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RESUMO

Estudos recentes indicam que a via de sinalizagdo da proteina alvo da
rapamicina em mamiferos (MTOR) esta relacionada com a
fisiopatologia do transtorno depressivo maior (TDM). A cetamina, um
antagonista do receptor N-metil-D-asparto (NMDA), foi identificada
como uma nova terapia para 0 TDM, no entanto, o seu mecanismo de
acdo como antidepressivo ndo € ainda totalmente compreendido.
Evidéncias indicam que a ativagdo da via mTOR no cortéx frontal (CF)
é requerida para os efeitos antidepressivos da cetamina. Assim, o
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos comportamentais e
neuroquimicos em diferentes regiGes cerebrais apds a administracdo de
cetamina e a inibicdo da via de sinalizagdo mTOR no CF de ratos. Para
este fim, ratos Wistar machos adultos foram divididos em 4 grupos
experimentais: 1) veiculo + sal; 2) veiculo + rapamicina; 3) veiculo +
cetamina 15 mg/kg; 4) rapamicina + cetamina 15 mg/kg. O inibidor
farmacoldgico da via mTOR, a rapamicina na dose de 0,2 nmol ou
veiculo (grupo controle), foram administrados diretamente no CF 1 hora
antes do teste do nado forcado (TNF) e 30 minutos antes da
administracdo intraperitoneal de cetamina ou salina. Apés o TNF as
estruturas cerebrais: CF, amigdala, hipocampo e ndGcleo acumbens
(NAc) e soro foram retirados para as analises bioquimicas (parametros
de estresse oxidativo e nitrosativo, niveis de citocinas e niveis de
proteinas relacionadas com a via mTOR e estresse de reticulo (ER)). Os
resultados mostraram que a rapamicina foi capaz de bloquear os efeitos
antidepressivos da cetamina no tempo de imobilidade no TNF. A
cetamina aumentou o0s niveis das espécies reativas ao 4acido
tiobarbitdrico (TBARS), carbonilagdo de proteinas, niveis de
nitrito/nitrato e atividade da mieloperoxidase (MPO) e diminuiu a
atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) em algumas &reas cerebrais analisadas. No entanto, a
inibicdo da via de sinalizacdo mTOR pela rapamicina no CF, foi capaz
de proteger contra o estresse oxidativo através da diminuicdo do dano a
proteinas e lipideos e 0 aumento das enzimas antioxidantes. Os niveis do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) aumentaram no soro apés a
administracdo de cetamina. Os niveis da proteina mTOR foram
reduzidos no grupo rapamicina tratado com salina e cetamina no CF.
Houve uma reducédo nos niveis de p4EBP1 no grupo rapamicina tratado
com cetamina no CF e NAc e ainda, os niveis da peEF2K foram
aumentados no CF no grupo veiculo tratado com cetamina e diminuidos
no grupo rapamicina tratado com cetamina. Os niveis de PERK e IRE1-






alfa foram diminuidos no CF no grupo rapamicina tratado com
cetamina. Os achados do presente estudo sugerem que a inibicdo da via
de sinalizacdo mTOR pode estar envolvida, pelo menos em parte, com o
mecanismo de acdo da cetamina; e que o efeito antidepressivo da
cetamina sobre 0s niveis das proteinas do ER podem ser mediados pela
via de sinalizagdo mTOR em areas cerebrais envolvidas com a regulacéo
do humor. Sugere-se também que a inibicdo da via mTOR pode proteger
0 cérebro contra o estresse oxidativo e nitrosativo induzidos pela
cetamina.

Palavras-chave: mTOR; estresse oxidativo; estresse de reticulo;
sistema glutamatérgico; cetamina; transtorno depressivo maior.






ABSTRACT

Recent studies have indicated that signaling of the mammalian target of
rapamycin  (MTOR) is related to the pathophysiology of major
depressive disorder (MDD). Activation of the mTOR pathway is also
shown to be necessary for the rapid antidepressant actions of the N-
methyl-D-aspartate (NMDA) glutamate receptor antagonist. Ketamine,
an N-methyl-D-aspartate  (NMDA) receptor antagonist, has been
identified as a novel MDD therapy; however, the antidepressant’s
mechanism of action is not fully understood. In addition, the effects of
ketamine after mTOR inhibition have not yet been fully investigated.
Thus, the present study was aimed at evaluating the behavioral and
molecular effects of ketamine administration, when used as an
antidepressant, after the inhibition of the mTOR signaling pathway in
the prefrontal cortex of Wistar rats. For this purpose, 60-day old male
Wistar rats were divided into 4 experimental groups (n = 10): 1) vehicle
+ saline; 2) vehicle + ketamine 15 mg/kg; 3) rapamycin + saline; 4)
rapamycin + ketamine 15 mg/kg. The pharmacological inhibitor of the
MTOR pathway, rapamycin (at the dose of 0,2 nmol) or the vehicle
(control group), were administered directly into the prefrontal cortex 1
hour before the behavioral and forced swimming tests, and 30 minutes
prior to the intraperitoneal administration of ketamine or saline. After
the forced swim test, the animals were killed by decapitation and the
prefrontal cortex, amygdala, hippocampus and nucleus acumbens were
removed for biochemical analysis. The parameters of oxidative and
nitrosative stress, and the levels of cytokines and proteins related to the
mTOR pathway and reticulum stress (RE) were then evaluated. mTOR
activation in the PFC was essential to the antidepressant-like effect of
ketamine. Ketamine increased the levels of lipid damage in the PFC,
hippocampus, and amygdala. The level of protein carbonyl was found to
be elevated within the PFC, amygdala and NAc after ketamine
administration. Ketamine also increased the levels of nitrite/nitrate in
the PFC, hippocampus, amygdala, and NAc. Myeloperoxidase activity
increased in the hippocampus and NAc after ketamine administration.
The activities of superoxide dismutase and catalase were reduced after
the administration of ketamine in all of the brain areas studied.
Inhibition of the mTOR signaling pathways by rapamycin within the
PFC was required to protect against oxidative stress by reducing the
levels of damage, and increasing the levels of antioxidant enzymes.
Finally, ketamine was found to have caused an increase in the levels of
TNF-a in serum, however, in the rapamycin plus treatment group, it was






not able to block this increase. The levels of mTOR were found to have
reduced in the rapamycin group which was treated with saline and
ketamine in the PFC; p4EBPL levels were reduced in the rapamycin
group which was treated with ketamine in the PFC and nucleus
accumbens; the levels of peEF2K were increased within the PFC in the
vehicle group which was treated with ketamine, and were reduced in the
rapamycin group treated with ketamine. The PERK and IRE1l-alpha
levels were decreased within the PFC in the rapamycin group which was
treated with ketamine. The results of the present study suggest that
inhibition of the mTOR signaling pathway may be involved, at least in
part, with the mechanism of action of ketamine; and that the
antidepressant effect of ketamine on ER protein levels may be mediated
by the mTOR signaling pathway in some brain areas. It is also suggested
that inhibition of the mTOR pathway is able to protect some brain areas
against oxidative and nitrosative stress.

Keywords: mTOR; oxidative stress; reticulum stress; glutamatergic
system; ketamine; major depressive disorder.
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1 INTRODUCAO
1.1 DEPRESSAO

O transtorno depressivo maior (TDM) tem enormes
consequéncias para a qualidade de vida das pessoas, e é uma das formas
mais prevalentes de doenca mental (Larsen et al., 2010). E um
transtorno clinico e biologicamente heterogéneo, com 10%-30% das
mulheres e 7%-15% dos homens susceptiveis de sofrerem depressdo em
sua vida atil (Briley e Moret, 2000). Além disso, pacientes que sofrem
depressdo severa apresentam altas taxas de morbidade e mortalidade,
com consequéncias econdmicas e sociais profundas (Nemeroff e Owens,
2002).

As combinacbes de multiplos fatores genéticos podem estar
envolvidas no desenvolvimento do TDM, entretanto um defeito em um
Gnico gene normalmente ndo induz a expressdo dos sintomas da
depressdo (Burmeister, 1999). Além disso, varios fatores ndo genéticos,
como estresse, trauma afetivo, infec¢do viral, do desenvolvimento
neurolégico e outras anormalidades aumentam a complexidade da
patogénese do transtorno (Nemeroff e Owens, 2002).

O Manual Diagndstico e Estatistico de Doengas Mentais, 1V
edicdo da Associacdo Americana de Psiquiatria (DSM-1V) caracteriza o
TDM como tendo dois sintomas principais — humor deprimido e/ou
anedonia, definida como a perda do prazer das coisas que normalmente
sdo agradaveis. Para o diagnostico é necessario também a presenca de
pelo menos outros cinco sintomas associados, como por exemplo, perda
de apetite, distarbios do sono, agitacdo ou retardo psicomotor,
diminuicdo da energia, sentimentos de inutilidade e culpa e/ou ideagdo
suicida). Estes sintomas devem persistir por pelo menos duas semanas e
causar prejuizo significativo do funcionamento social, profissional e
pessoal (Duman et al., 1998).

Como uma compreensdo béasica do tratamento do TDM, a
hip6tese monoaminérgica foi formulada em meados dos anos 1960 com
base na eficicia dos antidepressivos na recaptacdo de monoaminas
(Belmaker, 2008). Esta hipdtese sugere uma deficiéncia ou desequilibrio
nos neurotransmissores monoaminérgicos, tais como dopamina,
serotonina (5-HT) e norepinefrina (NE), como a causa do TDM. Entre
0s agentes terapéuticos, 0s antidepressivos triciclicos, incluindo,
inibidores da monoamina oxidase e inibidores seletivos da recaptagdo da
serotonina (ISRSs) exercem sua acdo terapéutica através de sua
capacidade em aumentar o contetido sindptico dos neurotransmissores
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monoaminérgicos (Morilak, 2004). Embora as ag¢fes do tratamento
agudo destes farmacos estejam envolvidas com a modula¢do do sistema
monoaminérgico, sua acdo em longo prazo ainda ndo sdo totalmente
compreendidas.

O tratamento atual para depressdo é geralmente seguro e efetivo,
porém estd longe do ideal, pois se estima que mais de um terco dos
pacientes que sofrem de depressdo s&o resistentes ao tratamento e para a
maioria destes o tratamento com antidepressivos monoaminérgicos esta
inadequado (Trivedi et al., 2006). Assim, se faz necessario a utilizagdo
de terapias inovadoras com novos e rapidos mecanismos de acdo
(Lapidus et al., 2013).

1.2 REGIOES CEREBRAIS ENVOLVIDAS NO TDM

Uma variedade de alteragGes neuroanatdbmicas foi encontrada em
varias populac@es de individuos que sofrem dos mais diferentes tipos de
transtornos psiquiatricos, entre eles 0 TDM (Joseph, 1996). No TDM, as
regibes cerebrais mais estudadas sdo as areas frontais e suas conexoes,
bem como as areas temporais (Rozenthal et al., 2004). 0 cortex
frontal (CF) mantém intimas conexfes com as vias limbicas,
amplamente relacionadas com a regulagdo dos aspectos emocionais
(Rozenthal et al., 2004). Estudos pds-mortem mostraram que individuos
deprimidos apresentaram uma diminuicdo na espessura cortical,
tamanho neuronal e perda de células da glia nas camadas I1-1V do cértex
orbito frontal rostral (Ongur et al., 1998; Rajkowska et al., 1999). Além
disso, reducdes gliais e neuronais, em todas as camadas, bem como
reducdo do tamanho das células, foram relatadas no CF dorsolateral
(Ongur et al., 1998). Perda de células da glia no CF subgenual também
foi associada com 0 TDM (Ongur et al., 1998).

O CF também ¢é particularmente importante como um alvo de
projecdes do sistema monoaminérgico, bem como, anormalidades em
seus receptores, transportadores e sistemas de segundo mensageiros que
sdo também descritas no TDM (Arango et al., 1995; Biver et al., 1997;
Duman, 1998; Mintun et al., 2000). Além disso, o CF orbito medial
possui altas concentragBes de receptores de glucocorticdides, o que o
torna potencialmente vulneravel a danos mediados pelo estresse (Sheline
et al., 2003).

Vaérios estudos também tem avaliado o volume do hipocampo no
TDM. Estudos de ressonancia cerebral em pacientes deprimidos indicam
uma significativa reducdo do volume do hipocampo em comparagédo
com individuos saudaveis (Sheline et al., 1996, 1999; Shah et al., 1998;
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Bremner et al., 2000; Bell-McGinty et al., 2002; MacQueen et al.,
2003). A perda de volume parece estar relacionada com a associagdo
entre a depressdo aguda e disfuncBes na memdria declarativa (Burt et
al., 1995) e memoria de recordacdo (Mac-Queen et al., 2003). Bowley e
colaboradores (2002) também mostraram, em um estudo pos-mortem,
uma perda de células da glia no giro denteado do hipocampo, bem como
na amigdala, em pacientes deprimidos. Outro estudo relatou um
aumento da densidade de empacotamento de células neuronais e gliais, 0
gue sugere uma diminuicdo do neuropilo, area formada por dendritos
compactados, do hipocampo no TDM (Stockmeier et al., 2004).

