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RESUMO

Modelos animais sdo importantes ferramentas para a investigacdo da
fisiopatologia, de transtornos psiquiatricos, tais com o transtorno
depressivo maior (TDM), assim como estudar os efeitos de farmacos
antidepressivos. Embora a fisiopatologia do TDM ainda ndo esteja
esclarecida o estresse oxidativo € apontado com um importante fator.
Cerca de 50% dos pacientes com TDM ndo melhoram com os
antidepressivos disponiveis. Assim, é importante a investigacdo de
novas estratégias terapéuticas. Deste modo, este estudo teve como
objetivo investigar novas estratégias com potencial antidepressivo
usando o 6mega-3, o acido félico, a N-acetilcisteina (NAC), a cetamina
e a minociclina para prevenir ou reverter alteracbes comportamentais e
cerebrais induzidas pelo estresse no inicio da vida ou tardio. Para
induzir o estresse no inicio da vida ratos Wistar foram privados dos
cuidados maternos durante os 10 primeiros dias de vida. Para induzir o
estresse tardio ratos Wistar foram submetidos ao modelo de estresse
cronico moderado (ECM) por 40 dias. Para prevenir os efeitos do
estresse o tratamento foi feito via oral por 20 dias com 6émega-3 (0,72
g/kg), acido fdlico (50 mg/kg) e NAC (20 mg/kg). Para reverter os
efeitos do estresse o tratamento foi feito via intraperiotoneal com uma
Unica dose de cetamina (15 mg/kg), e por 15 dias com minociclina (25
mg/kg) e amitriptilina (10 mg/kg). Apo6s foi realizado o teste do nado
forcado e analisado pardmetros de estresse oxidativo no cortex pré-
frontal (CPF), hipocampo, amigdala e ndcleo accumbens. O tratamento
com cetamina, minociclina, amitriptilina, dmega-3 e acido félico foram
capazes de exercer efeitos antidepressivos no teste do nado forgado.
Porém, esses efeitos antidepressivos foram dependentes do modelo de
estresse pelos quais os animais foram expostos. Em determinadas
regides cerebrais algumas estratégias de tratamento apresentaram um
efeito pré-oxidante. Porém, a maioria das estratégias usadas nesse
estudo exerceram efeitos antioxidantes, como relatado pela diminuicéo
do dano em proteinas, lipideos, concentragdo de nitrito/nitrato e da
atividade da mieloperoxidase (MPO). Além disso, um aumento da
atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) também foram evidentes apds o tratamento com
estratégias de prevencdo e reversdo. Em conclusdo, os efeitos
antidepressivos da cetamina, minociclina, dmega-3 e acido félico no
presente estudo podem ser associados, pelo menos em parte, aos seus






efeitos antioxidantes e neuroprotetores em animais submetidos ao
estresse no inicio da vida ou tardio.

Palavras-chave: édmega-3, &cido folico, cetamina, minociclina, estresse
oxidativo, transtorno depressivo maior.






ABSTRACT

Animal models are important tools for investigating the
pathophysiology of psychiatric disorders such as major depressive
disorder (MDD), as well as studying the effects of antidepressant drugs.
Although the pathophysiology of MDD is still unclear, oxidative stress
is pointed out with an important factor. About 50% of MDD patients do
not improve with the available antidepressants. Thus, it is important to
investigate new therapeutic strategies. Thus, this study aimed to
investigate new strategies with antidepressant potential using omega-3,
folic acid, N-acetylcysteine (NAC), ketamine and minocycline to
prevent or reverse behavioral and brain changes induced by stress at the
early or late life. To induce early life stress, Wistar rats were deprived of
maternal care during the first 10 days of life. To induce late life stress,
Wistar rats were submitted to the chronic mild stress (CMS) for 40 days.
To prevent the effects of stress, the treatment was done orally for 20
days with omega-3 (0.72 g/kg), folic acid (50 mg/kg) and NAC (20
mg/kg). To reverse the effects of stress, treatment was done
intraperitoneally with a single dose of ketamine (15 mg/kg), and for 15
days with minocycline (25 mg/kg) and amitriptyline (10 mg/kg). After
treatment, the animals were submitted to the forced swimming test and
were analyzed the oxidative stress parameters in the prefrontal cortex
(CPF), hippocampus, amygdala and nucleus accumbens. Treatment with
ketamine, minocycline, amitriptyline, omega-3 and folic acid were able
to exert antidepressant effects in the forced swimming test. However,
these antidepressant effects were dependent on the stress model by
which the animals were exposed. In certain brain regions some
treatment strategies had a pro-oxidant effect. However, most of the
strategies used in this study had antioxidant effects, as reported by
decreased on protein and lipid damage, nitrite/nitrate concentration and
myeloperoxidase (MPO) activity. In addition, an increased activity of
antioxidant superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzymes
were also evident after prevention and reversal treatment strategies. In
conclusion, the antidepressant effects of ketamine, minocycline, omega-
3 and folic acid, in the present study, may be associated, at least in part,
with its antioxidant and neuroprotective effects in animals subjected to
stress in early or late life.

Keywords: Omega-3, folic acid, ketamine, minocycline, oxidative
stress, major depressive disorder
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1 INTRODUCAO
1.1 DEPRESSAO

A histdria do conceito de depressdo, tal como a concebemos na
atualidade tem seu inicio no século XVII. O desenvolvimento do
conceito depressdo, também conhecido como Transtorno Depressivo
Maior (TDM) foi bem elucidado com o declinio das crengas magicas e
supersticionismo que fundamentava o entendimento dos transtornos
mentais naquela época. Entretanto, sua origem pode ser inferida a partir
das mencdes de alteracdes de humor ao longo da histdria, sobretudo nas
referéncias ao estado conhecido como melancolia historicamente
estudada (Rosseau, 2000).

