algumas evidéncias tém
sustentado que alteracfes no cuidado materno também poderiam ser responsaveis
por induzir efeitos neuroenddcrinos duradouros do organismo frente ao estresse,
especialmente nos primeiros anos de vida, ja que os recém-nascidos ndo sao ainda
preparados para responder a estressores ambientais (Kuma et al., 2004).

Os modelos animais de estresse precoce tém sido amplamente utilizados em
estudos que objetivam mimetizar as consequéncias desenvolvimentais da exposi¢ao
a adversidade durante o inicio da vida (Kuma et al., 2004; Rentesi et al., 2013; Holland
et al., 2014). Dentre os diversos modelos, a PM é considerada um dos modelos mais
robustos e capazes de gerar um comportamento tipo-depressivo (Rutter, 1995;
Barreau et al., 2004; Rentesi et al., 2013; Réus et al.,, 2013, 2015). Estudos
demonstraram que a exposicdo a PM aumentou os niveis plasméaticos do hormdnio
adrenocorticotrépico (ACTH) e corticosterona na prole adulta, sugerindo uma
hiperativacdo do eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HPA) e insensibilidade ao
feedback negativo do horménio do estresse, o cortisol (Plotsky e Meaney , 1991;
Gesing et al., 2001; Daniels et al., 2001). Além disso, a resposta do cortisol ao estresse
ja mostrou diferencas entre os sexos ao diminuir durante as fases de alto estradiol do
ciclo menstrual nas fémeas (Albert e Newhouse, 2019).

O presente estudo mostrou que ratos machos submetidos a PM aumentaram o
tempo de imobilidade e diminuiram o tempo de escalada no teste do nado forgado,
demonstrando um comportamento do tipo-depressivo e a cetamina foi capaz de
reverter estas alteragcdes, mostrando um efeito antidepressivo. Corroborando o
presente estudo, outros achados também demostraram o efeito antidepressivo da
cetamina em ratos machos submetidos a PM e testados no teste do nado forcado
(Réus et al., 2013, 2015; Maciel et al., 2018; Shepard et al., 2018). Diferentemente

dos machos, a PM néo foi capaz de induzir um comportamento do tipo-depressivo nas
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fémeas. De fato, diferencas de sexo ja foram descritas (Drossopoulou et al., 2004;
Dalla et al., 2005, 2008; Mikail et al., 2012; Kokras et al., 2015), indicando que ratos
machos exibem maior tempo de imobilidade do que nas fémeas (Barros e Ferigolo,
1998; Bielajew et al., 2003), apesar de estudos anteriores terem relatado resultados
contraditorios (Drossopoulou et al., 2004; Dalla et al., 2005). Carrier e colaboradores
(2013) e Franceschelli e colaboradores (2015) demonstraram que as ratas fémeas
foram mais sensiveis aos efeitos antidepressivos rapidos da cetamina no teste do
nado forcado. Esta variagcdo dos resultados pode estar relacionada as mudancas
comportamentais associadas ao ciclo estral das fémeas (Contreras et al., 1998; Frye
e Wall, 2002).

Ja no teste do campo aberto o presente estudo mostrou que houve uma
diminuicdo no nimero de rearings nos ratos machos privados tratados com cetamina,
sem alteracao significativa para o nimero de crossings nos machos e crossings e
rearings nas fémeas. Estudos prévios jA mostraram gque a cetamina ndo apresentou
efeitos no teste do campo aberto (Garcia et al., 2008a, b). Porém, outro estudo
mostrou que camundongos da linhagem C57BL/6 tratados com cetamina tiveram um
aumento na atividade locomotora em comparacdo com camundongos da linhagem
Balb/c (Akillioglu et al., 2012). Os resultados do presente estudo sugerem que a
diminuicdo do namero de rearings no teste do campo aberto possa estar relacionado
com o aumento do tempo de imobilidade no teste do nado forcado, porém mais
estudos sdo necessarios para explicar por que a cetamina apresentou esse efeito nos
animais privados.