A amigdala também vem sendo amplamente estudada nos

transtornos afetivos por estar intimamente relacionada ao aprendizado
emocional (Kennedy et al., 1997). Ao contrario do CF e do hipocampo,
0s quais tém a atividade e volume reduzidos no TDM, a amigdala possui
a atividade e a morfologia aumentadas (Drevets, 2003). De fato, estudos
de imagem mostraram um aumento no volume da amigdala em
pacientes com TDM (Bremmer et al., 2000; Lange e Irle, 2004). Além
disso, em modelos animais, foi mostrado que a atividade nesta regiao
aumenta quando o animal se depara com estimulos carregados de
emocdo e a estimulacdo da amigdala central resulta em respostas
emocionais, como o medo, na auséncia de estimulos externos
(Rozenthal et al., 2004). Neste contexto, estas alteracBes encontradas na
amigdala eventualmente podem contribuir para a ativacdo de circuitos
neurais que controlam o medo, a ansiedade e a emocdo (Pittenger e
Duman, 2008).
Outra estrutura cerebral na qual a neuroplasticidade pode estar
relacionada aos efeitos do estresse e aos sintomas da depressdo é o
estriado ventral, incluindo o ndcleo acumbens (NAc). O NAc
desempenha um papel central nos mecanismos de defesa natural, e ja foi
demonstrado que alteragdes nessa estrutura estdo relacionados ao TDM,
principalmente com os sintomas de anedonia (Dunn et al., 2002; Nestler
e Carlezon, 2006). Por tanto, tanto o estresse agudo quanto o crénico
podem exercer diversos efeitos nas diferentes funcdes e regides
cerebrais, um fato importante para melhor compreender a fisiopatologia
da depresséo.

1.3 SISTEMA GLUTAMATERGICO E TDM

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do sistema
nervoso central (SNC) e desempenha um papel central na plasticidade
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sindptica, no aprendizado e na memoria (Orrego et al., 1993), dentre
outros processos. Alguns estudos revelam os mecanismos intracelulares
pelos quais o glutamato causa alteracfes na eficiéncia sinaptica,
transcricdo génica e morfologia neural (Mayer e Westhrook, 1987; Kind
e Neumann, 2001). Por outro lado, o glutamato também esta envolvido
em processos fisiopatolégicos, incluindo, dor, trauma, epilepsia,
esquizofrenia, entre outros (Orrego et al., 1993).

Este aminoacido € sintetizado nos terminais pré-sinapticos,
predominantemente a partir da glutamina através da acdo da enzima
glutaminase, mas pode provir do a-cetoglutarato, via glutamato
desidrogenase e a-cetoglutarato aminotransferases (Kvamme et al.,
1998). Um aumento nas quantidades de glutamato na fenda sinaptica
pode levar a estimulacdo excessiva dos receptores glutamatérgicos com
consequente morte neuronal (Lipton e Rosenberg, 1994). Entretanto a
acdo excitatoria do glutamato é finalizada através da sua captacéo pelas
células gliais ou pelos neurdnios pré-sinapticos, onde é armazenado em
vesiculas sinapticas (Kvamme et al., 1998).

Para exercer suas funcbes, o glutamato & empacotado em
vesiculas sinapticas de calcio-dependente através dos transportadores de
glutamato vesicular (VGLUTS) (Figura 1) (Meloni et al., 1993) e logo
apos, as proteinas do complexo SNARE (soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor [NSF]- attachment protein receptor) realizam sua
exocitose para a fenda sinaptica (Lesch et al., 2002) permitindo sua
ligagdo a receptores ionotrépicos (iGIUR) e metabotrépicos (MGIUR). Os
receptores iGIUR sdo subdivididos em receptores NMDA (N-metil-D-
aspartato), AMPA  (acido  a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-
propibnico) e cainato. Estes possuem canais idnicos com condutancia
seletiva para Ca’* e Na'. Uma vez, ativados, ocorre o influxo desses
cations favorecendo a despolarizacdo do neurdnio (Dingledine et al.,
1999). Ja os mGIuR iniciam sua cascata de transducdo de sinal através
de seu acoplamento a proteina G, e dessa forma, séo divididos em trés
grupos: grupo | (mGIuR1 e mGIuR5), grupo Il (mGIuR2 e mGIuR3) e
grupo 1 (mGluR4, mGIuR6, mGIuR7, mGIuR8) (Pilc et al., 2008).
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Glutamato pré-sindptico

Glu

Glutamato pos-sindptico

Figura 1 - Representacdo da sinapse glutamatérgica. Glutamina (GIn) é
convertida em glutamato (Glu) através da enzima glutaminase. O glutamato é
empacotado em vesiculas pré-sinapticas através dos transportadores de
glutamato vesicular (VGLUT). Apds sua liberagdo, o glutamato pode se ligar
aos seus receptores metabotropicos (mGIuR) ou ionotrépicos (iGIUR). O
glutamato secretado no espago extracelular é transportado para 0 espago
intracelular por transportadores de aminodcidos excitatorios (EAAT). Os
EAATs estdo presentes em astrdcitos (célula glial) e em neurdnios. Nos
astrocitos o glutamato é convertido a glutamina (GlIn), a qual é exportada para o
espago extracelular e captada pelos neurdnios onde é novamente convertida a
glutamato (Adaptado de Niciu et al., 2012).

Nos Ultimos anos, varios estudos tém demonstrado que a
excitacdo glutamatérgica e a sinalizagdo do receptor NMDA
desempenham um papel central na fisiopatologia do TDM (Ghasemi et
al., 2014). Neste contexto, evidéncias de um estudo pést-mortem
mostraram um aumento nos niveis corticais de glutamato em pacientes
com depressdo (Hashimoto et al., 2007). Auer e colaboradores (2000)
demonstraram uma diminuicdo nos niveis de glutamato, glutamina e
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GABA em pacientes com depressdo. Além disso, Sanacora e
colaboradores (2004; 2008) também observaram em individuos com
depressdo, um aumento do glutamato cortical juntamente com uma
diminuicdo nos niveis de GABA, além de uma alteragdo nos receptores
NMDA e AMPA em algumas areas cerebrais. Notavelmente, 0s
antidepressivos tradicionais a base de inibidores de monoaminas se
mostraram capazes de regular a expressdo e funcdo dos receptores
glutamatérgicos (Paul et al., 1994). Tomados em conjunto, estes dados
indicam que existe uma alteracdo da sinalizacdo glutamatérgica nos
transtornos de humor e que é necessario a busca de agentes moduladores
do sistema glutamatérgico que podem ser promissores para o tratamento
da depressao.

1.4 VIA DE SINALIZACAO MTOR E TDM

A proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mMTOR) é uma
proteina quinase evolutivamente conservada que fosforila o sitio
serina/treonina de seus alvos e tem sua agdo inibida pela rapamicina, um
macrolideo proveniente de uma bactéria chamada Streptomyces
hygroscopicus. A extremidade C terminal da mTOR contém um
dominio quinase catalitico que, por sua vez, contém pequenas regides
que sdo locais de fosforegulagdo chamados dominios regulatérios
negativos (NRD) ou dominios repressores (Li et al., 2010). No interior
destas regides, a fosforilagdo da treonina 2446, serina 2448 e serina
2481 estdo vinculadas a altos niveis de atividade da mTOR (Jacinto,
2004). Préximo a este dominio, esta o dominio de ligacdo a rapamicina,
em que a ligacdo de rapamicina a proteina de ligacdo FK506 (FKBP12)
interrompe a interacdo chave para o funcionamento da mTOR, que
controla a traducéo pela formacdo de um complexo sinalizador (Guertin
e Sabatini, 2005).

A proteina mTOR é formada por dois complexos protéicos
denominados complexo 1 da mTOR (MTORC1) e complexo 2 da
MTOR (MTORC2). O mTORC1 modula a traducdo em resposta a
nutrientes, hormonios e fatores de crescimento e também é composto
pela proteina regulatéria associada a TOR (Raptor), pela proteina
GTPase subunidade B (mLSTS) e pela proteina de interagdo que contém
0 dominio mTOR (Deptor) que normalmente inibi a mTORC1 (Hoeffer
e Klann, 2010). Alguns componentes da mTORC1 também estdo
presentes na mTORC2, como mLST8 e Deptor. Outras proteinas como a
proteina associada a TOR sensivel a rapamicina (Rictor), proteina de
interacdo da proteina quinase de mamiferos ativada por estresse
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(mSIN1) e a proteina rica em prolina (Protor) sdo encontradas apenas na
MTORC2 (Frias et al., 2006).

Os complexos mTORC1 e mTORC2 fosforilam substratos
diferentes e regulam fungdes distintas. A mTORC2 fosforila membros
da familia de proteinas quinase AGC, tais como, proteina quinase B
(AKT), proteina quinase regulada por glucocorticdides 1 (SGK1) e
proteina quinase C (PKC), as quais controlam a sobrevivéncia celular e
a organizacéo do citoesqueleto (Garcia-Martinez et al., 2008). Por outro
lado, a MTORCL estimula o crescimento e a proliferacdo celular pelo
aumento da fase de iniciacdo da traducdo e isto é mediado por dois
alvos: a proteina de ligacdo chamada fator de iniciagdo de traducdo
eucariotica 4E (elF4E) e a proteina quinase S6 (S6K) (Hay e Sonenberg,
2004). Em contrapartida, os mecanismos que induzem ou ativam a
cascata de sinalizacdo mTOR ainda permanecem desconhecidos, porém
alguns estudos ja mostraram que a proteina mTOR pode ser ativada
pelos receptores ionotrépicos NMDA e AMPA, pelos receptores
metabotropicos (MGIuRs) e pelo receptor do fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF) e pela tirosina quinase (TrKB) (Farber et al, 1998;
Li et al, 2010) (Figura 2).
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Figura 2 - Via de sinalizagdo mTORC1 e mTORC2. Receptores e canais neurais
(NMDA -R, Trk - B, mGIuR D1R e D2R ) ativam a cascata de sinalizagdo
MTORCL. Os receptores e canais neurais que regulam a atividade da mTORC2
é atualmente desconhecido. A atividade da mTORCL1 regula vérios efetores de
tradugdo (S6K , 4E-BP , eEF2K) e a mTORC2 pode modular a atividade da
mTORCL1 diretamente (S2448) ou indiretamente (Akt , cPKC , SGK1). O
substrato S6K da mTORC1 podem fosforilar Rictor ente os dois complexos
TORC. A mTORC1 e mTORC2 regulam varios metabolismos neurais criticos,
incluindo a tradugo, a estrutura do citoesqueleto, a estabilidade da proteina e a
transducdo de sinal. Abreviagdes: P vermelho denota regulacdo inibitoria e P
verde denota regulacdo estimulante (Adaptado de Hoeffer e Klann, 2010).

Recentemente, um estudo mostrou déficits na sinalizacdo da
proteina mTOR em pacientes com transtorno bipolar durante a fase
depressiva (Machado-Vieira et al., 2015). Além disso, em roedores foi
demonstrado que a cetamina induziu uma rapida ativacdo da cascata
MTOR levando a um aumento das proteinas sinapticas e de sinapses CF
(Li et al., 2010). Outro estudo relatou que ratos submetidos por oito
semanas a um protocolo de estresse crénico apresentaram alteracdes na
via de sinalizacdo da mTOR na amigdala (Chandran et al., 2013).
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Hoeffer e Klann (2010) demonstraram que a cetamina produziu um
aumento na atividade das proteinas ERK (ERK1 e ERK?2) e da proteina
quinase B (PKB/AKT) que estdo relacionadas com a ativagdo da
sinalizacdo da mTOR.

Além da cetamina, outros farmacos antidepressivos, tais como, a
imipramina, um antidepressivo triciclico, e a fluoxetina, um inibidor da
receptacdo de serotonina, mostraram efeitos na via de sinalizagdo mTOR
(Chadran et al., 2013). Jeon et al. (2011) relataram que a administragdo
de imipramina inibiu a sinalizacdo PI3BK/AKT/mTOR e Warren et al.
(2011) demonstraram que a administracdo de fluoxetina em combinagéo
com o psicoestimulante metilfenidato induziu um aumento da atividade
da mTOR. No entanto, mais estudos sdo necessarios para caracterizar a
via de sinalizagdo mTOR na depressdo e sua participacdo nos
mecanismos de a¢do dos antidepressivos.

1.5 ESTRESSE OXIDATIVO, INFLAMAGAO E TDM

Evidéncias demonstram que a ativacdo da inflamag&o e da via do
estresse oxidativo e nitrosativo sdo fatores fisiopatoldgicos envolvidos
no TDM (Maes et al., 2008). De fato, as respostas inflamatorias séo
conhecidas por ser acompanhadas por uma inducdo das vias tanto de
estresse oxidativo quanto de estresse nitrosativo (Figura 3) (Maes et al.,
2011). Assim, a inflamacdo e os processos metabélicos mitocondriais
sdo acompanhados pela geracdo de radicais livres, que sdo moléculas
altamente reativas (Maes et al., 2011).
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Figura 3 - Vias inflamatorias e de estresse oxidativo e nitrosativo que causam a
progressdo degenerativa. Processos inflamatérios e uma reduzida capacidade
antioxidante, o qual é parcialmente induzido pelo estresse oxidativo e
nitrosativo. Os estresses oxidativo e nitrosativo podem aumentar a resposta
inflamatdria. Assim, levando a um dano em acidos graxos, proteinas, DNA e
mitocdndria, e consequentemente, podendo causar disfuncdes da membrana
celular, perda do bom funcionamento das proteinas, morte celular, apoptose e
surgimento de transtornos neurodegenerativos (Adaptado de Maes et al., 2011).

Espécies reativas de oxigénio (ERQ) e as espécies reativas de
nitrogénio (ERN), tais com o tais como o anion superéxido (O,"),
peroxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (HO), éxido nitrico
(ON) e o peroxinitrito (ONOO-), sdo produzidos em todos os
organismos aerébios e normalmente estdo na célula em equilibrio com
moléculas e enzimas antioxidantes (Maes et al., 2011; Suthammarak et
al., 2013). As defesas antioxidantes compreendem mecanismos
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enzimaticos exercidos pelas enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e
a glutationa S transferase (GST). Além da funcéo das enzimas, existem
as defesas ndo enzimaticas exercidas pela glutationa reduzida (GSH),
vitamina C, vitamina E, N-acetilcisteina (NAC), entre outros (Pandya et
al., 2013).