O TDM é um transtorno grave que tem enormes consequéncias
para a qualidade de vida das pessoas e € uma das formas mais
prevalentes de doenca mental (Larsen et al.,, 2010). Além disso,
pacientes que sofrem de depressdo severa apresentam altas taxas de
morbidade e mortalidade, com consequéncias econémicas e sociais
profundas (Nemeroff e Owens, 2002). Segundo a Organizagdo Mundial
da Salude (OMS), o TDM ocupava em 2004 o primeiro lugar no ranque
das principais doengas que mais causam incapacitacdo ndo fatal, o
terceiro lugar em carga global de incapacidade e a estimativa é que
ocupara o primeiro lugar em 2030, entre as doencas com maior carga
global (WHO, 2008).

Além dos sérios prejuizos aos quais o paciente é submetido
durante o estado depressivo, é importante destacar que o TDM €é uma
doenca cronica e recorrente (Keller et al., 1992; Mueller et al., 1999),
fato que predispe o ser humano a uma condigdo de constante
preocupacio e expectativas ruins. E importante também enfatizar que o
TDM ¢ altamente predisponente ao suicidio (Cuijpers e Smit, 2002).
Vérios estudos mostram que o TDM tem um componente familiar
altamente prevalente (Marazita et al., 1997; Holmans et al., 2007), com
a herdabilidade transcorrendo em varias geracGes e os indicativos
aparecendo bem cedo na vida das pessoas, em grande parte na
adolescéncia (Weissman et al., 2005; Weissman et al., 2006).

O TDM, segundo os critérios diagnosticos do episddio depressivo
maior pelo DSM-5 (APA, 2014), caracteriza-se por episodios
recorrentes de humor deprimido, juntamente com aumento do
isolamento social (diminuicdo do interesse ou da sensacdo de prazer,
sentimentos de menos-valia) e sintomas somaticos caracteristicos
(diminuicdo da energia, alteracdes do apetite e do sono, dor muscular e
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reducdo dos movimentos com laténcia da fala) (Vismari et al., 2008).
Porém, estes sintomas devem persistir por duas semanas ou mais e
interferir significativamente nas atividades diarias do paciente, como
trabalho e relacionamentos pessoais (Duman et al., 1998).

O TDM pode ocorrer como um transtorno isolado ou pode ser
precipitado por outras doengas, como acidente vascular cerebral,
deméncia, diabetes, cancer e coronariopatia, entre outros, embora exista
certa predisposicdo genética ao TDM (Karg et al., 2011; Menke et al.,
2012). Acredita-se que fatores estressantes, que levam a desregulacdo do
eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e toxicidade por liberacdo
excessiva de glicocorticdides, possam desencadear o TDM na auséncia
da vulnerabilidade genética (Nemeroff e Owens, 2002).

Estudos sobre a fisiopatologia do TDM revelam que ha uma
redugdo no sistema de neurotransmissores monoaminérgicos que
incluem: serotonina, dopamina e noradrenalina (Manji et al., 2001),
além de perda de células neuronais e danos na via de sinalizacdo que
controlam a neuroplasticidade e sobrevivéncia celular (Manji et al.,
2001, Drzyzga et al., 2009). Ainda, a recorréncia ou persisténcia do
transtorno e a falta de tratamento com antidepressivos podem favorecer
a diminuicdo gradual do volume hipocampal, que por sua vez, pode
explicar os problemas de memdria de alguns pacientes e varios outros
sintomas do transtorno (Aan Het Rot et al., 2009; McDermott e Ebmeier
de 2009).

Vérios farmacos com propriedades antidepressivas para o
tratamento do TDM encontram-se no mercado, estes podem ser
considerados seguros e efetivos, tais como, os triciclicos, os inibidores
da enzima monoamina oxidase (iMAO), os inibidores seletivos da
recaptacdo de monoaminas e mais recentemente 0s antidepressivos
triplos (Berton e Nestler, 2006; Nemeroff, 2006; Chen e Skolnick,
2007). Contudo, a resposta aos antidepressivos ndo é imediata e costuma
ocorrer entre a segunda e a quarta semana de uso (Anderson et al.,
2000). Além disso, os antidepressivos somente proporcionam uma
remissdo completa da sintomatologia em cerca de 50% dos individuos
com TDM (Nestler et al., 2002), além de causarem efeitos colaterais,
tais como ganho de peso e sedacdo (Brunello et al., 2002; Stahl e Grady,
2003).

Considerando o longo tempo de laténcia para o efeito terapéutico,
os efeitos colaterais e o fato de um numero significativo de pacientes
ndo responderem aos tratamentos com 0s antidepressivos atuais, as
pesquisas devem estar focadas em novos mecanismos de agdo, com
efeitos mais rapidos e menos adversos, que sejam mais seguros e
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eficientes para o tratamento do TDM (Berton e Nestler, 2006). Muitos
estudos relatam novas teorias sobre a fisiopatologia do TDM e possiveis
mecanismos de agdes dos antidepressivos, considerando 0S pProcessos
neurobioldgicos, estresse oxidativo, a plasticidade neuronal e sinaptica,
e os fatores convergentes entre todas as evidéncias (Sanacora et al.,
2008; Zarate e Maniji, 2008).

1.2 ESTRATEGIAS DE PREVENCAO PARA O TRATAMENTO DO
TDM

Diversas alternativas ndo farmacoldgicas tém sido utilizadas para
prevenir ou auxiliar no tratamento do TDM por existir a necessidade do
desenvolvimento de terapias antidepressivas alternativas ou de
substancias que possam aumentar a eficacia clinica. Neste contexto,
evidéncias demonstram que o &cido folico, uma vitamina do complexo
B que age no metabolismo, possa contribuir para a prevencdo do TDM
(Coppen e Bolander-Gouaille, 2005; Morris et al., 2009) O acido folico
€ uma coenzima na biossintese de nucleotideos e da tetrahidrobiopterina,
a qual é uma coenzima para a hidroxilacdo de fenilalanina e triptofano
na biossintese de dopamina, noradrenalina e serotonina (Coppen et al.,
1989). Além disso o &cido fdlico, através da promogdo do reparo e
crescimento neuronal, exercendo assim, um possivel papel neuroprotetor
em danos ao sistema nervoso central (SNC) (Iskandar et al., 2004).
Estudos clinicos demonstram que pacientes com TDM apresentam
baixas concentracfes plasmaticas e eritrocitarias de &cido félico e que
este fato pode estar associado a uma pobre resposta ao tratamento com
antidepressivos (Fava et al., 1997; Alpert et al., 2000). Além disso,
varios estudos relatam que a suplementagdo com acido folico em
pacientes deprimidos pode melhorar o efeito terapéutico de
antidepressivos, como por exemplo, a fluoxetina (Coppen e Bailey,
2000; Abou-Saleh e Coppen, 2006) uma vez que pacientes com
depressdo possam apresentar uma deficiéncia funcional de folato
(Reynolds, 2002; Coppen e Bolander-Gouaille, 2005); e que a
severidade desta deficiéncia, indicada pelos elevados niveis de
homocisteina, é correlacionada com a severidade do TDM (Tiemeier et
al., 2002).