A exposicao constante a diferentes protocolos de estresse, induz a formacéo de
um quadro de estresse oxidativo, o qual se caracteriza pelo desequilibrio entre o
aumento da producado de espécies altamente reativas e a diminuicdo da capacidade
antioxidante tecidual (Fontella et al., 2005; De Vasconcellos et al., 2006; Enache et
al., 2008; Hovatta et al., 2010; Schiavone et al., 2013; Teixeira et al., 2014). Diferencas
sexuais nos parametros de estresse oxidativo foram observadas em estudos pré-
clinicos e clinicos, em que os machos apresentaram maior estresse oxidativo do que
as fémeas (Dantas et al., 2004; Jung et al., 2004; Wong et al., 2015; Khalifa et al.,
2017). As diferencas de sexo foram observadas na enzima NADPH oxidase (NOX)
(Dantas et al., 2004; Edirimanne et al., 2007; Miller et al., 2007; Wong et al., 2015),
que é um importante gerador de estresse oxidativo nas células (Drummond et al.,
2011).
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Estudos apontam a presenca elevada de marcadores de estresse oxidativo e
inflamacdo em ratos submetidos a PM (Holland et al., 2014; Réus et al., 2017). De
fato, o presente estudo mostrou que nos ratos machos privados houve um aumento
dos niveis de TBARS no CF e no hipocampo, porém o tratamento com cetamina foi
capaz de reverter este aumento. Nas fémeas privadas, houve um aumento dos niveis
de TBARS no hipocampo. Em relacdo aos niveis da carbonilacdo de proteinas, tanto
nos machos privados quanto nas fémeas privadas, houve um aumento dos niveis de
TBARS e o tratamento com cetamina reduziu estes niveis. Corroborando o presente
trabalho, um estudo prévio mostrou que ratos machos submetidos ao protocolo de PM
tiveram um aumento nos niveis de peroxidacao lipidica e carbonilacdo de proteinas e
que a administracdo de uma Unica dose de cetamina-S reverteu este dano, quando
avaliado 14 dias ap6s a aplicacdo (Réus et al., 2015a, b). A PM promove a hiperfuncao
do eixo HPA e liberacdo exacerbada de corticosterona e inumeros estudos
correlacionam o aumento dos glicocorticoides com o aumento do estresse oxidativo
(Costantini et al., 2011; Chitty et al., 2015; Liu et al.,2002; Mcintosh et al., 1998;
Schiavone et al., 2013, 2015).

Estudos tém demonstrado que a superproducdo de espécies reativas ao
nitrogénio resulta em processos oxidativos e inflamatérios, levando a neurotoxicidade
(Sayre et al., 2008). De fato, achados na literatura jA demonstraram que niveis
aumentados de éxido nitrico e nitrito estao associados a fisiopatologia do TDM (Maes
et al.,, 2011). O presente estudo mostrou um aumento na concentracdo de
nitrito/nitrato no CF e hipocampo dos ratos machos privados e o tratamento com
cetamina reverteu este aumento somente no CF. Ja nas fémeas privadas, houve um
aumento da concentracao de nitrito/nitrato no CF, contudo o tratamento com cetamina
nao foi capaz de reverter este aumento. Maciel e colaboradores (2018) mostraram que
o tratamento com cetamina foi capaz de reverter o aumento da concentracdo de
nitrito/nitrato em ratos machos submetidos aos protocolos de PM e de estresse cronico
moderado somente em algumas regides cerebrais. Este € o primeiro estudo que
mostra os efeitos da PM e do tratamento com cetamina sobre a concentracao de
nitrito/nitrato em ratas fémeas. Estes resultados sugerem que o efeito neuroprotetor
da cetamina sobre a concentracao de nitrito/nitrato pode estar relacionado ao sexo e
diferentes regides cerebrais.

O presente estudo também demonstrou um aumento da atividade da MPO no

hipocampo de ratos machos submetidos a PM e o tratamento com cetamina foi capaz



46

de reverter este aumento; e nas fémeas privadas, o tratamento com cetamina diminuiu
a atividade da MPO no CF em relacdo ao grupo controle e ao privado. De fato, o
aumento da atividade da MPO foi correlacionado com a peroxidagcdo lipidica e
sintomas depressivos em humanos (Vaccarino et al., 2008; Galecki et al., 2010). A
enzima MPO esta presente nos neutrofilos, monadcitos e células microgliais. Ainda,
além das EROs, a MPO induz a uma producdo de citocinas pro-inflamatorias
envolvidas em doengas neurodegenerativas (Lefkowitz e Lefkowitz, 2008) e na perda
da neurogénese no hipocampo (Ekdahl et al., 2003). Pesquisas mostraram que niveis
altos da enzima MPO foi relacionada com o TDM (Maciel et al., 2018; Vaccarino et al.,
2008). Corroborando os presentes achados, Maciel e colaboradores (2018),
mostraram que o tratamento agudo com cetamina foi capaz de diminuir a atividade da
MPO em algumas estruturas cerebrais relacionadas ao TDM. Desta forma, o presente
estudo sugere que a cetamina € capaz de apresentar um efeito neuroprotetor sobre a
atividade da MPO.