O estresse oxidativo é uma condicdo na qual ocorre desequilibrio
entre a producgdo de radicais livres e defesas antioxidantes (Nordberg e
Arner, 2001). Em condi¢des normais, a producdo de ERO e de ERN é
regulada por sistemas antioxidantes. Porém, quando produzidas em
excesso essas espécies podem reagir com acidos graxos, proteinas e
DNA levando assim, & modificacdes de DNA, proteinas e lipidios, como
também, ativacdo de diferentes fatores de transcri¢cdo, com consequente
aumento de citocinas, tanto prd, quanto anti-inflamatorias (Birben et al.,
2012). Além disso, a producdo e o acumulo das ERO e ERN é um
denominador comum em muitas doencas, tais como o TDM, e pode
conduzir a um dano celular grave levando a uma disfuncéo fisioldgica e
até a morte celular (Scandalios, 2005).

De fato, alguns estudos prévios, tanto em humanos quanto em
modelos animais, ja relataram a associacdo entre 0 TDM e o estresse
oxidativo. Bilici e colaboradores (2001) mostraram um aumento das
ERO no plasma de pacientes com TDM. Porém, um fator importante é
gue o desbalancgo oxidativo em pacientes com TDM foi reduzido apds o
tratamento com antidepressivos classicos (Bilici et al., 2001; Behr et al.,
2012; Lee et al., 2013). J& em modelos animais, um estudo mostrou que
ratos submetidos a um protocolo de estresse crénico moderado (ECM)
tiveram aumento na produgdo de superoxido, no hipocampo, CF e
cortex cerebral e de TBARS no cortex (Lucca et al., 2009a). Também ja
foi demonstrado que ratos submetidos ao TDM tiveram um aumento na
carbonilacdo de proteinas no CF, hipocampo, estriado e cortex; nos
niveis de TBARS no cerebelo e estriado; na atividade da CAT no
cerebelo, hipocampo, estriado e cértex e uma diminuicédo na atividade da
SOD no CF, estriado, hipocampo e cortex (Lucca et al., 2009b).
Todavia, outro estudo relatou que a utilizacdo de antidepressivos como
harmina, um inibidor de monoamina oxidase, e imipramina, um
antidepressivo triciclico, promoveram efeitos antioxidantes no CF,
corroborando outros estudos acerca da atividade antioxidante de
antidepressivos (Réus et al., 2010). Outros estudos também observaram
que a utilizacdo da cetamina foi capaz de diminuir os danos oxidativos e
promover defesas antioxidantes em modelos animais de depresséo (Réus
etal., 20154, b; 2016).
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1.6 ESTRESSE DO RETICULO E TDM

O reticulo endoplasméatico (RE) é uma organela presente nas
células eucaridticas e pode ser classificado em dois tipos morfol6gicos
que apresentam  fungBes organizacionais  distintas:  reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) e reticulo endoplasmatico liso (REL).
Ambos séo constituidos por um sistema membranoso que se ramifica ao
longo do citoplasma, comunicando o espa¢o perinuclear, complexo de
Golgi e lisossomos por meio de vesiculas. A caracteristica marcante do
RER ¢é a presenca de ribossomos aderidos a sua membrana (Carvalho e
Recco-Pimentel, 2007).

O RER é o principal local de enovelamento de proteinas nas
células. Este processo de enovelamento é composto por uma série de
mecanismos como, dobramento, montagem, formagdo de pontes de
dissulfetos e glicolisacdo de proteinas. O dobramento de proteinas é um
processo importante e responsavel pela conversdo de cadeias lineares de
polipeptidios em estruturas tridimensionais, permitindo que as proteinas
se tornem funcionais. Alteragdes no metabolismo celular podem
prejudicar o dobramento ideal, formando proteinas imaturas (Walter e
Ron, 2011).

O acumulo de proteinas mal enoveladas no limen do RE pode
resultar em um aumento slbito na demanda da sintese protéica, de
distarbios na glicosilagdo, de perturbacdes na concentracdo de célcio e
também da sobrecarga de nutrientes (Walter e Ron, 2011). Caso estas
condicdes reprimam a capacidade da organela de restaurar a sintese
proteica, gera-se o chamado estresse de reticulo (ER) (Lionetti et al.,
2009).

Em resposta a esse desequilibrio, ou antes mesmo do
estabelecimento deste, diversos mecanismos sdo ativados, visando o
restabelecimento da homeostase da sintese protéica. Frente ao estresse
vigente, sdo ativadas vias adaptativas conhecidas coletivamente como
resposta a proteinas ndo-enoveladas (UPR; unfolded protein response)
(Hotamisligil, 2006; Ron e Walter, 2007). Neste contexto, trés proteinas
residentes da membrana do RE sdo sequencialmente ativadas: a quinase
do reticulo endoplasmético semelhante a proteina quinase do pancreas
(PERK), enzima ativada por inusitol 1 (IRE1) e o fator 6 ativador de
transcricdo (ATF6) (Figura 3). A ativacdo destas proteinas promove
uma cascata de sinalizacao intracelular que pode resultar na reducéo dos
fatores de iniciacdo de traducdo, assim como elevacdo da transcricdo
génica (Calfon et al., 2002; Chen et al., 2002). Essas alteragdes tém por
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finalidade reverter o estado de estresse do reticulo através da redugdo da
atividade ribossomal.
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Figura 4 - Vias de traducdo do sinal ativado pelo ER. (A) Em condic¢des
de equilibrio no ltmem do RE, quando a capacidade de enovelamento e
processamento protéico se mantém de acordo com a sintese de polipeptideos, a
chaperona GRP78 estd associada com as proteinas transmembranas do RE
(PERK, IRE1 e ATF®6), resultando na supressdo da atividade enzimética destas
proteinas. (B) Em condi¢cBes de ER, quando a quantidade de proteinas mal
enoveladas excede os niveis de GRP78 livre no limem do RE, esta chaperona
se dissocia da ATF6, PERK e IRE1 para aumentar a capacidade de
enovelamento. A dissociagdo da GRP78 da PERK e IREl leva a
oligomerizagdo, autofosforilagdo e ativacdo destas proteinas. Quando ativada,
PERK fosforila a subunidade a de eIF2, resultando na inibig&o global da sintese
protéica, enquanto IRE1 ativada cliva um mRNA que codifica um fator de
transcricdo especifico da URP, XBP1, aumentando a atividade transcricional de
genes alvos da URP. J4 o ATF®6, depois da dissociagdo de GRP78, se transloca
para o complexo de golgi, onde € clivado por proteases para formar o fator de
ativagdo que induz a expressdao de genes relacionados a resposta ao ER,
incluindo GRP78 (Adaptado de Paschen e Mengesdorf, 2005).
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Quando ativada a PERK fosforila o aminoéacido serina-51 da
subunidade a da proteina fator de iniciagdo de tradugdo eucaridtico 2a
(elF2), inibindo a EIF2a e assim, a tradu¢do de mRNA (Harding et al.,
1999). Neste sentido, a via PERK contribui para a redugéo do fluxo de
proteinas no RE, aliviando o estresse. Entretanto, alguns mRNAs
contendo fases abertas de leitura em regifes ndo traduzidas s&o
preferencialmente traduzidos quando o elF2a é limitado. Um destes
MRNASs codifica o fator de transcricdo ATF4. Dois genes alvos de
ATF4 importantes sdo: a proteina homdloga C/EBP (CHOP) e o gene de
parada de crescimento e inducdo de dano ao DNA 34 (GADD34 (Walter
e Ron, 2011). CHOP ¢é um fator de transcri¢do que controla genes que
codificam componentes envolvidos com a apoptose. Assim, a via PERK
contribui para a protecdo na URP, mas também pode ativar sinais de
vias de morte celular programada. Provavelmente, esta acdo dupla da
PERK ¢ influenciada pelos niveis de elF2a fosforilado, o que pode ser
demonstrado pelos efeitos de suas fosfatases especificas (Walter e Ron,
2011). J4 o GADD34, outro gene alvo de ATF4, codifica uma
subunidade da proteina fosfatase PPIC que neutraliza a PERK pela
desfoforilagdo de elF2a. A inibi¢do do complexo GADD34-PPIC
protege as células contra o ER, prolongando os niveis de elF2a
fosforilado (Marciniak et al., 2004; Tsytler et al., 2011). Porém, a
delegdo da fosfatase constitutiva de elF2a causa efeitos letais (Harding
et al., 1999), mostrando a importancia da regulacdo balanceada da
desfosforilagdo de EIF2a.

A IRE1 ¢é uma proteina transmembrana bifuncional
(cinase/endoribonuclease), que utiliza um mecanismo ndo convencional
de splicing de mRNA para iniciar a UPR. Sua fungéo ribonuclease ¢é
ativada por mudancas conformacionais que ocorrem ap6s a
oligomerizagdo e transfosforilacdo de IRE1 na membrana do RE. A
IRE1 ativada cliva um mRNA que codifica um fator de transcricdo
especifico da UPR, o XBP1. Este se liga ao ERSE (elementos de
resposta ao ER), aumentando a atividade transcricional dos genes da
UPR (Schroder, 2006). Porém, ainda ndo é bem estabelecido com IRE1
é ativada pelo ER. Uma das hipdteses € que seja através da dissocia¢do
da GRP78 (Bertolotti et al., 2000), como ocorre com a PERK e a ATF6.
Mas, ha um estudo que sugere que IRE1 é ativada diretamente por
proteinas mal enoveladas através da interacdo destas com uma espécie
de sulco no dominio luminal, o que estimularia a formagdo de
oligbmeros e consequente ativacdo da porc¢do citoplasmética de IRE1
(Credle et al., 2005).
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A ATF6 é um fator de transcricdo que é inicialmente
sintetizado como uma proteina transmembrana do RE. Quando h4 um
acUmulo de proteinas mal enoveladas no RE, esta proteina é
transportada para o complexo de golgi, onde é clivada por proteases, que
removem o dominio luminal e a porcdo transmembrana, produzindo um
dominio citoplasmatico livre, o qual é um fator de transcri¢éo ativo. Este
fator de transcricdo, entdo, se transloca para o nucleo, onde se liga a
regido promotora ERSE, resultando na ativacdo de genes alvo da UPR,
incluindo os genes que transcrevem as chaperonas (Lai et al., 2007;
Walter e Ron, 2011). O dominio luminal de ATF6, além de interagir
com a GRP78, contém pontes dissulfeto intra- e intermoleculares que
podem monitorar o ambiente do RE, como sensor redox, e contribuir
para a ativagdo desta via (Walter e Ron, 2011).

Estudos mostram que existe uma relacdo entre o estresse do
reticulo com o TDM. De fato, Bown e colaboradores (2000) revelaram
que chaperonas GRP78 e GRP94 estdo aumentadas no cértex temporal
de individuos com o TDM. Além disso, em um modelo animal de
estresse cronico, as proteinas relacionadas ao ER foram elevadas, e este
efeito foi atenuado ap6s a utilizacdo da amitriptilina, um antidepressivo
triciclico (Gourley et al., 2008). Além disso, Ishisaka e colaboradores
(2011) relataram que o0 estresse aumenta a restricdo na expressao de
genes relacionados ao RE. Dessa forma, estes resultados sugerem que 0
ER pode estar relacionado com a fisiopatologia do TDM.

1.7 LIGAGOES ENTRE A CASCATA DE SINALIZACAO MTOR E
O ESTRESSE DO RE

Alguns estudos tém mostrado uma relagdo entre o RE e cascata
de sinalizacgdo mTOR. Kato e colaboradores (2012) e Nakajima e
colaboradores (2011) destacaram que em algumas situacdes patoldgicas
a toxicidade celular causada pelo estresse do RE estdo relacionadas a
ativacdo crénica do mTORCL. Isto implica em um aparente paradoxo
em que em condicOes especificas, a proteina mTOR que é uma
reguladora de crescimento e divisdo celular, também pode sinalizar a
morte da célula (Appenzeller-Herzog e Hall, 2012). Além disso, a via de
resposta a proteinas ndo-enoveladas pode ocorrer acima ou abaixo da via
de ativagdo da mTORC1, o que designa a mTORC1, pelo menos em
algumas situag¢fes, como um componente no processo de morte celular
induzida pelo estresse do RE. A cascata que melhor
representa a ativacdo das proteinas ndo-enoveladas através da indugédo
da via abaixo da mTORCL1 é a IREla-quinase reguladora de sinal de
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apoptose 1 (ASK1)-quinase N-terminal c-Jun (JNK) (Figura 4), no qual,
a constitutiva ativacdo da mTORC1 pela perda do complexo da
esclerose tuberosa 1 (TSC1) e do complexo da esclerose tuberosa 2
(TSC2) estimula a JNK, que contribui para a inducdo da apoptose
através do estresse do RE (Kato et al., 2012; Bachar et al., 2009; Ozcan
et al., 2008). Deste modo, com a JNK ativada, este pode participar no
desenvolvimento da resisténcia a insulina (Ozcan et al., 2008),
ocorrendo em paralelo a outros mecanismos, como a facilitacdo da
lipogénese (Jurczak, et al., 2012), a ativacdo da PKR (Nakamura et al.,
2010) e a ocorréncia do feedback negativo mMTORC1-S6K1- substrato 1
do receptor da insulina (IRS1) (Tremblay et al., 2007; Um et al., 2004).
Consistente com sinalizagdo apoptdtica através da via mTORC1 - Trela
- ASK1 - JNK, a superexpressdo ou reducdo do Rheb aumenta ou
antagoniza estimulos apoptdticos em uma forma dependente da ASK1
(Karassek et al., 2010).