Evidéncias demonstram que a utilizagdo de nutrientes que
apresentam efeitos similares aos farmacos da classe dos
antiinflamatdrios ndo esterdides (AINH), como os acidos graxos 6mega-
3 promovem a prevencdo e o tratamento de doencas cardiovasculares,
doencas inflamatérias do trato gastrointestinal, infeccfes, lesdes,
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alteragdes imunologicas e de transtornos do humor (Andrade et al.,
2006). Os acidos graxos poli-insaturados, grupo ao qual pertence o
Odmega-3, atuam na sinalizacdo celular, regulagdo enzimatica, sintese de
eicosandides, regulacdo da migracdo neuronal, determinacdo da
plasticidade sinaptica e modulacdo de citocinas que possuem atividade
neuromodulatéria e neurotransmissora (Zemdegs et al., 2010). Neste
contexto, a associacdo entre o consumo de dmega-3 e a presenca de
sintomas depressivos e ansiosos esta sendo investigada, e ha relatos que
sociedades com alto consumo de Omega-3 apresentam menor
prevaléncia de depressdo (Cortes et al., 2013). Constatou-se ainda que
0s pacientes com TDM possuam menores niveis corpéreos de dmega-3
e que ha correlacdo negativa significativa entre esses niveis e a
gravidade dos sintomas depressivos (Su, 2009). Além disso, um estudo
mostrou que adolescentes com transtornos alimentares e sintomas
depressivos possuiam niveis de 6mega-3 significativamente menores
guando comparado com adolescentes com transtornos alimentares,
porém sem os sintomas depressivos (Swenne et al., 2011). Dessa forma,
tanto pelas suas agdes diretas em estruturas cerebrais quanto pela sua
caracteristica anti-inflamatoria, a suplementacdo com 6mega-3 pode vir
a ser uma estratégia benéfica para prevenir e/ou melhorar os sintomas
depressivos.

A estratégia antioxidante, através da inibicdo da formacdo ou
acdo de radicais livres, tem sido foco de atencdo devido ao seu alto
potencial de controlar doencas neurodegenerativas (Banaclocha, 2001).
A N-acetilcisteina  (NAC), um tiol-composto, tem sido usada
terapeuticamente devido a sua propriedade de ser um precursor da
glutationa (De Flora et al, 1991), possuindo, portanto, um papel-chave
na homeostase celular, visto que a deplecdo de glutationa pode causar
morte celular devido a peroxidacédo lipidica e declinio nos niveis de
proteinas tiol (Reed e Farriss, 1984). A NAC também pode atuar
diretamente reduzindo os niveis de espécies reativas ao oxigénio (EROs)
in vivo e in vitro (Aruoma et al., 1989); e ainda ha evidéncias sugerindo
gue a NAC pode ter um papel na sobrevivéncia neuronal através de
outros mecanismos ndo-relacionados com suas propriedades
antioxidantes, inibindo assim a apoptose celular (Ferrari et al., 1995,
Xiong et al.,1999). Dessa forma, estudos demonstram efeitos positivos
da NAC quando adicionada ao tratamento antidepressivo em pacientes
com depressdo (Berk et al, 2008, 2011; Magalh&es et al, 2011), além da
boa tolerabilidade e auséncia de efeitos colaterais significativos (Whyte
et al., 2007). Além disso, a NAC apresentou efeitos antidepressivos em
alguns modelos pré-clinicos de depressao, tais como o teste do nado
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forcado (Ferreira et al., 2008) e o teste de suspenséo da cauda (Linck et
al.,, 2012). A NAC foi também capaz de reverter a diminuicdo do
consumo de sacarose (interpretada como sintoma de anedonia) em ratos
submetidos a um protocolo de estresse (Arent et al., 2012); sugerindo
gue estes resultados podem estar relacionados com a reducdo do estresse
oxidativo (Ferreira et al., 2008; Arent et al., 2012; Smaga et al., 2012).

1.3 ESTRATEGIAS DE REVERSAO PARA O TRATAMENTO DO
TDM

Cerca de 30% a 40% dos pacientes com TDM ndo respondem a
gualquer tipo de tratamento existente e os efeitos antidepressivos
geralmente séo tardios, com um periodo de resposta que leva de 4 a 8
semanas (Trivedi et al., 2006). Maes e colaboradores (1995)
demostraram que o TDM é acompanhado por ativacdo da resposta
inflamatdéria. De fato, a producdo aumentada de citocinas pro-
inflamatdrias podem desencadear a fisiopatologia do TDM (Owen et al.,
2001; Tuglu et al., 2003). Outro fator estudado é a diminuicdo da
sobrevivéncia neuronal, neuroplasticidade e neurogénese no hipocampo
gue podem ser potenciais fatores para o desenvolvimento desse
transtorno do humor (Czeh e Lucassen, 2007; Perera et al., 2007). Neste
contexto, um novo tratamento para a depressao vem sendo estudado, por
possuir um mecanismo de acdo diferente dos antidepressivos atuais, a
minociclina. A minociclina é uma tetraciclina semi-sintética de segunda
geragdo, com uma molécula altamente lipofilica, capaz de penetrar na
barreira hematoencefalica (Pae et al., 2008). Consiste num antibiético
efetivo contra infeccBes de bactérias gram-positivas e gram-negativas.
Seus mecanismos de a¢do em relagdo & atividade antimicrobiana séo
baseados nas caracteristicas das tetraciclinas que inibem a sintese
proteica das bactérias (Domercq e Matute, 2004; Kim e Suh, 2009). O
mecanismo de a¢do da minociclina é exercido através da inibicdo do
citocromo ¢ a partir de sua liberagdo da mitocdndria, inibicdo da
expressdo da caspase e supressdo da ativacdo microglial (Kim e Suh,
2009). Desse modo, a minociclina reduz a transcricdo da sintese de
Oxido nitrico, ciclo-oxigenase-2 e da subsequente liberacdo de
interleucina-1p (IL-1pB), oxido nitrico (NO) e prostaglandina E2,
exercendo assim efeitos neuroprotetores e anti-inflamatérios (Pae et al.,
2008; Hashimoto, 2009).