Os grupos sulfidrila (SH) s&o considerados os maiores e mais frequentes
antioxidantes no plasma (Pérez et al., 2012). Como se sabe, a redugdo nos niveis de
sulfidrila indicam maior dano oxidativo a proteina, pois a maioria das proteinas
plasmaticas possui grupamentos sulfidrila livres, que podem ser oxidados pela acao
de radicais livres (Zoppi et al., 2003; Souza et al., 2010). Assim, a quantificacdo da
concentracdo plasmatica dos grupamentos sulfidrila totais fornece uma ideia do nivel
de ataque oxidativo a proteinas plasmaticas (Zoppi et al., 2003). Ainda, diversas
patologias como doencas -cardiovasculares, aterosclerose, cancer e doencas
neurodegenerativas se associam com oxidacdo ou modificacdo dos grupamentos
sulfidrilas de maneira a sugerir sua atuacao na fisiopatologia desses quadros (Oliveira
e Laurindo, 2018). De fato, o presente estudo mostrou que somente os ratos machos
submetidos a PM diminuiram o contetdo de sulfidrilas no CF e no hipocampo,
sugerindo que a PM levou a um maior dano a proteinas nestas regides cerebrais e
que isto também possa estar relacionado ao sexo. Além disso, a cetamina ndo
exerceu efeitos no conteudo de sulfidrilas de ratos machos ou fémeas que foram
submetidos a PM. Este é o primeiro estudo que mostra o efeito da cetamina sobre o
conteudo de sulfidrilas em regides cerebrais em ratos machos e fémeas submetidos
a PM, sugerindo que o efeito antidepressivo da cetamina possa estar relacionado a
outras vias cerebrais relacionadas ao estresse oxidativo, tais como peroxidacao

lipidica e carbonilacéo de proteinas.



47

O sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas SOD e CAT. Essas enzimas
agem por meio de mecanismos de prevencao, impedindo e/ou controlando a formacgéo
de radicais livres e espécies ndo-radicais, envolvidos com a iniciagdo das reacdes em
cadeia que culminam com propagagcdo e amplificagdo do processo e,
consequentemente, com a ocorréncia de danos oxidativos (Ferreira e Matsubara,
1997; Schneider e Oliveira, 2004). Alguns estudos ja demonstraram que a atividade
da SOD e da CAT estdo reduzidas em pacientes com TDM (Herken et al., 2007,
Padurariu et al., 2010).

O presente estudo mostrou que a PM foi capaz de diminuir a atividade da SOD
e da CAT no CF e hipocampo dos ratos machos e fémeas. De fato, outros autores ja
observaram que em animais submetidos ao protocolo de PM, as atividades da SOD e
CAT encontram-se reduzidas nas regifes cerebrais relacionadas a regulagdo do
humor, tais como CF, hipocampo e nucleo acumbens (Che et al., 2015; Liu et al 2015;
Réus et al., 2015a; Ortmann et al., 2016; Maciel et al., 2018). Além disso, o presente
estudo também mostrou que os ratos machos e fémeas privados tratados com
cetamina ndo tiveram alteragbes na atividade da SOD e da CAT. Gazal e
colaboradores (2014) demonstraram que o tratamento com cetamina foi capaz de
diminuir a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT em animais submetidos a
um modelo animal de mania. Ainda, Hou e colaboradores (2013) mostraram que a
administragao cronica de cetamina, em animais submetidos ao modelo animal de
esquizofrenia, foi capaz de aumentar o 6xido nitrico no CPF, hipocampo e soro e
diminuiu a atividade da SOD no hipocampo. No entanto, dependendo do tempo em
gue a cetamina é administrada, esta pode ter um efeito antioxidante. Como mostrado
por Réus e colaboradores (2015d), a atividade da SOD foi aumentada nos animais
controles que receberam cetamina por 14 dias no CF e nlcleo acumbens e foi
diminuida nos animais privados que receberam salina e cetamina.