Além disso, a inducdo farmacoldgica da via de resposta a
proteinas ndo-enoveladas, ativa rapidamente o eixo de sinalizacdo
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato-3-quinase  (PI3K-do inglés) -Akt -
MTORCL1 (Di Nardo et al., 2009; Li et al., 201; Kato et al., 2012;) que
depende especificamente da ATF6a (Yamazaki et al., 2009). No
entanto, o tratamento prolongado com — agentes indutores do estresse do
RE, inibe a Akt (Hu et al., 2004; Hosoi et al., 2007; Di Nardo et al.,
2009; Yamazaki et al., 2009; Ishigaki et al., 2010) e o mTORCL1
(Deldicque et al., 2011; Nakajima et al., 2011), que esta, pelo menos em
parte, atribuido ao feedback negativo do mTORC1 - S6K1 - IRS1
(Deldicque et al., 2011; Nakajima et al., 2011). Além disso, a via
PERK-CHOP induz o inibidor da Akt, o fator de ligacéo de repeticéo do
telémero 3 (TRB3) (Du et al., 2003; Ohoka et al., 2005) e a inativagéo
do mTORC2 pela glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK3B) que
também podem contribuir para a inibicdo da Akt durante a fase
avancada do estresse do RE.
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Figura 5 - Interacdo entre a via de resposta a proteinas ndo-enoveladas e
mTORCL1. As vias de sinalizacdo conhecidas que ligam a via de resposta a
proteinas ndo-enoveladas a ativagdo do mTORCL1 pode ser subdividida em duas
fases: a fase aguda (representada em linhas pretas) e a fase crbnica
(representada em linhas cinzas). A via de resposta a proteinas ndo-enoveladas
pode ativar a mTORC1 via ativacdo do ATF6a. Assim, o ATF6a leva a
ativacdo da via PI3K, assim ativando a Akt; e também aumenta os niveis de
Rheb por mecanismos ainda ndo conhecidos. A ativacdo aguda da via de
resposta a proteinas ndo-enoveladas pelo mMTORC1 ocorre através do aumento
da sintese de proteinas, o qual ativa as proteinas do ER levando ao
enovelamento das proteinas. A ativacdo crénica do mTORC1 e da via de
resposta a proteinas ndo-enoveladas provoca a inativagdo da Akt, por meio de
quatro mecanismos: (1) fosforilagdo supressora do IRS1; (2) inibicdo da
mTORC?2 através do S6K1; (3) inibicdo da mTORC2 através da GSK3B; (4)
ativacdo da PERK-CHOP que induz o TRB3, assim bloqueando a Akt. A
reducdo da ativagdo da Akt aumenta os niveis de TRAF2, ativando a via IREla-
ASK1-JNK do estresse do RE (Adaptado de Appenzeller-Herzog e Hall, 2012).

Dada a interdependéncia da mTORC1 e a via de resposta a
proteinas ndo-enoveladas durante o estresse do RE, é importante
considerar que existem processos bioldgicos comuns e que estes sdo
provavelmente fundamentais para a manutencéo das células (Figura 6),
como por exemplo, o sinergismo que ocorre entre 0 MTORC1 e a via de
resposta a proteinas ndo-enoveladas durante a regulacdo da sintese de
lipideos hepaticos (Lee et al., 2008; Peterson et al., 2011), na
angiogénese (Thomas et al., 2006), na sinalizagdo do fator nuclear kappa
B (NF-kB) (Dan et al., 2008) e na resisténcia a insulina (Um et al.,
2004; Ozcan et al., 2008). Por outro lado, as duas vias emitem sinais
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contraditérios quanto ao controle da biogénese do ribossomo (Mayer et
al., 2004; DuRose et al., 2009) na traducdo de proteinas (Zoncu et al.,
2011), na apoptose (Tabas et al., 2011) e na autofagia (Zoncu et al.,
2011).

Via de respostaa
proteinas nao- mTORC1
enoveladas
~ |
e /
\ /
\ -

Figura 6 - Os processos bioldgicos da via de resposta a proteinas néo-
enoveladas e 0 mMTORCL1 podem ser sinérgicos ou antagdnicos. A regulagdo
positiva ocorre na sintese de lipideos, na angiogénese, na resisténcia a insulina e
na ativagdo da via NF-kB. Em contraste, a autofagia é estimulada pela via de
resposta a proteinas ndo enoveladas e inibida pelo mTORCL, j& a biogénese dos
ribossomos e a traducdo de proteinas sdo inibidas pela via der resposta a
proteinas ndo-enoveladas e ativadas pelo mTORCL1. Em relagdo a apoptose, a
interacdo entre a via de resposta a proteinas ndo-enoveladas e 0 mMTORCL1 pode
ser dependente do contexto. Na primeira fase (processo fisioldgico) do estresse
do RE a ativagdo da via de resposta a proteinas ndo-enoveladas pode ser
homeostatica/antiapoptética. Ja na fase cronica, a via de resposta a proteina néo-
enoveladas promove a apopotose das células (linha preta tracejada). De igual
modo, depois de um estimulo e/ou estresse RE prolongado, 0 mTORC1, que
geralmente promove a sobrevivéncia celular, também pode contribuir para a
sinalizacdo da apoptose através da interagdo com a via de resposta a proteinas
ndo-enoveladas (Adaptado de Appenzeller-Herzog & Hall, 2012).

1.8 CETAMINA E TDM

A cetamina é um derivado do cloridrato de fenciclidina
(phencyclidine hydrochloride — PCP) (Micallef et al., 2003), sintetizado
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por Stevens em 1965 e tendo como principal uso a anestesia em
humanos e animais. E referida na literatura como um “anestésico
dissociativo”, devido a uma perda sensorial marcante e analgesia, assim
como amnésia e paralisia do movimento, sem perda real da consciéncia
(Kohrs e Durieux, 1998). A cetamina é usada no trauma e em
procedimentos cirlrgicos de emergéncia, bem como na medicina
veterinaria (Wagner et al., 2002). A neurofarmacologia da cetamina é
complexa, uma vez que a mesma interage com varios tipos de receptores
em diversos locais de ligacdo, incluindo os receptores de glutamato,
tanto NMDA quanto ndo-NMDA,; opi6des; gabaérgicos; serotonérgicos;
além de agir, direta ou indiretamente, sobre as monoaminas (serotonina,
noradrenalina e dopamina) (Wagner et al., 2002).

Ha duas formas isoméricas da cetamina, a S (+) e R (-), que
apresentam propriedades farmacoldgicas diferentes (Luft e Mendes,
2005). De fato, estudos tem demonstrado que a cetamina S (+) apresenta
mais afinidade ao sitio fenciclidina no receptor NMDA que a cetamina
R (-) (Kohrs e Durieux, 1998; Pfenninger et al., 2002). Além disso, a
cetamina € agonista do receptor opidide acoplado a proteina G, e seus
efeitos psicomiméticos podem ser explicados pela interacdo com o
receptor kappa opidide (Hustveit et al, 1995; Raeder e Stenseth, 2000).
Com a disponibilidade do isémero S (+) e o potencial de causar menos
efeitos psicomiméticos, a cetamina tem sido amplamente utilizada
também pelas suas propriedades antidepressivas.

Um estudo mostrou que a cetamina foi capaz de inibir o receptor
NMDA e que infusbes sub-anestésica de cetamina (0,5 mg/kg durante
40 minutos) diminuiram os sintomas depressivos em pacientes
resistentes a outros tratamentos (Berman et al., 2000). Murrough et al.
(2013) mostraram que os efeitos antidepressivos de uma Unica dose de
cetamina perduraram por até sete dias e a resposta antidepressiva foi
mantida por semanas através de infusdes repetidas. Evidéncias sugerem
também que a administracdo aguda e crnica de cetamina exerce efeitos
antidepressivos rapidos e prolongados em distintos modelos animais de
depressdo, tais como o teste do desamparo aprendido, teste de natacéo
forcada e anedonia (Chatuverdi et al., 2001; Garcia et al., 2008a, b;
Maeng e Zarate, 2008; Réus et al., 2015a,b). Diversos estudos pré-
clinicos demonstraram que antagonistas dos receptores NMDA, como o
MK-801, o AP7, o CPP, e outros exibem efeitos ansioliticos e
antidepressivos em ratos (Krystal et al., 1994). Ainda, uma dose aguda
de cetamina aumentou os niveis de BDNF no hipocampo (Garcia et al.,
20083, b). O BDNF é uma neurotrofina que esta associada ao TDM e a
respostas antidepressivas. De fato, um estudo prévio mostrou que a
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cetamina reverteu 0 aumento dos niveis de corticosterona e a diminuicéo
dos niveis de BDNF em animais submetidos ao protocolo de estresse
crénico moderado (Garcia et al., 2009).

O efeito antidepressivo da cetamina também parece estar
envolvido com o receptor AMPA. De fato, uma Unica injecdo de
cetamina na dose de 10 mg/kg combinado com fluoxetina e olanzapina,
um antipsicotico, aumentou a inducdo dos receptores AMPA e NMDA,
porém esses efeitos foram mais evidentes nos receptores AMPA
(Bjorkholm et al., 2015). Além disso, a inibicéo do receptor AMPA pelo
2,3-dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahidrobenzo [f] quinoxalina-7-sulfonamida
(NBQX) foi capaz de bloguear os efeitos antidepressivos da cetamina no
teste do nado for¢ado (Koike e Chaki, 2014), sugerindo que o receptor
AMPA é necessario para efeitos antidepressivos de cetamina. Nishitami
e colaboradores (2014) também demonstraram que a inibicdo do
receptor AMPA foi capaz de bloquear a liberacéo de serotonina induzida
pela cetamina no CF de ratos.

Alguns estudos ja demonstraram que a cetamina é capaz de
modular e exercer efeitos antidepressivos via GSK-3. De fato, a GSK-3
induziu efeitos sinaptogénicos e antidepressivos ap6s o tratamento com
cetamina combinado com litio, um estabilizador do humor que age nesta
proteina (Beurel et al., 2011; Liu et al., 2013). Yang e colaboradores
(2012), em um estudo clinico, mostraram que a cetamina na dose de 0,5
mg/kg melhorou os sintomas depressivos e aumentou os niveis de
MTOR, GSK-3 e eFF2K no plasma de pacientes com TDM. Porém,
apesar de a cetamina ter apresentado eficicia terapéutica em diversos
estudos, 0s mecanismos moleculares responsaveis por tais efeitos
antidepressivos ainda permanecem obscuros.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos comportamentais e neuroquimicos da
administracdo de cetamina apés a inibicdo da via de sinalizacdo celular
mTOR no CF de ratos Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

Avaliar o tempo de imobilidade através do teste do nado
forcado em ratos Wistar ap0s a inibicdo da via mTOR no CF e
tratados com cetamina;

b) Avaliar a expressao das proteinas mTOR, EF2K e 4E-BP1 em

c)

tecido cerebral de ratos Wistar ap6s a inibicdo da via mTOR
no CF e tratados com cetamina;

Avaliar a expressdo das proteinas relacionadas ao estresse de
reticulo: PERK, IRE1l-alfa, CHOP, em ratos Wistar ap6s a
inibicdo da via mTOR no CF e tratados com cetamina;

d) Awvaliar os niveis de TBARS, carbonilacdo de proteinas e

e)

atividade da enzima mieloperoxidase em tecido cerebral de
ratos Wistar apos a inibi¢do da via mTOR no CF e tratados
com cetamina;
Avaliar a concentragdo de nitrito/nitrato em tecido cerebral de
ratos Wistar apos a inibi¢do da via mTOR no CF e tratados
com cetamina;

f)Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT em

tecido cerebral de ratos Wistar ap6s a inibicdo da via mTOR
no CF e tratados com cetamina;

g) Avaliar os niveis das citocinas pré-inflamatérias: TNF-a, IL-

1B ¢ IL-6 no soro de ratos Wistar ap6s a inibicdo da via
MTOR no CF e tratados com cetamina.
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3 METODOLOGIA
3.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com as recomendac@es internacionais para o cuidado e o uso de
animais de laboratério, além das recomendagdes para o uso de animais
da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e comportamento (SBNeC). O
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) sob o protocolo
031-2014-01.

3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Nesse estudo foram utilizados 40 ratos Wistar machos adultos
pesando entre 250-300g provenientes do biotério da UNESC. Os
animais foram acondicionados em cinco por caixa, com ciclo
claro/escuro de 12 horas (06:00 as 18:00), comida e agua ad libitum. O
ambiente foi mantido a temperatura de 23 + 1° C.

3.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram anestesiados com tiopental 25 mg/kg e xilasina
30 mg/kg intra-muscular. No aparelho estereotaxico foram removidos a
pele e o couro cabeludo do rato na regido do cranio. A implantagdo das
canulas guia (22 gauge) no CF, dos dois hemisférios, foi na regido
medial de acordo com Paxinos & Watson (1998), mediante as
coordenadas: 3.2 mm antero-posterior ao bregma, 0.6 mm médio lateral,
1.5 mm dorso-ventral. As canulas foram em seguida fixadas ao cranio
com acrilico dental. Os animais ficaram em repouso durante trés dias
antes das préximas etapas do experimento.

3.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Ratos Wistar machos adultos foram randomizados em 4 grupos
(n=10 por grupo) (Figura 7): 1) veiculo + sal 2) veiculo + cetamina 15
mg/kg; 3) rapamicina + salina; 4) rapamicina + cetamina 15 mg/kg.
Posteriormente, foi realizado o procedimento cirlrgico para 0s animais
receberem o inibidor farmacolégico rapamicina na dose de 0,2 nmol (Li
et al., 2010) ou veiculo (grupo controle) que foi administrado
diretamente no CF 1 h antes do teste comportamental. A administragdo
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dos farmacos cetamina na dose de 15 mg/kg (Réus et al., 2016) ou salina
foram intraperitoneais e realizadas 30 min apds a administracdo da
rapamicina e 30 min antes do teste comportamental. Os tempos de
imobilidade, nado e escalada foram avaliados através do teste do nado
for¢ado (n=10 por grupo). Apoés os ratos foram mortos por decapitacéo e
o0 CF, hipocampo, amigdala e NAc foram removidos para as analises
bioguimicas.