Estudos mostraram que a minociclina exerce efeitos
neuroprotetores na esclerose lateral amiotrofica e na doenga de
Parkinson (Investigators, 2006; Traynor et al., 2006). Além disso,
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evidéncias apontam a minociclina como um novo potencial agente para
o tratamento do TDM (Pae et al., 2008; Hashimoto, 2009). Levine e
colaboradores (1996) mostraram que a minociclina exerceu efeitos
antidepressivos em pacientes com depressdo bipolar. Além disso, em
animais, um estudo mostrou que a minociclina foi capaz de diminuir o
tempo de imobilidade e aumentar o tempo de escalada no teste do nado
forcado em ratos (Molina-Hernandez et al.,, 2008). O’ Connor e
colaboradores (2009) observaram que a minociclina atenuou o aumento
da expressdo de citocinas pré-inflamatérias induzida pelo
lipopolissacarideo (LPS), prevenindo assim, o desenvolvimento do
comportamento depressivo em ratos. Baseado nestes achados de
modelos animais e estudos em humanos sugerem-se que a minociclina
pode ser um novo agente antidepressivo, através da sua atividade anti-
inflamatoria e neuroprotetora.

Um outro farmaco que vem sendo utilizado é a Cetamina, em
doses sub-anestésicas, um antagonista do receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA), inicialmente utilizado como anestésico geral intravenoso, é
capaz também de reduzir sintomas depressivos em pacientes
diagnosticados com TDM (Berton e Nestler, 2006). Além disso, acoes
rapidas da cetamina tém sido observadas em pacientes que sdo
resistentes a tratamentos com dois ou mais antidepressivos classicos
(Zarate et al., 2006). Ainda, estudos prévios mostraram que a cetamina
apresenta efeitos antidepressivos em ratos submetidos ao estresse,
incluindo a privagdo materna e o estresse cronico moderado (Garcia et
al., 2008a, 2008b, 2009; Réus et al., 2013a, 2013b). Também, Réus e
colaboradores (2011) mostraram que o tratamento combinado de
cetamina e imipramina (um antidepressivo triciclico) produziu um
aumento nos niveis da proteina de ligacdo ao elemento de resposta do
AMPc (CREB) e no fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) no
cortex pré-frontal, hipocampo e amigdala, aumentou a fosforilacdo da
proteina quinase A (PKA) no hipocampo e amigdala e ainda, aumentou
a fosforilacdo da proteina quinase C (PKC) no cortex pré-frontal,
sugerindo que a co-administracdo destes farmacos pode induzir uma
atividade antidepressiva mais efetiva comparado com o tratamento com
cada um destes farmacos sozinhos. A cetamina estimula a sinalizacdo da
proteina alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR) no coOrtex pré-
frontal e o tratamento agudo com cetamina aumenta os niveis de BDNF
no hipocampo (Garcia et al., 2008a, 2008b; Hoeffer e Klann, 2010; Li et
al., 2010; Li et al., 2011). Por outro lado, a infusdo de rapamicina, um
inibidor da via mTOR, bloqueia os efeitos antidepressivos da cetamina
(Lietal., 2010; Abelaira et al., 2017).
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No entanto, ainda ndo estdo totalmente elucidados como ocorrem
os efeitos antidepressivos e mecanismos moleculares exercidos pela
cetamina e pala minociclina, por isso é de extrema importancia mais
estudos que investiguem esses efeitos associados com vias envolvidas
com a fisiopatologia da depressao.

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO E TDM

Evidéncias indicam que a exposi¢do ao estresse oxidativo pode
induzir a diversas patologias psiquiatricas, incluindo o TDM, sugerindo
uma possivel relagdo  deste  transtorno com  processos
neurodegenerativos em diferentes areas do cérebro. As EROs podem
desencadear a fisiopatologia do TDM (de Kloet et al., 2005). Alteracdes
na biologia oxidativa, estdo sendo reconhecidas amplamente como rota
critica do dano que envolve a fisiopatologia das doencas psiquiatricas
induzidas pelo estresse (Berk, 2007). O processo de estresse oxidativo
origina-se de um desequilibrio entre compostos oxidantes e
antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de radicais livres ou em
detrimento da velocidade de remocdo desses. Tal processo, leva a
oxidacdo de biomoléculas com consequente supressdo de suas fungdes
bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo € o dano
oxidativo potencial contra células e tecidos (Halliwell e Whiteman,
2004). Em condicdes fisioldgicas, o resultado da respiracdo celular leva
a producéo de radicais livres, tais como as EROs e as espécies reativas
ao nitrogénio (ERNSs), que sdo contrabalanceadas por vias de defesa
antioxidante (Maes et al., 2011). Porém, a continua producdo de EROs
podem causar danos celulares por inativagdo enzimatica, peroxidacéo
lipidica e modificagdo do DNA (Floyd, 1999) e como consequéncia,
levar a necrose ou apoptose celular dependendo da severidade do dano
oxidativo (Finkel e Holbrook, 2000), além de permeabilidade da
membrana mitocondrial, o que levaria a uma disfuncdo mitocondrial. O
aumento do estresse oxidativo ou das disfungdes mitocondriais podem
levar também a um aumento da inflamacdo no SNC e na periferia. De
fato, um aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatorias, tais como a
interleucina (IL -1, IL-6, IL-8, IL-12, o interferon-y (IFN-y) e o fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) ja foram observados em pacientes com
depresséo (Schiepers et al., 2005; Raison et al., 2006; Mossner et al.,
2007). As citocinas que séo produzidas na periferia chegam ao cérebro
através da ligacdo das citocinas a moléculas especificas expressas no
endotélio do cérebro e outros fatores, que levam as citocinas a afetarem
as funcOes cerebrais (Raison et al, 2006., Khairova et al., 2009), que
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pode ser associada com a depressdo. As citocinas também liberam as
vesiculas de glutamato dos astrocitos, levando a uma ativagdo dos
receptores NMDA pré-sindpticos (Santello e Volterra, 2012) e
estimulam a indolamina dioxigenase 2,3 (IDO), que é um potente
agonista do receptor NMDA e estimulador da liberacdo de glutamato
(Miller et al.,, 2009), dessa forma, ambos contribuindo para
excitotoxicidade glutamatérgica. Em animais, Lucca e colaboradores
(2009a) demonstraram um aumento na producdo de superoxido em
hipocampo e cortex pré-frontal e um aumento das espécies reativas ao
acido tiobarbitirico (TBARS) no coOrtex de ratos submetidos a um
protocolo de estresse cronico moderado. Por outro lado, Abelaira e
colaboradores (2013) demonstraram que a administragdo cronica de
lamotrigina (um anticonvulsivante) aumentou a atividade da superoxido
dismutase e da catalase em cortex pré-frontal de ratos submetidos ao
estresse cronico moderado. A administracdo aguda e crbnica de harmina
(uma B-carbonila) e imipramina (um antidepressivo triciclico)
promovem efeitos antioxidantes em cdrtex pré-frontal e hipocampo de
ratos (Réus et al., 2010).