Estudos jA mostraram que mulheres e homens tém diferencas na ativacao
imunologica (Fish et al, 2008) e, que estas diferencas na ativacdo, podem estar
relacionadas com a sintomatologia e prevaléncia do TDM. De fato, diferencas sexuais
nos marcadores inflamatérios relacionados ao TDM foram relatadas por Domenici e
colaboradores (2010), que encontrou interacdes significativas entre sexo e
diagnéstico, incluindo horménio de crescimento e proteinas envolvidas na resposta

imune.
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A IL-6 € uma citocina inflamatoria potente, com atividade redundante e
pleiotrépica que medeia uma série de funcdes fisioldgicas, incluindo a diferenciacao
de linfécitos, proliferacdo e sobrevivéncia celular, além de potencializar sinais
apoptoéticos (Heinrich et al., 1998; Kamimura et al., 2003). Adicionalmente, a IL-6
exerce efeitos na formacéo 6ssea, metabolismo geral e fungdes enddcrinas, tendo a
habilidade de afetar diversos tecidos e 6rgaos (Wolvekamp e Marquet, 1990; Ershler,
1993). Estudos clinicos e com animais tém mostrado que a IL-6 pode ter um
importante papel na fisiopatologia do TDM bem como nos efeitos do seu tratamento
(Nukina et al., 2001; Jankord et al., 2010; Augustine et al., 2014). Niveis aumentados
de IL-6 podem levar a uma disfuncédo do eixo HPA, alteragdes na neurotransmissao
sinaptica e reducdo dos fatores neurotréficos (Ting et al., 2020). O presente trabalho
mostrou que o0s ratos machos privados tiveram aumento nos niveis da IL-6 no
hipocampo e o tratamento com cetamina foi capaz de reverter este efeito. Nukina e
colaboradores (2001) demonstraram que concentracdes plasmaticas de IL-6
aumentaram ap0s uma hora de estresse, e logo apdés, diminuiram gradativamente.
Ainda, outro estudo mostrou que houve um aumento na expressdo de RNAm da IL-6
juntamente com um aumento de quatro vezes nos niveis da IL-6 circulante no
hipotalamo de ratos submetidos ao protocolo de estresse (Jankord et al., 2010). Em
relacdo ao tratamento com cetamina, Yang e colaboradores (2013) mostraram que
administracdo deste farmaco diminuiu significativamente o tempo de imobilidade dos
ratos no teste do nado forgado e diminuiu a expresséo de IL-6 no CF e hipocampo.
Os achados do presente estudo sugerem que a PM foi capaz de induzir um estado
inflamat6rio em algumas regides cerebrais relacionadas ao TDM e os efeitos
antidepressivos induzidos pela cetamina podem estar associados a diminuicdo dos
niveis cerebrais de IL-6.
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6. CONCLUSAO

Em consonéncia ao objetivo geral deste trabalho, os dados obtidos com a
pesquisa, possibilitaram observar as diferencas da acdo da cetamina em areas
cerebrais envolvidas com o TDM e ainda, a atividade de biomarcardores associados
a comportamentos depressivos em animais machos e fémeas. Tais resultados
contemplam a cetamina como uma promissora forma de tratamento do TDM,
considerando a reducao e a reversdo de biomarcadores neuroinflamatorios.

O modelo experimental de privacdo materna também foi fundamental para
obtencdo dos resultados. Entretanto, se faz necessario observar as variaveis
destacadas na discussao apresentada, considerando os resultados obtidos em ratos
machos e fémeas assim como as varaveis observadas em regides distintas do cérebro
envolvidas com o TDM.

Neste contexto ainda que os resultados apresentem eficacia em relacdo aos
biomarcadores inflamatérios e de estresse oxidativo, sugere-se novos estudos com o
objetivo de avaliar o comportamento de fémeas e machos em outros periodos da vida,
assim como a possivel inibicdo do ciclo estral, para averiguacdo das discrepancias
observadas com relacdo a privacdo materna e os efeitos da cetamina em outras fases
de vida, especialmente das fémeas.

Por fim, considera-se que os achados deste estudo contribuirdo para pesquisas
futuras na busca de novas e, cada vez mais eficazes alternativas de tratamento para
o TDM.
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