1) Veiculo + Salina;
2} Rapamicina + Saling;

3) Veiculo + Cetamina (15 mg/kg); n = 10 animais por grupo para comportamento
4) Rapamicina + Cetamina (15 mg/kg).
1¢ dia + dia 5 dia
o Administragio do inibidor rapamicing
Cirurgis Treino nado forgado 30 min antes da cetaming;

Administragdo da cetamina 15 mgikg
30 min antes do teste do nade
. L forgado;

1 canuls em cada hemisferio:

—) - Cdrtes pré-frontal; Morte dos animais;

struturss (oortex pré-frontal,
igdals & nicleo scumbens)
- Western Blotting (n = &;
- Fardmetros de estresse addative e nitrosative
1in=5x

l
- Enzimas antioxidantes [n= 5).

Figura 7 - Esquema do desenho experimental.
3.5 TESTE COMPORTAMENTAL
3.5.1 Teste do nado forcado

Este teste consiste em dois dias de procedimentos no qual cada
rato é posto em um cilindro com agua a 23° C, a 4gua deve ser suficiente
para o animal ndo conseguir apoiar as patas no fundo. No periodo de
treino, os animais foram forgados a nadar durante 15 minutos. No dia
seguinte, (24 horas apés o treino) no periodo de teste, cada animal foi
novamente forcado a nadar durante 5 minutos. Foram avaliados 0s
parametros de imobilidade, nos quais incluem imobilidade total ou
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movimentos para manter a cabeca fora da agua sem intencdo de escapar,
pardmetros de nado, que incluem movimentos horizontais através da
superficie da agua, e parametros de escalada, movimentos verticais
contra as paredes (Porsolt et al., 1977).

3.6 ANALISES BIOQUIMICAS

3.6.1 Preparacéo do tecido e homogenado

Amostras de tecidos do CF, hipocampo, amigdala e o NAc foram
homogeneizados (1:10, w/v) em tampdo SETH, pH 7,4 (250 mM de
sacarose, 2 mM de EDTA, 10 mM base Trizma, 50 UI/mL de heparina).
Os homogenados foram centrifugados a 800 x g durante 10 minutos a 4°
C. Os sobrenadantes foram mantidos a -80° C, até serem usados para a
determinacdo da atividade enzimatica. O intervalo maximo entre a
preparacdo do homogenado e a analise enzimatica foi sempre inferior a
cinco dias. O teor de proteina foi determinado pelo método descrito por
Lowry et al. (1951). A albumina de soro bovino foi utilizada como
padréo.

3.6.2 Procedimentos de analise de estresse oxidativo

3.6.2.1 Atividade da mieloperoxidase

A atividade da mieloperoxidase ¢ um marcador importante para
medir a infiltracdo de neutrofilos (De Young et al., 1989). Os tecidos
cerebrais foram homogeneizados (50 mg/ml) em brometo de
hexadeciltrimetilaménio a 0,5% e centrifugados a 15,000 x g durante 40
minutos. A suspensdo foi sonicada por trés vezes durante 30s. Uma
aliquota do sobrenadante foi misturada com uma solucéo de 1,6 mM de
tetrametilbenzidina e de H202. A atividade foi medida
espectrofotometricamente como a variagdo de absorbancia em 650 nm a
37°C. Os dados foram representados como mU por mg de proteina.
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3.6.2.2 Formagdo de TBARS

A peroxidacdo lipidica foi analisada através da formacdo de
TBARS (Esterbauer e Cheeseman 1990). As amostras de tecido cerebral
foram lavadas com PBS, colhidas e lisadas. As espécies reativas foram
obtidas por hidrdlise &cida de 1,1,3,3-tetra-etoxi-propano (TEP) e foram
utilizadas como padréo para a quantificacdo de TBARS. A cada tubo foi
adicionado TBA a 0,67% e em seguida foram agitados. A mistura da
reacdo foi incubada a 90°C durante 20 minutos e posteriormente as
amostras foram colocadas em gelo. A densidade dptica de cada solucédo
foi medida em um espectrofotdmetro a 535 nm. Os dados foram
expressos como nmol de equivalente malondialdeido (MDA) por mg de
proteina.

3.6.2.3 Formacao de proteinas carbonil

O dano oxidativo em proteinas teciduais foi determinado pela
medida de grupos carbonil. O contetdo de proteinas carboniladas foi
medido nas amostras homogeneizadas de cérebro utilizando 2,4-
dinitrofenil-hidrazina (DNPH) em um ensaio espectrofotométrico
(Levine et al., 1990). Amostras de tecidos foram sonicadas em
homogeneizacao gelada de tampé&o contendo inibidores de fosfatase e de
protease (200 nM caliculina, 10 pg/ml de leupeptina, 2 pg/ml de
aprotinina, 1 mM de ortovanadato de s6dio e 1 UM microcistina-LR) e
centrifugadas a 1000 x g durante 15 minutos para sedimentar o material
insolGvel. Trezentos microlitros de aliquotas do sobrenadante contendo
0,7-1,5 mg de proteina foram tratados com 300 pl de 10 mM de DNPH,
dissolvido em HCI a 2M, e comparado com 2M de HCI sozinho
(reagente branco). Em seguida as amostras foram incubadas no escuro
sob agitacdo a cada 10 minutos, durante uma hora e a temperatura
ambiente. As amostras foram precipitadas com &cido tricloroacético
(concentracdo final de 20%) e centrifugadas a 16,000 x g a 4°C, durante
15 minutos. O sedimento foi lavado por trés vezes com 1 ml de
etanol/acetato de etil (1:1 v/v). Os sedimentos foram seguidamente
levemente agitados em vértice e apds, expostos a solucdo de lavagem
durante 10 minutos antes da centrifugacdo (16,000 x g, durante 5
minutos). O sedimento final foi dissolvido em 1 ml de guanidina 6M e
10 mM de tampéo fosfato trifluoroacético acido, pH 2,3. O material
insoltvel foi removido por centrifugacdo a 16,000 x g, por 5 minutos.
Absorbancia foi registrada em um espectrofotdmetro a 370 nm, tanto
para as amostras tratadas com DNPH, quanto para o HCI sem DNPH.
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Os niveis de proteinas carboniladas foram expressos como nmol de
carbonil por mg de proteina.

3.6.2.4 Atividade da enzima SOD

A estimativa da SOD foi realizada com base em sua capacidade
para inibir espontaneamente a oxidacéo da adrenalina para adrenocromo
(Bannister e Calabrese, 1987). Uma combinacdo de 2,78 ml de tampédo
carbonato de sédio (0,05 mM; pH 10,2), 100 ul de EDTA (1,0 mM), e
20 pl do sobrenadante ou sacarose (branco) foi incubada a 30°C, durante
45 minutos. Em seguida, a reacdo foi iniciada ap6s adi¢do de 100 pl de
solucdo de adrenalina (9,0 mM). A variagdo na absorbancia foi
registrada a 480 nm, durante 8 minutos. Durante todo o procedimento do
ensaio, a temperatura foi mantida a 30°C. Uma unidade de SOD
produziu aproximadamente 50% de auto-oxidacdo de adrenalina. Os
resultados foram expressos em unidades/mg de proteina.

3.6.2.5 Atividade da enzima CAT

A atividade da CAT foi medida através do método que utiliza o
peréxido de hidrogénio (H,O,) para gerar H,O e O, (Aebi 1984). As
amostras de tecido cerebral foram sonicadas em 50 mmol/l de tampéao
fosfato (pH 7,0). A suspensdo resultante foi centrifugada a 3000 x g,
durante 10 min. A aliquota de amostra (20 pl) foi adicionada a 980 pl da
mistura de substrato. A mistura de substrato continha 0,3 ml de H,O, em
50 ml de tampéo fosfato a 0,05 M (pH 7,0). As absorbancias inicial e
final foram registradas a 240 nm, apds 1 e 6 minutos, respectivamente.
Uma curva padrdo foi estabelecida, utilizando-se catalase purificada
(Sigma, MO, EUA) nas mesmas condicdes.

3.6.3 Procedimentos de analise de estresse nitrosativo
3.6.3.1 Medida da concentracgdo de nitrito/nitrato

As concentragBes totais de nitrito foram medidas através da
reacdo de Griess. A reacdo consiste em adicionar 100 pl de reagente de
Griess 0,1% (w/v) naftil etilenediamida dicloridrato em H20 e 1% (w/v)
de sulfanilamida em 5% (v/v) de H3PO4 concentrado, vol. [1:1] para a
amostra de 100 pl. A absorbancia foi registrada em um
espectrofotdmetro a 550 nm (Green et al., 1982). Os resultados foram
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registrados como nmol da concentragdo de nitrito/nitrato por mg de
proteina.

3.6.4 Quantificacdo de proteinas por Western blotting

Foram analisados em amostras de CF, hipocampo, amigdala e o
NAc o imunocontetdo das proteinas mTOR, 4EBP1, CHOP, eEF2K,
PERK, IRE1-alfa. Para tal andlise, as proteinas foram isoladas através
de eletroforese em SDS-PAGE e transferidas para nitrocelulose (Leal et
al., 2002). As proteinas de interesse foram identificadas através do uso
de anticorpos especificos anti-mTOR, anti-p4EBP1, anti-CHOP, anti-
peEF2K, anti-PERK e anti-IRE1-alfa e quantificadas por densitometria
das bandas (Leal et al., 2002, 2006). A revelacdo dos blottings foi
realizada através de ECL (anticorpo secundario ligado a peroxidase) e
pela coloracdo usando NBT/BCIP (anticorpo secundario ligado a
fosfatase alcalina).

As densidades dpticas (DOs) das bandas foram quantificadas
utilizando-se o programa Image Lab®. Os niveis de imunoconteudos de
MTOR, 4EBP1, CHOP, eEF2K, PERK, IRE1-alfa foram determinados
pela razdo da DO das bandas totais.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados estdo apresentados como média + EPM (erro
padrdo da média). As diferencas entre 0s grupos experimentais na
avaliagdo do TNF e de todos os ensaios bioquimicos foram
determinadas por analise de variancia de uma via (ANOVA). Quando o
valor de F foi significativo, foi realizado o 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 CETAMINA APOS A INIBICAO DA VIA MTOR
COM RAPAMICINA NO CF DE RATOS WISTAR
SUBMETIDOS AO TESTE DO NADO FORCADO (TNF)

A Figura 8 ilustra os efeitos da cetamina apds a inibicdo da via
mTOR com rapamicina no cortex pré-frontal em ratos Wistar
submetidos ao TNF. A cetamina na dose de 15 mg/kg reduziu o tempo
de imobilidade, em comparacdo com o grupo veiculo tratado com salina
e a administracdo do inibidor rapamicina foi capaz de bloquear os
efeitos antidepressivos da cetamina (F (3.40) = 4.419; p = 0.009; Fig. 8).
A andlise estatistica ndo mostrou nenhuma diferenca significativa nos
grupos veiculo e rapamicina no tempo de escalada (F (s.409) = 3.070; p =
0.05; Fig. 8) e no tempo de nado (F (3.40) = 2.708; p = 0.059; Fig. 8).
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Figura 8 - Efeitos da administracdo de cetamina ap6s a infusdo do inibidor
rapamicina no CF sobre os tempos de imobilidade, nado e escalada no TNF. As
barras representam média + desvio padrdo. *P <0,05 vs. veiculo + salina; #p
<0,05 vs. veiculo + cetamina de acordo com ANOVA de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Tukey.
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4.2 EFEITOS DA CETAMINA APOS A INIBICAO DA VIA MTOR
COM RAPAMICINA NO CF NOS NiVEIS DE TBARS, NA
FORMACAO DE PROTEINAS CARBONIL, NA
CONCENTRAGAO DE NITRITO/NITRATO E NA ATIVIDADE
DA MIELOPEROXIDASE EM DIFERENTES ESTRUTURAS
CEREBRAIS

A Figura 9 aponta os efeitos da cetamina ap6s a inibi¢do da via
mTOR com rapamicina no cortex pré-frontal sobre os niveis de TBARS
no CF, amigdala, hipocampo e nlcleo NAc. Os niveis de TBARS foram
aumentados no CF no grupo veiculo tratado com cetamina, em
comparagéo com o grupo veiculo tratado com salina (F (3.19) = 5.891; p =
0.007; Fig. 9). No hipocampo, os niveis de TBARS aumentaram no
grupo veiculo tratado com cetamina em comparacdo com 0 grupo
veiculo tratado com salina e diminuiram nos grupos rapamicina tratados
com salina e cetamina em comparagdo com o grupo veiculo tratado com
cetamina (F (3.19) = 21.444; p < 0.001; Fig. 9). Na amigdala, os niveis de
TBARS também aumentaram no grupo veiculo tratado com cetamina e
No grupo rapamicina tratado com cetamina em comparagdo com o grupo
veiculo tratado com salina, no entanto, foi diminuido no grupo
rapamicina tratado com salina quando comparado com o grupo veiculo
tratado com cetamina (F (3.17) = 7.111; p = 0.004; Fig. 9). Ja no NAC, os
niveis de TBARS estiveram diminuidos nos grupos rapamicina tratados
com salina e cetamina em compara¢do com o grupo veiculo tratado com
salina (F 319y = 6.459; p < 0.05; Fig. 9).
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Figura 9 - Efeitos da administracdo de cetamina apds a infusdo do inibidor
rapamicina no CF sobre os niveis de TBARS no CF, hipocampo, amigdala e
NAc. As barras representam média *+ desvio padrdo. *P <0,05 vs. veiculo +
salina; #p <0,05 vs. veiculo + cetamina de acordo com a ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