Evidéncias indicam que a susceptibilidade ao TDM aumenta em
relacdo a niveis elevados de estresse oxidativo ou a um desequilibro na
atividade antioxidante, ou ainda por alteragdes mitocondriais e ativacéo
do sistema imune. Além disso, os efeitos antidepressivos das terapias
preventivas ou reversiveis podem ser mediados, pelo menos em parte,
pelos seus efeitos na regulagdo destes sistemas. No entanto, como esses
efeitos podem ocorrer ainda ndo esta bem definido.

1.5 MODELOS ANIMAIS DE DEPRESSAO

Os modelos animais sdo ferramentas essenciais de pesquisa para
investigar a etiologia, 0os mecanismos moleculares subjacentes a uma
doenca e avaliar a potencial eficacia de intervencGes terapéuticas, pois
refletem as caracteristicas da doenca no homem, simulam as mudancas
patoldgicas, histoldgicas e bioquimicas da doenca e seus distlrbios
funcionais (Pollak et al., 2010). Os modelos experimentais foram
desenvolvidos para avaliar as consequéncias de experiéncias adversas na
neurobiologia e no comportamento, e este modelo tem sido descrito
como um modelo de vulnerabilidade a dependéncia de drogas, a doencas
induzidas pelo estresse e depressdo. Apesar de algumas limitacdes
como, ndo poder observar nos animais sentimentos de tristeza, culpa ou
pensamentos suicidas, onde sdo sintomas limitados principalmente para
0s seres humanos, nesta linha de pesquisa, 0s modelos animais de
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transtornos  psiquiatricos tém sido descritos como importantes
ferramentas para investigar a neurobiologia da depressdo e disfuncdes
relacionadas, bem como auxiliado no progresso do desenvolvimento de
alvos terapéuticos eficazes para o seu tratamento (Abelaira et al., 2013).

Se 0 modelo animal for capaz de reproduzir, mesmo que em
escala reduzida alguns aspectos centrais do transtorno psiquiatrico
tornam-se uma ferramenta valiosa na analise da multiplicidade de
causas, fatores genéticos, ambientais ou farmacoldgicos (Pollak et al.,
2010). Além disso, se apresentarem sintomas similares aos dos pacientes
com transtornos mentais, permitem o estudo dos mecanismos de
comportamentos especificos, da sua fisiopatologia e auxiliam no
desenvolvimento e predicdo de respostas terapéuticas para os agentes
farmacoldgicos. Apesar dos desafios no uso de um modelo animal,
progressos vém sendo feitos para o desenvolvimento e otimizacdo de
novos modelos de comportamento para a maioria das doengas do SNC e
estes modelos tem proporcionado informagdes valiosas sobre o
mecanismo e tratamento de doencas (McGonigle, 2014). Dentre os
modelos animais mais utilizados estdo descritos o protocolo de privacdo
materna e o0 de estresse cronico moderado, ambos utilizados nesta
pesquisa, incluindo a verificagdo dos efeitos de novos alvos terapéuticos
para o tratamento da depressdo nos diferentes processos destes
protocolos.

O protocolo de privacdo materna (PM) é usado para estudar 0s
eventos adversos precoces na vida, sendo que estudos reforcam que o
ambiente neonatal precoce tem profundo impacto no desenvolvimento
do SNC dos mamiferos. Os estimulos interagem com o modelo genético
na formacao de fendtipos individuais e sua subsequente percepgéo. O
aumento da evidéncia bésica, clinica e epidemioldgica apoia a ideia de
gue a exposicdo a um ambiente pode estar diretamente ligada a
vulnerabilidade e, mais tarde, a expressdo de doencas, incluindo
diferentes distlrbios psiquiatricos (Ignécio et al., 2017).

A PM em ratos filhotes mimetiza a perda ou negligéncia dos pais
em seres humanos que tem sido apresentada como um dos fatores de
estresse natural mais potente durante o desenvolvimento. A PM foi
desenvolvida para avaliar as consequéncias de experiéncias adversas na
neurobiologia e no comportamento, e este modelo tem sido descrito
como um modelo de vulnerabilidade a dependéncia de drogas, a doencas
induzidas pelo estresse e depressdo. Além disso, 0 modelo de PM é um
importante modelo para investigacdo da fisiopatologia e tratamento da
depresséo (Anisman et al., 1997; Abelaira et al., 2013).
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Estudos demonstram que a privacdo dos cuidados maternos
durante os dez primeiros dias de vida em roedores, induz um
comportamento do tipo depressivo na vida adulta da prole,
acompanhado também de uma diminuicdo de neurotrofinas, as quais sdo
importantes na plasticidade celular no cérebro, e um aumento de
citocinas pro-inflamatérias na periferia (Réus et al., 2011; Réus et al.,
2013). Por outro lado, o tratamento com antidepressivos em animais
privados do cuidado materno foi capaz de reverter 0 comportamento
depressivo, promover um aumento nos niveis de neurotrofinas e
neurogénese, e diminuir os niveis de citocinas pro-inflamatérias (Nestler
etal., 2010; Réus et al., 2011, 2013).

Outro modelo bastante utilizado para pesquisas da depressdo é o
protocolo estresse crénico moderado (ECM), o que leva 0s animais a
produzirem diferentes sintomas de depressdo, tais como, anedonia,
alteracbes no sono, diminuigdo dos comportamentos sexuais e
agressivos, bem como, diminuicdo da atividade locomotora. Neste caso,
se apresentam sintomas similares aos dos pacientes com transtornos
mentais, permitindo o estudo dos mecanismos de comportamentos
especificos, da sua fisiopatologia e auxiliando no desenvolvimento e
predicdo de respostas terapéuticas para os agentes farmacolégicos. De
acordo com estas caracteristicas, muitas pesquisas utilizam o modelo
animal de ECM para estudar a neurobiologia da depressdo, bem como
para elucidar novos alvos terapéuticos para o tratamento (Willner, 1997;
Abelaira et al., 2013). Os animais expostos a este tipo de protocolo
ainda exibem alteragbes de pardmetros moleculares, que estdo
relacionados a validade de constructo deste modelo animal, ja foram
observadas alteracdes no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) que
sdo também encontradas em pacientes deprimidos. (Fortunato et al.,
2010) Animais submetidos a um protocolo de estresse exibem aumento
nos niveis de cortisol e no peso da glandula adrenal, alteracdes em
lipideos e proteinas, diminui¢do na atividade de enzimas antioxidantes e
também aumento de citocinas pré-inflamatérias (Lucca et al., 2009b).

Embora exista uma associacdo entre estresse oxidativo e 0 TDM
esta relacdo em diferentes modelos de estresse ainda néo foi totalmente
elucidada. Assim, este estudo foi desenvolvido para melhor
compreender os efeitos induzidos pelo estresse no inicio da vida ou
tardiamente em parametros de estresse oxidativo em diferentes regiGes
cerebrais. Além disso, foram investigados os efeitos de diferentes
estratégias terapéuticas utilizando farmacos de acédo rapida com o intuito
de prevenir ou reverter as alteragdes induzidos pelo estresse.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento de prevencao e reversao

sob 0 comportamento e parametros de estresse oxidativo em ratos
Wistar submetidos a modelos animais de depressao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

c)

d)

f)

Investigar os efeitos do tratamento de prevengdo com dmega-
3, NAC e 4cido félico sob o comportamento do tipo
depressivo através do tempo de imobilidade no teste do nado
forcado em ratos submetidos aos modelos animais de ECM e
PM;

Investigar os efeitos do tratamento de reversdo com cetamina,
minociclina e amitriptilina sob comportamento do tipo
depressivo através do tempo de imobilidade no teste do nado
forcado em ratos submetidos aos modelos animais de ECM e
PM;

Investigar os efeitos do tratamento de prevengdo com Omega-
3, NAC e acido folico sob os niveis de TBARS, carbonilacio
de proteinas, atividade da enzima mieloperoxidase e
concentracdo de nitrito/nitrato no CPF, amigdala, hipocampo
e NAc de ratos submetidos aos modelos animais de ECM e
PM;

Investigar os efeitos do tratamento de reversdo com cetamina,
minociclina e amitriptilina sob os niveis de TBARS,
carbonilacio de  proteinas, atividlade da enzima
mieloperoxidase e concentragdo de nitrito/nitrato no CPF,
amigdala, hipocampo e NAc de ratos submetidos aos modelos
animais de ECM e PM;

Investigar os efeitos do tratamento de prevengdo com dmega-
3, NAC e 4cido fdlico sob a atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT no CPF, amigdala, hipocampo e
NAc de ratos submetidos aos modelos animais de ECM e PM;
Investigar os efeitos do tratamento de reversdo com cetamina,
minociclina e amitriptilina sob a atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT no CPF, amigdala, hipocampo e
NACc de ratos submetidos aos modelos animais de ECM e PM;
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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).
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) sob o protocolo
nimero 021/2016-1.

3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para o estudo foram utilizados ratos Wistar machos procedentes
do biotério da UNESC pesando aproximadamente 250 a 330g. Os ratos
ficaram abrigados em 5 por caixa com acesso a alimento e agua ad
libitum e serdo mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 horas (06:00 as
18:00) e temperatura de 23 + 1° C.

3.3 PROTOCOLO DE PRIVACAO MATERNA

No primeiro dia pds-natal as ninhadas foram abatidas a oito
filhotes (quatro machos e quatro fémeas, quando possivel). Os filhotes
foram privados da mae durante 3 horas por dia, durante os 10 primeiros
dias. A privagdo consiste em retirar a mée da caixa e manter os filhotes
na caixa original, para ficarem na presenca do odor materno. Os animais
ndo privados permaneceram imperturbaveis na gaiola original com sua
mae. As caixas em ambos 0s grupos sé foram trocadas no 11° dia apds
o periodo pré-natal. Os ratos foram desmamados apenas no 22° dia apds
0 periodo pré-natal e apenas os machos foram utilizados para o estudo,
as fémeas foram doadas para outros grupos de pesquisa. Todos 0s
experimentos foram realizados apenas quando os animais atingirem a
vida adulta (60 dias).