A Figura 10 mostra os efeitos da cetamina apés a inibigdo da via
mTOR com rapamicina no CF sobre a formacdo de proteinas carbonil
no CF, amigdala, hipocampo ¢ NAc. No CF houve um aumento na
formag&o de proteinas carbonil no grupo veiculo tratado com cetamina
quando comparado com o grupo veiculo tratado com salina (F (5.19) =
7.655; p = 0.002; Fig. 10). Na amigdala, a formacdo de proteinas
carbonil aumentou no grupo veiculo tratado com cetamina em
comparagdo com o grupo Vveiculo tratado com salina e diminuiu no
grupo rapamicina tratado com salina em comparacdo com 0 grupo
veiculo tratado com salina (F (5.17) = 6.429; p = 0.006; Fig. 10). No NAc,
houve um aumento na formagéo de proteinas carbonil no grupo veiculo
tratado com cetamina quando comparado com o grupo veiculo tratado
com salina e uma diminuicdo nos grupos rapamicina tratados com salina
e cetamina em comparagéo com o grupo veiculo tratado com salina (F (3.
199 = 17.449; p < 0.001; Fig. 10), demonstrando que a rapamicina foi
capaz de abolir os efeitos da cetamina sobre a formacdo de proteinas
carbonil nesta regido cerebral. No hipocampo, ndo foi observado
diferenca estatistica em nenhum dos grupos na formacdo de proteinas
carbonil (F .19y = 0,773; p = 0.526; Fig. 10).
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Figura 10 - Efeitos da administracdo de cetamina ap6s a infusdo do inibidor
rapamicina no CF sobre formacdo de proteinas carbonil no CF, hipocampo,
amigdala e NAc. As barras representam média + desvio padréo. *P <0,05 vs.
veiculo + salina; #p <0,05 vs. veiculo + cetamina de acordo com a ANOVA de
uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

A Figura 11 demonstra os efeitos da cetamina apés a inibicdo da
via mTOR com rapamicina no CF sobre a concentragdo de nitrito/nitrato
no cdrtex pré-frontal, amigdala, hipocampo e ndcleo acumbens. No CF
(F (3-19) = 6.541; p = 0.004; Fig. 11) e na amigdala (F (3.17) = 6.270; p =
0.006; Fig. 11) houve um aumento na concentracao de nitrito/nitrato no
grupo veiculo tratado com cetamina em comparagdo com 0 grupo
veiculo tratado com salina e uma diminuicdo no grupo rapamicina
tratado salina em comparacdo com o grupo veiculo tratado com salina.
No hipocampo, a concentragdo de nitrito/nitrato aumentou no grupo
veiculo tratado com cetamina em comparagdo com o grupo veiculo
tratado com salina e diminuiu nos grupos rapamicina tratados com
salina e cetamina em comparacdo com 0 grupo veiculo tratado com
cetamina (F (3199 = 10.616; p < 0.001; Fig. 11), demonstrando que
rapamicina foi capaz de bloguear os efeitos da cetamina na concentra¢do
de nitrito/nitrato nesta regido cerebral. No NAc, houve um aumento da
concentracgdo de nitrito/nitrato no grupo veiculo tratado cetamina e uma
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diminuigo no grupo rapamicina tratado com salina em comparagdo com
0 grupo veiculo tratado com salina, e ainda, uma diminui¢do nos grupos
rapamicina tratados com salina e cetamina em comparagdo com 0 grupo
veiculo tratado com cetamina. (F 315 = 16.691; p < 0.001; Fig. 11),
mostrando novamente que a rapamicina foi capaz de bloguear os efeitos
da cetamina sobre a concentragéo de nitrito/nitrato.
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Figura 11 - Efeitos da administracdo de cetamina apds a infusdo do inibidor
rapamicina no CF sobre concentragcdo de nitrito/nitrato no CF, hipocampo,
amigdala e NAc. As barras representam média + desvio padrdo. *P <0,05 vs.
veiculo + salina; #p <0,05 vs. veiculo + cetamina de acordo com a ANOVA de
uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

A Figura 12 ilustra os efeitos da cetamina ap6s a inibicdo da via
MTOR com rapamicina no CF sobre a atividade da mieloperoxidase no
CF, amigdala, hipocampo e NAc. No hipocampo, a atividade da
mieloperoxidade aumentou no grupo veiculo tratado com cetamina em
comparacdo com o grupo veiculo tratado com salina; e diminuiu no
grupo rapamicina tratado salina em compara¢do com o grupo veiculo
tratado com cetamina (F (3.17) = 4.366; p < 0.023; Fig. 12). No NAc, a
atividade da mieloperoxidase também aumentou no grupo veiculo
tratado com cetamina em comparagdo com o grupo veiculo tratado com
salina e diminuiu nos grupos rapamicina tratados com salina e cetamina
em comparagéo com o grupo veiculo tratado com cetamina (F (5.17) =
7.377; p = 0.003; Fig. 12). Néo foi observada diferenca significativa em
nenhum dos grupos na atividade da mieloperoxidase no CF (F (s.1) =
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0.672; p = 0.582; Fig. 12) e amigdala (F 3.1y = 2.071; p = 0.158; Fig.
12).
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Figura 12 - Efeitos da administracdo de cetamina apds a infusdo do inibidor
rapamicina no CF sobre atividade da mieloperoxidase no CF, hipocampo,
amigdala e NAc. As barras representam meédia + desvio padrdo. *P <0,05 vs.
veiculo + salina; #p <0,05 vs. veiculo + cetamina de acordo com a ANOVA de
uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

4.3 EFEITOS DA CETAMINA APOS A INIBICAO DA VIA MTOR
COM RAPAMICINA NO CF NA ATIVIDADE DA SOD E CAT
EM ESTRUTURAS CEREBRAIS

A Figura 13 mostra os efeitos da cetamina ap6s a inibi¢do da
via mTOR com rapamicina no CF sobre a atividade da SOD no CF,
amigdala, hipocampo e NAc. No CF, a atividade da SOD diminuiu no
grupo veiculo tratado com cetamina em relagdo ao grupo veiculo tratado
com salina (F (s19) = 5.224; p = 0.010; Fig. 13). No hipocampo, a
atividade da SOD diminuiu nos grupos veiculo e rapamicina tratados
com cetamina em comparagao com o grupo veiculo tratado com salina, e
aumentou no grupo rapamicina tratado com salina em rela¢do ao grupo
veiculo tratado com cetamina (F (3.19) = 13.955; p < 0.001; Fig. 13). Na
amigdala, a atividade da SOD diminuiu nos grupos veiculo e rapamicina
tratados com cetamina e aumentou no grupo rapamicina tratado com
salina em relagéo ao grupo veiculo tratado com salina (F (z.15) = 9.351; p
= 0.001; Fig. 13). J& no NAc, houve uma diminui¢do da atividade da
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SOD nos grupos veiculo e rapamicina tratados com cetamina quando
comparado com o grupo veiculo tratado com salina (F (3.19) = 12.687; p
< 0.001; Fig. 13).

B Veiculo + Salina
Veiculo + Cetamina
L0500 - mRapamicina + Salina

B Rapamicina + Cetamina
,0400 -

,0300 -

L0200 -

Atividade da SOD
U/mg proteina

*
oo - [k =

CF Hipocampo Amigdala Nac

Figura 13 - Efeitos da administracdo de cetamina apds a infusdo do inibidor
rapamicina no CF sobre atividade da SOD no CF, hipocampo, amigdala e NAc.
As barras representam média + desvio padrdo. *P <0,05 vs. veiculo + salina; #p
<0,05 vs. veiculo + cetamina de acordo com a ANOVA de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Tukey.

A Figura 14 aponta os efeitos da cetamina apés a inibi¢do da via
mTOR com rapamicina no CF sobre a atividade da CAT no cortex pré-
frontal, amigdala, hipocampo e nucleo acumbens. No CF e no NAc
houve uma diminuigdo da atividade da CAT no grupo veiculo tratado
com cetamina em relagéo ao grupo veiculo tratado com salina (F (3.19) =
3.093; p < 0.05; Fig. 14). No hipocampo (F .19y = 11.464; p < 0.001;
Fig. 14) e no NAc (F (3-19) = 17.256; p < 0.001; Fig. 14), a atividade da
CAT diminuiu nos grupos veiculo e rapamicina tratados com cetamina
em relagcdo com o grupo veiculo tratado com salina, e ainda, aumentou
no grupo rapamicina tratado com salina em comparacdo ao grupo
veiculo tratado com cetamina. Na amigdala, a atividade da CAT
diminuiu no grupo veiculo tratado com cetamina e nos grupos
rapamicina tratados com salina e cetamina em comparagdo com o grupo
veiculo tratado com salina (F (3.15) =14.298; p < 0.001; Fig. 14).
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Figura 14 - Efeitos da administracdo de cetamina ap0s a infusdo do inibidor
rapamicina no CF sobre a atividade da CAT no CF, hipocampo, amigdala e
NAc. As barras representam média *+ desvio padrdo. *P <0,05 vs. veiculo +
salina; #p <0,05 vs. veiculo + cetamina de acordo com a ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

4.4 EFEITOS DA CETAMINA APOS A INIBICAO DA VIA MTOR
COM RAPAMICINA NO CF NOS NIVEIS DE CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS NO SORO

A Figura 15 apresenta os efeitos da cetamina apds a inibicéo da
via mTOR com rapamicina no CF sobre os niveis de citocinas pro-
inflamatorias no soro. No soro, os niveis de TNF-o foram aumentados
nos grupos veiculo e rapamicina tratados com cetamina quando
comparado com o grupo veiculo tratado com salina (F (3.1) =16.016; p <
0.001; Fig. 15). No entanto, ndo foi observada diferenca estatistica em
nenhum dos grupos nos niveis de IL-1B (F .21y =0.606; p = 0.619; Fig.
15) e IL-6 (F (3.19) =1.818; p = 0.184; Fig. 15) no soro.
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Figura 15 - Efeitos da administracdo de cetamina ap0ds a infusdo do inibidor
rapamicina no CF sobre os niveis de citocinas pro-inflamatdrias no soro. As
barras representam média * desvio padrdo. *P <0,05 vs. veiculo + salina, de
acordo com a ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

4.5 EFEITOS DA CETAMINA APOS A IN!BIC}AO DA VIA MTOR
COM RAPAMICINA NO CF NOS NIVEIS DA PROTEINAS
MTOR, 4EBP1 E EFF2K EM ESTRTURAS CEREBRAIS

A Figura 16 demonstra os efeitos da cetamina apés a inibi¢do da
via mTOR com rapamicina no CF nos niveis da proteina mTOR no CF,
amigdala, hipocampo e NAc. No CF houve uma diminuicdo dos niveis
da proteina mTOR nos grupos rapamicina tratados com salina e
cetamina em comparagdo com o grupo veiculo tratado com salina e no
grupo rapamicina tratado com cetamina em compara¢do com 0 grupo
veiculo tratado com cetamina (F (3.12) = 11.335; p = 0.003; Fig. 16),
mostrando que rapamicina foi capaz de bloquear os niveis da proteina
MTOR e abolir os efeitos da cetamina nesta regido cerebral. Nao foi
observada diferenca significativa para nenhum dos grupos no
hipocampo (F z.12) = 1.213; p = 0,365; Fig. 16), amigdala (F (3.15) =
2.204; p = 0.140; Fig. 16) e NAC (F (5.12) = 0.494; p = 0.694; Fig. 16).
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Figura 16 - Efeitos da administracdo de cetamina apds a infusdo do inibidor rapamicina no CF sobre o0s niveis da proteina mTOR
no CF, hipocampo, amigdala e NAc. As barras representam média * desvio padrdo. *P <0,05 vs. veiculo + salina; #p <0,05 vs.
veiculo + cetamina de acordo com a ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.
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A Figura 17 ilustra os efeitos da cetamina ap6s a inibicdo da via
mTOR com rapamicina no CF nos niveis da proteina p4EBP1 no cortex
pré-frontal, amigdala, hipocampo e ndcleo acumbens. No CF houve uma
diminuicdo da proteina p4EBP1 no grupo rapamicina tratado com
cetamina em relagdo ao grupo veiculo tratado com salina, ao grupo
veiculo tratado com cetamina e ao grupo rapamicina tratado com salina
(F (315 = 4.596; p = 0.013; Fig. 17). No NAc, os niveis da proteina
p4EBP1 diminuiram no grupo rapamicina tratado com cetamina em
relacdo ao grupo veiculo tratado com cetamina (F (3.15 = 2.264; p <
0.05; Fig. 17). Nao foram encontradas diferencas significativas em
nenhum dos grupos nos niveis da proteina p4AEBP1 no hipocampo (F (.
15) = 1.617; p = 0.237; Fig. 17) e na amigdala (F (3.15) = 1.091; p = 0.390;
Fig. 17).
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Figura 17 - Efeitos da administracéo de cetamina apés a infuséo do inibidor rapamicina no CF sobre os niveis da proteina pAEBP1
no CF, hipocampo, amigdala e NAc. As barras representam média + desvio padrdo. *p<0,05 vs. veiculo + salina; #p <0,05 vs.
veiculo + cetamina; &p<0.05 vs. rapamicina + salina de acordo com a ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.
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A Figura 18 aponta os efeitos da cetamina apés a inibicdo da via
mTOR com rapamicina no CF nos niveis da proteina peEF2K no CF,
amigdala, hipocampo e NAc. No CF os niveis da peEF2K amentaram
nos grupo veiculo tratado com cetamina em comparagdo com 0 grupo
veiculo tratado com salina e diminuiram no grupo rapamicina tratado
com cetamina quando comparado com o grupo veiculo tratado com
cetamina (F (3.14) = 7.260; p = 0.006; Fig. 18). Néo houve diferenca
estatistica em nenhum dos grupos nos niveis da proteina peEF2K no
hipocampo (F (3.15) = 1.038; p = 0.411; Fig. 18), amigdala (F (3.15 =
2.554; p = 0.104; Fig. 18) e nicleo acumbens (F (5.14) = 0.253; p = 0.857,;
Fig. 18).
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Figura 18 - Efeitos da administracéo de cetamina apés a infuséo do inibidor rapamicina no CF sobre os niveis da proteina peEF2K
no CF, hipocampo, amigdala e NAc. As barras representam média + desvio padrdo. *p<0,05 vs. veiculo + salina; #p <0,05 vs.
veiculo + cetamina; de acordo com a ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.
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4.6 EFEITOS DA CETAMINA APOS A INIBICAO DA VIA MTOR
COM RAPAMICINA NO CF NOS NIVEIS DA PROTEINAS
CHOP, IRE1-ALFA E PERK EM ESTRUTURAS CEREBRAIS