3.4 PROTOCOLO DE ESTRESSE CRONICO MODERADO

Neste estudo foi utilizada uma metodologia previamente descrita
por Gamaro et al. (2003) com algumas adaptacdes. O grupo controle
permaneceu em suas caixas durante os 40 dias de inducdo de estresse,
sem a aplicagdo do modelo e com minima manipulagdo. Os
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procedimentos de estresse foram aplicados por um periodo de 40 dias
para o0 grupo estressado. Os seguintes estressores foram utilizados: 24 h
de privagdo de comida, 24 h de privagdo de agua, 1-3 h de contengéo,
1.5-2 h de contencdo a 4°C, exposicao a luz estroboscopica durante 120-
210 min, isolamento (2-3 dias). A contencdo foi realizada pondo o
animal em um tubo de plastico de 25 cm x 7 cm e ajustando este com
fita tape para que o animal fosse incapaz de movimentar-se. Houve um
buraco de 1 cm nas extremidades para respiragdo. A exposi¢do a luz
estroboscépica foi feita colocando-se o animal em um campo feito de
madeira com 60 cm x 60 cm e 25 cm de profundidade, dividida em 16
células de 15 cm x 15 cm e 25 cm de profundidade, com a parte frontal
feita de vidro. Foi utilizada uma lampada estroboscopica de 40 W que
ficou piscando em uma frequéncia de 60 vezes/min. Os estressores
foram aplicados em horérios distintos todos os dias para minimizar a
previsibilidade.

3.5 TRATAMENTO DE PREVENCAO

Para o tratamento de prevencdo foi utilizado dmega-3 (0.72 g/kg;
v.0.) ou N- acetilcisteina (NAC) (20 mg/kg; s.c.) ou acido folico (50
mg/kg; v.0.) para prevencdo das alteracdes induzidas pelos protocolos
de PM e ECM (Figuras 1 e 2). Apds o protocolo de PM, ratos Wistar
machos foram divididos em 8 grupos experimentais: 1) ndo-privado +
salina; 2) ndo-privado + émega-3; 3) ndo-privado + NAC; 4) néo-
privado + acido folico; 5) privado + salina; 6) privado + dmega-3; 7)
privado + NAC; 8) privado + acido fdlico. Durante o protocolo de ECM,
ratos Wistar machos foram divididos em 8 grupos experimentais: 1)
controle + salina; 2) controle + dmega-3; 3) controle + NAC; 4) controle
+ acido folico; 5) estresse + salina; 6) estresse + 6mega-3; 7) estresse +
NAC; 8) estresse + acido fdlico. O tratamento foi realizado durante 20
dias (dmega-3 e 4cido fdlico uma vez/dia e NAC trés vezes/dia). Apos o
tratamento, foram avaliadas as alteracbes comportamentais e
bioguimicas induzidas pelos protocolos de PM e de ECM e tratamento
de prevengdo, como descrito abaixo.
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Dia0 Dia1 Dia 10 Dia 41 Dia 60 Dia 61
Tratamento de
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e bioguimicos

Figura 1 - Efeitos do tratamento de prevencdo depois do protocolo de PM. O
protocolo de PM foi realizado durante 10 dias ap6s o primeiro dia pds-natal.
Ratos machos adolescentes foram tratados com salina ou 6mega -3 (0.72 g/kg)
ou N-acetilcisteina (20 mg/kg) ou &cido fdlico (50 mg/kg) durante 20 dias, até a
fase adulta. Os testes do campo aberto e treino do teste do nado forgado foram
realizados no 60° dia e o teste do nado forgado foi realizado no 61°dia 1h apds a
Gltima administragdo do tratamento.

Dia 20 Dia 40 Dia 41 Dia 42
l Tratamento de l ﬂ ﬂ
l prevengdo
Estresse crénico moderado (ECM)
Testes
comportamentais
Procedimento: privagao de agua, isolamento, contengao, exposi¢do a luz, privagdo de comida, & bioquimicos

exposicao

Figura 2 - Efeitos do tratamento de prevencdo ap6s o protocolo de ECM. O
protocolo de ECM foi realizado durante 40 dias. Ratos machos adultos foram
tratados com 6mega-3 (0.72 g/kg) ou N-acetilcisteina (20 mg/kg) ou &cido
félico (50 mg/kg) durante 20 dias. Os testes do campo aberto e treino do nado
forcado foram realizados no 41° dia e o teste do nado no 42° dia, 1 h apds a
Gltima administragdo do tratamento.

3.6 TRATAMENTO DE REVERSAO

Para o tratamento de reversdo foi utilizado cetamina (15 mg/kg;
ip) ou minociclina (25 mg/kg; ip) ou amitriptilina (10 mg/kg; ip) para
reverter as alteracdes induzidas pelos protocolos de PM e ECM. Apds o
protocolo de PM, ratos Wistar machos adultos foram divididos em 8
grupos experimentais: 1) ndo-privado + salina; 2) ndo-privado +
cetamina; 3) ndo-privado + minociclina; 4) ndo-privado + amitriptilina;
5) privado + salina; 6) privado + cetamina; 7) privado + minociclina; 8)
privado + amitriptilina. Apds o protocolo de ECM, ratos Wistar machos
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adultos foram divididos em 8 grupos experimentais: 1) controle + salina;
2) controle + cetamina; 3) controle + minociclina; 4) controle +
amitriptilina; 5) estresse + salina; 6) estresse + cetamina; 7) estresse +
minociclina; 8) estresse + amitriptilina. A cetamina foi administrada
uma UOnica vez e o comportamento foi avaliado 15 dias apos a
administragdo. A minociclina e amitriptilina foram administradas uma
vez por dia durante 20 dias. (Figura 3 e 4). Ap6s 0 término dos
tratamentos foram avaliadas as alteragbes comportamentais e
bioguimicas induzidas pelos protocolos de PM e ECM e o tratamento de
reversdo, como descrito abaixo.

Tratamento de reversio

|
Dia0 Dial Dia 10 Dia 60 Dia 67 Dia68 Dia74 Dia75

11 l l 1 111

!

Testes

comportamentais

e bioquimicos
Figura 3 - Efeitos do tratamento de reversdo apés o protocolo de PM. O
protocolo de PM foi realizado durante 10 dias ap6s o primeiro dia pds-natal.
Ratos machos adultos foram tratados com cetamina (15 mg/kg) ou minociclina
(25 mg/kg) ou amitriptilina (10 mg/kg) ou salina. Os testes do campo aberto e
treino do nado forgado foram realizados no 67° dia e o teste do nado for¢ado no
68° dia, oito dias ap6s uma injecdo Unica de cetamina. Ratos tratados com
minociclina ou amitriptilina foram submetidos ao teste do campo aberto e treino
do nado forgado no 74° dia e o teste do nado forgado foi realizado no 75° dia 1 h
apés a Ultima administragdo do farmaco. O tratamento com minociclina ou
amitriptilina comecou no 60° dia e terminou no 75° dia.