A Figura 19 ilustra os efeitos da cetamina ap6s a inibicdo da via
mTOR com rapamicina no CF nos niveis da proteina CHOP no CF,
amigdala, hipocampo e NAc. N&o foi observada diferenca estatistica em
nenhum dos grupos nos niveis da proteina CHOP no CF (F (3.15) = 1.186;
p = 0.356; Fig. 19), amigdala (F .15 = 0.538; p = 0.664; Fig. 19),
hipocampo (F (3.15) = 1.997; p = 0.168; Fig. 19) e NAC (F (3.15) = 0.584;
p = 0.636; Fig. 19).
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Figura 19 - Efeitos da administracdo de cetamina apds a infusdo do inibidor rapamicina no CF sobre os niveis da proteina
CHOP no CF, hipocampo, amigdala e NAc. As barras representam média + desvio padréo.
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A Figura 20 apresenta os efeitos da cetamina apds a inibicao da
via mTOR com rapamicina no CF nos niveis da proteina IRE1-alfa no
CF, amigdala, hipocampo e NAc. No CF, os niveis da proteina IRE1-
alfa diminuiram no grupo rapamicina tratado com cetamina em
comparagéo com o grupo rapamicina tratado com salina (F (5.15) = 2.470;
p < 0.05; Fig. 20). N&o foi observada diferenca estatistica em nenhum
dos grupos nos niveis da proteina IREl-alfa na amigdala (F (3.5 =
0.857; p = 0.145 Fig. 20), hipocampo (F (s.15) = 0.857; p = 0.494; Fig.
20) e NAc (F 315 = 1.189; p = 0.355 Fig. 20).
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Figura 20 - Efeitos da administracdo de cetamina ap6s a infusdo do inibidor rapamicina no CF sobre os niveis da proteina IRE1-
alfa no CF, hipocampo, amigdala e NAc. As barras representam média + desvio padrdo. &p<0.05 vs. rapamicina + salina de
acordo com a ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.
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A Figura 21 demonstra os efeitos da cetamina apds a inibi¢cdo da
via mTOR com rapamicina no CF nos niveis da proteina PERK no CF,
amigdala, hipocampo e NAc. No CF, os niveis da proteina PERK
diminuiram no grupo rapamicina tratado com cetamina em comparagdo
com o grupo rapamicina tratado com salina (F (s.15) = 3.803; p = 0.046;
Fig. 21). Néo foi observada diferenca estatistica em nenhum dos grupos
nos niveis da proteina PERK na amigdala (F (5.15) = 3.363; p = 0.063;
Fig. 21), hipocampo (F (5.15) = 2.449; p = 0.114; Fig. 21) e NAC (F (3.15)
=2.900; p = 0.087; Fig. 21).
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Figura 21 - Efeitos da administracdo de cetamina apés a infusdo do inibidor rapamicina no CF sobre os niveis da proteina PERK
no CF, hipocampo, amigdala e NAc. As barras representam média + desvio padrdo. &p<0.05 vs. rapamicina + salina de acordo
com a ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.
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5 DISCUSSAO

A mTOR é uma proteina quinase envolvida na proliferacéo,
mortalidade, sobrevivéncia celular e sintese proteica (Hay e Sonenberg,
2004). As alteragdes na sua via de sinalizacéo tém sido sugeridas como
sendo uma  caracteristica  fisiopatolégica  dos  transtornos
neuropsiquiatricos (Hoeffer e Klann, 2010). De fato, um estudo pos-
mortem mostrou déficits da proteina mTOR no CF de individuos
diagnosticados com TDM (Jernigan et al., 2011). Além da diminui¢do
da sua expressdo proteica, foi demonstrado uma reducdo da sintese dos
seus principais efetores de sinalizag8o, tais como S6 quinase, eEF2K e
4EPB1 (Jernigan et al., 2011), sugerindo que déficits nas proteinas
dependentes da mTOR podem também contribuir para a fisiopatologia
do TDM.

A ativacdo de receptores pds-sinapticos de glutamato inicia uma
cascata que resulta na fosforilagdo da mTOR e, eventualmente, leva a
sintese de proteinas dos efetores abaixo da mTOR (Jernigan et al.,
2011). A desregulacdo do sistema glutamatérgico pode levar a alteracdo
na sintese proteica (Goswami et al., 2013). De fato, uma dose baixa de
cetamina, que ja demonstrou a¢des antidepressivas em modelos animais
de depressdo (Maeng et al., 2008; Réus et al. 2015a,b, 2016), ativou
rapidamente a via de sinalizacdo mTOR no CF de ratos (Li et al., 2010).
Além disso, a cetamina produziu um aumento rapido e transitorio
semelhante nas formas fosforiladas e ativadas da quinase regulada por
sinal extracelular (ERK, incluindo ERK1 e ERK2), proteina quinase B
(PKB/AKT) e vias de sinalizacdo de fatores de crescimento que estdo
associadas & ativagdo da via de sinalizacgdo mTOR (Hoeffer e Klann,
2010). Porém, a ativacdo das proteinas 4EBP1, p70S6K, ERK, mTOR e
AKT pela cetamina, foi dependente da dose, ocorrendo em doses
relativamente  baixas que produzem efeitos semelhantes aos
antidepressivos (Maeng et al., 2008). Além disso, a rapamicina, um
inibidor especifico da via de sinalizagio mMTORC1, bloqueou
completamente a sinaptogénese e os efeitos antidepressivos induzidos
pela cetamina no CF de ratos (Li et al., 2010).

A rapamicina é um potente e especifico inibidor da mTOR (Zhou
et al., 2010). Este inibidor liga-se a proteina citosélica de ligacdo FK12
(FKBP12) (Erlich et al., 2007). Deste modo, o complexo rapamicina-
FKBP12 pode inibir a mTOR impedindo a fosforilagdo adicional de
p70S6K, 4EPB1 e, indiretamente, outras proteinas envolvidas na
transcricdo, traducdo e no controle do ciclo celular (Vignot et al., 2005).
A inibicdo da mTOR conduz, entre outros fatores, o bloqueio do ciclo
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celular em células tumorais, resultando em um atraso do crescimento
(Vignot et al., 2005). Ainda, sinais anti-apoptéticos mediados pela
mTOR também foram antagonizados pela rapamicina (Guba et al.,
2002). Koehl e colaboradores (2004) demonstraram que a rapamicina
inibiu o crescimento de células de melanoma e apresentou um efeito
imunossupressor prevenindo a rejeicdo de 6rgédos transplantados em um
modelo animal. Além da sua capacidade imunossupressora, a
rapamicina também preveniu a reestenose da artéria coronéria (Sousa et
al., 2003) e atuou como um composto neuroprotetor em varias doencas
neurolégicas (Erlich et al., 2007; Pan et al., 2009; Malagelada et al.,
2010; Bove et al., 2011).

No presente estudo, foi demonstrado que a cetamina, na dose de
15 mg/kg, diminuiu o tempo de imobilidade em animais submetidos ao
TNF. Todavia, a administracdo do inibidor rapamicina foi capaz de
bloquear os efeitos antidepressivos da cetamina. De acordo com o
presente estudo, Li e colaboradores (2010) também relataram que uma
infusdo local de rapamicina no CF bloqueou os efeitos comportamentais
da cetamina no TNF e o comportamento aneddnico, sugerindo que a
ativacdo da mTOR no CF foi essencial para os efeitos antidepressivos
do farmaco em estudo.

O estresse oxidativo é uma condigéo na qual ocorre desequilibrio
entre a producdo de radicais livres e defesas antioxidantes (Nordberg e
Arner, 2001). No presente estudo, mostrou-se que a administracdo
aguda de cetamina levou a um aumento dos parametros de estresse
oxidativo, tais como os niveis de TBARS, carbonilacdo de proteinas,
concentracdo de nitrito/nitrato e a atividade da MPO em algumas
estruturas cerebrais e, quando administrado o inibidor rapamicina no
CF, esses efeitos foram diminuidos ou até abolidos. Chiu e
colaboradores (2014) relataram que uma Unica injecdo de cetamina na
dose de 50 mg/kg aumentou a peroxidacdo lipidica. Além disso,
Vasconcelos e colaboradores (2015) mostraram que a administragéo
cronica de cetamina causou déficits na memoria de trabalho e gerou
dano oxidativo no CF de ratos. Um estudo prévio demonstrou que a
administragdo de cetamina na dose de 25 mg/kg aumentou os niveis de
TBARS e a carbonilacdo de proteinas no CF, hipocampo, amigdala e
estriado de ratos; porém a administracdo de estabilizadores de humor,
tais como litio e valproato, foram capazes de reverter o dano oxidativo
induzido pela cetamina (Ghedim et al., 2012). Além disso, da Silva e
colaboradores (2010) observaram que doses subanestésicas de cetamina
induziram um efeito do tipo antidepressivo em ratos submetidos ao TNF
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e de suspensdo da cauda; porém, produziu dano oxidativo através do
aumento da peroxidacdo lipidica, teor de nitrito e atividade da CAT e da
diminuicdo da glutationa. Curiosamente, um efeito positivo da
rapamicina sobre o dano oxidativo também foi demonstrado em outro
estudo. Rotte e colaboradores (2012) demonstraram que em células
dendriticas, a administracdo de lipopolissacarideos (LPS) estimula a
permuta de Na*/H", aumenta a producéo de ERO e liberagio de TNF-o,
porém todos esses efeitos foram atenuados na presenca da rapamicina.

O presente trabalho foi o primeiro a avaliar os efeitos da inibicdo
da via mTOR pela rapamicina no CF nos pardmetros de estresse
oxidativo e a relagdo da inibicdo desta via no CF com outras estruturas
cerebrais relacionadas com o TDM. A persisténcia do estresse oxidativo
nas células tem sido reportada por ativar as vias de crescimento, tais
como fosfatidil-inositol 3 cinase (PI3K)/AKT, que por sua vez, é
conhecida por ativar a via mTOR (Slomovitz e Coleman, 2012; Zhang e
Yang, 2013). Uma vez que, dependendo do contexto, as ERO podem
ativar ou inibir a mTORC1, o estresse oxidativo cronico que ocorre nas
células pode tanto estimular o crescimento quanto resultar em um dano
oxidativo e inibir a mTORC1 (Hambright et al., 2015). Além disso, 0s
agentes farmacoldgicos que inibem a mTOR, como a rapamicina,
podem ativar a proteina quinase dependente de AMP (AMPK) que leva
a uma protecdo dos neurdnios contra distdrbios neurodegenerativos
(Culmsee et al., 2001; Tain et al., 2009).

No presente trabalho também foi observado que a administracéo
de cetamina foi capaz de diminuir a atividade da SOD e da CAT no
cortex pré-frontal, hipocampo, amigdala e nicleo acumbens e a
administragdo do inibidor da via mTOR ndo foi capaz de bloguear os
efeitos da cetamina. Gazal e colaboradores (2014) também
demonstraram que o tratamento com cetamina reduziu a atividade das
enzimas SOD e CAT no hipocampo, porém, o tratamento com Cecropia
pachystachya, uma planta com propriedades anti-inflamatérias e
antioxidantes, e com de litio foi capaz de inibir os efeitos pro-oxidantes
da cetamina. Hou e colaboradores (2013) também relataram que a
administragdo cronica de cetamina, em um modelo animal de
esquizofrenia, aumentou os niveis de Oxido nitrico (ON) no CF,
hipocampo e no soro e diminuiu a atividade da SOD no hipocampo e
soro. Porém, os efeitos da cetamina parecem ser diferentes dependendo
do tempo e dose administrada, por exemplo, Réus e colaboradores
(2015a) revelaram que a atividade da SOD aumentou nos animais
controles que receberam cetamina por 14 dias no cértex pré-frontal e no
ndcleo acumbens e diminuiu nos animais privados maternalmente no



80

cortex pré-frontal e hipocampo. Além disso, outro estudo demonstrou
gue em ratos privados maternalmente houve uma diminuicdo da
atividade da SOD e da CAT, porém quando tratados agudamente com
cetamina-S, esta foi capaz de reverter esta diminuicdo (Réus et al.,
2015b).

A rapamicina quando administrada isoladamente, também foi
capaz de aumentar a atividade da CAT e da SOD em algumas estruturas
cerebrais (Hou et al., 2013). Calap-Quintana e colaboradores (2015)
também observaram que a rapamicina foi capaz de proteger contra
danos oxidativos e aumentar a transcricdo de genes antioxidantes em um
modelo animal usando drosophila, modelo genético para diferentes
doencas humanas incluindo as doencas neurodegenerativas Parkinson,
Huntington, Ataxia espinocerebelar e Alzheimer. Dessa forma, alguns
estudos sugerem que a rapamicina pode atuar como um composto
neuroprotetor em varias doengas neuroldgicas (Malagelada et al., 2010;
Bove et al.,, 2011). Porém, no presente estudo, a administracdo de
rapamicina antes do tratamento com cetamina, ndo foi capaz de bloquear
a diminuicdo da atividade dessas enzimas, sugerindo que a rapamicina
pode apresentar efeito neuroprotetor quando administrada isoladamente.
Além disso, esses efeitos antioxidantes foram apenas em algumas areas
cerebrais, tais como hipocampo, amigdala e ndcleo acumbens como
mostrado por Hou e colaboradores (2013), sugerindo também que
guando a inibi¢do da via mTOR ocorre no cortex pré-frontal, seu efeito
neuroprotetor seja bloqueado apenas nesta estrutura cerebral.

Evidéncias suportam uma relacdo matua entre a inflamagéo e o
TDM (Schmidt et al., 2016). Estudos também ja mostraram que a
cetamina apresenta efeitos sobre o sistema imunoldgico (De Kock et al.,
2013; Schmidt et al., 2016). O presente estudo mostrou que houve um
aumento nos niveis de TNF- a no soro de ratos tratados com veiculo e
rapamicina e tratados com cetamina. Contrariando o presente trabalho,
outros estudos mostraram que a cetamina foi capaz de evitar uma reagdo
inflamatdria exacerbada tanto em modelos animais quanto no soro de
humanos (Kawasaki et al., 2001; Taniguchi et al., 2003; Lankveld et al.,
2005). A sinalizacdo da via mTOR desempenha um papel fundamental
na modulagdo de respostas inatas e adaptativas (Thomson et al., 2009).
De fato, uma grande parte da resposta imunitaria que leva a expansio
clonal de células T especificas de antigeno dependem da ativacdo da
mTOR (Thomson et al., 2009). Dessa forma, a inibigdo farmacoldgica
desta via pela rapamicina, pode ser potencialmente imunossupressora.
Contrariamente aos achados do presente estudo, o tratamento com
rapamicina in vivo foi capaz de reduzir a producédo de I1L-4 em pacientes
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com ldpus eritematoso sistémico (Lai et al.,, 2013). Qutro estudo
também mostrou que a rapamicina foi capaz de bloguear a ativacdo das
células T em pacientes com lUpus eritematoso sistémico, mostrando uma
potencial resposta terapéutica (Sieling et al., 2000). O presente estudo é
0 primeiro a mostrar os efeitos do tratamento com cetamina apo6s a
inibicio da via mTOR no CF sobre os niveis de citocinas. A
discrepancia nesses resultados comparados aos da literatura pode estar
relacionada, pelo menos em parte, com o local de infusdo da rapamicina.

A presente pesquisa também demonstrou que a rapamicina foi
capaz de bloguear a proteina mTOR no CF e ainda, inibir os efeitos
antidepressivos da cetamina, sem afetar as outras estruturas cerebrais
analisadas. Estudos usando modelos animais de depressdo sugerem um
papel fundamental do CF na fisiopatologia do TDM e na resposta a
antidepressivos (Chang et al., 2015). De fato, alguns estudos
demonstram que o TDM estd envolvido com alteragdes
comportamentais no CF e sua conectividade com outros sistemas
cerebrais (Godsil et al., 2013; Chang et al., 2015). Além disso, Genzel e
colaboradores (2015) e Yu e colaboradores (2013) relataram que
pacientes com TDM apresentam uma alteracdo na conectividade
funcional das vias CF — hipocampo e CF-amigdala. Estudos sugerem
gue a cetamina e outros antidepressivos de agdo rapida, mediados por
receptores de glutamato e/ou fatores neurotréficos, estimulam o
aumento da proteina mTOR no CF (Li et al., 2010; Palucha-Poniewiera
et al., 2014), levando a uma ativagdo das proteinas 4EBP1 e S6 quinase,
gue regulam a expressdo de genes e sintese de proteinas (Tang et al.,
2015). Corroborando o presente estudo, Li e colaboradores (2010)
também mostraram que a rapamicina, quando administrada no CF, foi
capaz de bloguear a ativacdo da proteina mTOR e os efeitos
antidepressivos induzidos pela cetamina.

A proteina mTOR regula a sintese proteica através da
fosforilagdo e inativacdo de 4EBP1, repressor da tradugdo de RNAmM
(Hay e Sonenberg, 2004). Esta proteina cuja fosforilacdo é inibida pela
rapamicina in vivo, pode ser fosforilada, in vitro, pela mTOR
recombinante (Brunn et al., 1997, Burnett et al., 1998). De fato, o
presente estudo mostrou que os niveis da proteina 4EBP1 foram
diminuidos no CF e no NAc no grupo rapamicina tratado com cetamina,
demonstrando que a rapamicina foi capaz de bloquear os efeitos do
farmaco em estudo. Li e colaboradores (2010) demonstraram que a
inducdo da fosforilacdo da proteina 4EBP1 pela cetamina também foi
bloqueada pela infuséo intracerebroventricular dos inibidores da ERK
(U0126) ou da AKT (LY294002) no CF. No entanto, este é o primeiro
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estudo a mostrar esses efeitos da proteina 4EBP1 no NAc apés a
inibicdo da via mTOR no CF. Alguns estudos ja demonstraram que a
exposicdo aguda e cronica a drogas de abuso estd associada a um
aumento na atividade da mTORC1 em regiGes relacionadas a fungéo de
recompensa, especificamente no NAc (Neasta et al. 2010; Wu et al.
2011; James et al. 2014). De acordo com o papel da mTORC1 na
traducdo de proteinas sinapticas, o tratamento com rapamicina também
reduziu significativamente a subunidade GIuA1l do receptor AMPA e 0s
niveis da proteina S6 quinase no NAc (James et al. 2016). Além disso,
outros estudos mostraram que a infusdo da rapamicina no NAc é efetiva
para a diminuicdo do restabelecimento de estimulos excitatorios
cerebrais (Wang et al., 2010) e aumento da sensibilizacdo
comportamental (Narita et al., 2005).

Um dos principais alvos ligado a proteina mTOR ¢€ a proteina S6
quinase, que promove o inicio da tradugdo de proteinas e regula o
prolongamento da traducgdo através da ativacdo da eEF2K (Laplante e
Sabatini, 2009; Hoeffer e Klann, 2010). A eEF2K é uma serina/treonina
quinase dependente de Ca”/calmodulina, importante para a regulagéo
do prolongamento da traducédo de proteinas (Monteggia et al., 2013). O
prolongamento é um processo que consome muita energia e a atividade
da eEF2K ¢ regulada por varias vias de sinalizagdo (Liu e Proud, 2016).
A eEF2K ¢ expressa em neur6nios e evidéncias recentes sugerem que
ela pode estar envolvida em processos de aprendizagem, meméria e no
TDM (Liu e Proud, 2016). De fato, Park e colaboradores (2008)
mostraram que a eEF2K desempenhou um papel importante na sintese
da proteina associada a atividade regulatéria do citoesqueleto
(Arc/Arg3.1), uma proteina envolvida no tr&fico do receptor dos
neurotransmissores e na depressdo de longo prazo, um processo que
reflete mudancas na capacidade sinaptica. O presente estudo mostrou
que a infusdo da rapamicina bloqueou os efeitos da cetamina no CF, e
quando a cetamina foi administrada isoladamente, esta foi capaz de
aumentar os niveis de eEF2K. Alguns estudos sugerem que a cetamina
exerce seus efeitos sobre a expressdo do BDNF através da inibicdo da
sinalizacdo do eEF2K, que normalmente regula negativamente a
expressao do BDNF (Nosyreva e Kavalali, 2010; Autry et al., 2011). De
fato, um estudo prévio mostrou que o tratamento com cetamina foi
capaz de reverter a diminui¢do dos niveis de BDNF no hipocampo e
NAc de animais submetidos ao modelo animal de privagdo materna
(Réus et al.,, 2015a). No entanto, Heise e colaboradores (2014)
demonstraram que a cetamina aumentou a expressdo de BDNF e
exerceu efeitos antidepressivos em ratos de linhagem sevalgem, mas néo
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em ratos nocautes para eEF2K. Este estudo é o primeiro a mostrar 0s
efeitos da cetamina nos niveis de eEF2K ap6s a inibi¢do da via mTOR
pela rapamicina no CF. No entanto, ndo foi demonstrada relevancia
estatistica nas estruturas cerebrais tais como hipocampo, amigdala e
NAc, somente no CF. Além disso, o presente estudo sugere que 0S
efeitos da eEF2K sobre a fosforilagdo e o prolongamento da traducéo de
proteinas, podem ser também um importante mecanismo do rapido
efeito antidepressivo da cetamina.

O RE, um importante local para a sintese de proteinas,
dobramento e sinalizacéo de calcio, é altamente sensivel a alteracdes na
homeostase (Rao et al., 2004a). Com isso, 0 estresse do RE, uma
condicdo que prejudica a funcdo do RE, pode levar a um acumulo de
proteinas ndo enoveladas no limen (Rao et al., 2004b). Neste contexto,
trés proteinas residentes da membrana do RE sdo sequencialmente
ativadas: PERK, IREl-alfa e o ATF6, promovendo assim, a
sobrevivéncia celular e prevenindo e/ou removendo as proteinas mal
enoveladas (Chen et al., 2014). Os transdutores das UPR sdo ativados
por fosforilagdo da PERK e IRE1-alfa ou por translocacdo do ATF6
para o complexo de Golgi quando o RE é estressado (Chen et al., 2014).
A ativacdo destas proteinas promove uma cascata de sinalizacdo
intracelular que pode resultar na reducdo dos fatores de iniciagdo de
traducdo, assim como ativacdo de outras moléculas que servem como
biomarcadores, tais como, e[F2a. e CHOP (Dara et al., 2005). O estresse
excessivo e prolongado do RE pode desencadear em morte celular
(McCullough et al., 2001) e esta associado ao TDM (Gold et al., 2013).
De fato, Nevell e colaboradores (2014) mostraram uma persistente
ativacdo do estresse do RE em tecidos periféricos de pacientes com
TDM. Além disso, alguns estudos j& relataram uma relagdo entre o
estresse de RE e a via de sinalizacgio mTOR (Polak e Hall, 2009;
Hotamisligil, 2010).

O presente trabalho mostrou que houve uma diminui¢cdo nos
niveis de PERK e IRE1-alfa no CF no grupo rapamicina tratado com
cetamina, sugerindo que a rapamicina foi capaz de bloquear os efeitos
da cetamina nestes pardmetros. Chen e colaboradores (2014) relataram
gue a expressdo proteica dos principais marcadores do estresse do RE,
tais como PERK, pPERK e CHOP, foi induzida pela exposi¢do a
sertralina, um inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina (ISRS). No
entanto, outro estudo mostrou que a fluvoxamina, um ISRS, néo alterou
os niveis da PERK (Omi et al., 2014). A interacdo entre o estresse de RE
e mMTORCL1 é complexa, uma vez que a ativacdo das UPR pode ocorrer
tanto upstream quanto downstream da mTORC1. A ativacgdo persistente
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da mTORC1 inicia a sintese de proteinas e a ativacdo das UPR,
enquanto que na fase tardia induz o estresse do RE (Wang et al., 2016).
Entretanto, o presente estudo mostrou que quando a rapamicina
bloqueou os efeitos da cetamina, esta foi capaz de diminuir os niveis dos
marcadores do estresse do RE, sugerindo que os efeitos antidepressivos
da cetamina na via do estresse do RE podem também ser mediados pela
via de sinalizacdo mTOR.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo foi o primeiro a avaliar os efeitos da cetamina apds a
inibicdo da via mTOR pela rapamicina no CF sobre os parametros de
estresse oxidativo e nitrosativo, niveis de citocinas, niveis de proteinas
relacionadas com a via mTOR e ER. Além disso, este estudo foi o
primeiro a demonstrar a relagdo da inibicdo da via mTOR no CF com
outras estruturas cerebrais relacionadas com o TDM.

O presente estudo mostrou que a rapamicina bloqueou os efeitos
antidepressivos da cetamina no TNF e nos niveis de proteinas
relacionadas a via mTOR e ER, contudo estes efeitos foram dependentes
da érea cerebral estudada. Também foi observado que a rapamicina foi
capaz de abolir o dano oxidativo causado pela cetamina e melhorar os
efeitos antioxidantes em algumas areas cerebrais. Os  resultados do
presente trabalho sugerem que a inibi¢do da via de sinalizagdo mTOR
pela rapamicina pode estar envolvida, pelo menos em parte, com o
mecanismo de acdo da cetamina e que apresenta um efeito neuroprotetor
apos a reducdo do estresse oxidativo induzido pela cetamina. Ainda, os
resultados também sugerem que o efeito antidepressivo da cetamina
sobre a via do ER pode também ser mediada pela via de sinalizacdo
mTOR.

Os resultados do presente estudo sugerem que a via de
sinalizacdo mTOR possa ser uma inovadora e valiosa estratégia para a
descoberta de novos farmacos com acles antidepressivas rapidas. No
entanto, estudos adicionais sdo necessarios para melhor explicar como
esses efeitos intrinsecos ocorrem.
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ANEXO A - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS

e _
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Universidade do Extremo Sul Catarinense

Comissio de Etica no Uso de Animais

Resolucdo

A Comisséo de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolugdo n.
02/2011/Cémara Propex e pela Lei Federal 11.794/08, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 031-2014-01

Professor responsavel: Josiane Budni
Equipe: Helena M. Abelaira, Maria Augusta B. Santos, Gislaine Z. Réus

Titulo: “Investigacdo dos mecanismos moleculares subjacentes a0 efeito
antidepressivo da Cetamina”.

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos ticos e metodoldgicos. Toda e
qualquer alteragdo do Projeto devera ser comunicada & CEUA. Foi autorizada a
utiizagéo do total de 400 Ratos Wistar de 60 dias pesando aproximadamente 350
g. Os membros da CEUA néo participaram do processo de avaliagdo dos projetos
em que constam como pesquisadores. Para demais duvidas, contatar a CEUA
pelo e-mail ceua@unesc.net. .
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The Ethics Commitee on Animal Use on Research, sanctioned by the
resolution number 02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number
11.794, has analyzed the following Project:

Protocol number: 031-2014-01

Principal Investigator: Josiane Budni
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Project title: Investigation of molecular mechanisms underlying the antidepressant
effect of Ketamine
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on www.unesc.net/propex/ceua or by e-mail: ceua@unesc.net.
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