3 horas/dia
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Figura 4 - Efeitos do tratamento de reversdo apds o protocolo de ECM. O
protocolo de ECM foi realizado durante 40 dias. Ratos machos adultos foram
tratados com cetamina (15 mg/kg) ou minociclina (25 mg/kg) ou amitriptilina
(10 mg/kg). Os testes do campo aberto e treino do nado for¢ado foram
realizados no 47° dia e o teste do nado forcado foi realizado no 48° dia, oito dias
ap6s uma Unica injecdo de cetamina. Ratos tratados com minociclina ou
amitriptilina foram submetidos ao teste do campo aberto e treino do nado
forcado no 53° dia e o teste do nado forcado foi realizado no 54° dia, 1 h apds a
Gltima administracdo do medicamento. O tratamento com minociclina ou
amitriptilina comecou no 41° dia e terminou no 54° dia.

Estresse cronico moderado (ECM)

3.7 TESTES COMPORTAMENTAIS
3.7.1 Teste do campo aberto

Foi realizado em um campo aberto de 40 x 60 cm delimitado por
4 paredes com 50 cm de altura, sendo 3 de madeira e uma de vidro
transparente. O piso do campo aberto foi dividido em 12 quadrados
iguais marcados por linhas pretas. Os animais foram cuidadosamente
colocados no quadrado do canto posterior esquerdo do aparelho, a partir
do qual explora livremente o ambiente por 5 minutos. Foram contados
pelo avaliador o nimero de cruzamentos e o nimero de levantamentos
dos animais no periodo de 5 minutos.

3.7.2 TESTE DO NADO FORCADO

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

3.8 ANALISES BIOQUIMICAS
3.8.1 Preparacéo do tecido e homogenado

Amostras de tecidos do CPF, hipocampo, amigdala e o NAc
foram homogeneizados (1:10, w/v) em tampado SETH, pH 7,4 (250 mM
de sacarose, 2 mM de EDTA, 10 mM base Trizma, 50 Ul/mL de
heparina). Os homogenados foram centrifugados a 800 x g durante 10
minutos a 40 C. Os sobrenadantes foram mantidos a -800 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.

3.8.2 Procedimentos de analise de estresse oxidativo
3.8.2.1 Formacgéo 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 acida 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.
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3.8.2.2 Formacao de proteinas carbonil

O dano oxidativo em proteinas teciduais foi determinado pela
medida de grupos carbonil. O contetido 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
homogeneizacdo gelada de tamp&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 sédio e 1 uM microcistina-LR) e
centrifugadas a 1000 x g durante 15 minutos para sedimentar o material
insoltvel. 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
(concentragdo final de 20%) e centrifugadas a 16,000 x g a 40C, 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 vortice 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.
Absorbéancia foi registrada em um espectrofotdbmetro a 370 nm, tanto
para as amostras tratadas com DNPH, quanto para o0 HCI sem DNPH.
Os niveis de proteinas carboniladas foram expressos como nmol de
carbonil por mg de proteina.

3.8.2.3 Atividade da mieloperoxidase

A atividade da mieloperoxidase é 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 H,0,. A atividade foi medida
espectrofotometricamente como a variagao de absorbancia em 650 nm a
370C. Os dados foram representados como mU por mg de proteina.
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3.8.2.4 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 300C,
durante 45 minutos. Em seguida, a reacdo foi iniciada apds adicdo de
100 pl de solugdo 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 300C. Uma
unidade de SOD produziu aproximadamente 50% de auto-oxidacdo de
adrenalina. Os resultados foram expressos em unidades/mg de proteina.

3.8.2.5 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 tampéo
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 H202
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.

3.8.3 Procedimentos de analise de estresse nitrosativo

3.8.3.1 Medida da concentracgéo de nitrito/nitrato

As concentracBes 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 H,O 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
registrados como nmol da concentracdo de nitrito/nitrato por mg de
proteina.
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados estdo apresentados como média * erro padrdo da
média (EPM). As diferencas entre 0s grupos experimentais na avaliagdo
do teste do campo aberto e nado forcado e de todos os ensaios
bioguimicos foram determinadas por andlise 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. Os grupos foram comparados com
controle tratados com salina, sendo representados quando significativos
por *. Os grupos estresse por PM ou ECM onde foi utilizadas estratégias
de prevencdo e reversdo foram comparados com 0s grupos estresse
tratados com salina, sendo representado quando significativos por #.
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4 RESULTADOS

41 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE CETAMINA,
MINOCICLINA E AMITRIPTILINA NO COMPORTAMENTO
DE RATOS SUBMETIDOS AO PROTOCOLO DE ECM

A Figura 5A ilustra os efeitos da administracdo de cetamina,
minociclina e amitriptilina no teste do nado forcado em ratos
submetidos ao protocolo de ECM. O grupo controle tratado com
amitriptilina e os grupos estressados tratado com salina e minociclina
aumentaram o tempo de imobilidade no teste do nado for¢cado em
comparagdo com o grupo controle tratado com salina, porém, o grupo
estressado tratado com cetamina diminuiu o tempo de imobilidade
quando comparado com o grupo estressado tratado com salina (F (7.75) =
2,993; p = 0,008; Fig. 5A).

A atividade locomotora espontéanea é representada na Figura 5B.
Os grupos estressados tratados com salina, cetamina e amitriptilina
diminuiram o ndmero de crossings em comparagdo com O grupo
controle tratado com salina (F (7.76) = 4,560; p < 0,001; Fig. 5B). Ndo foi
encontrada diferenca estatistica no nimero de rearings em nenhum dos
grupos experimentais (F (7.76) = 1,835; p = 0,094; Fig. 5B).



60

ECM

Tempo (s)
g

Immobility
m Controle+Salina = Controle+Cetamina u Controle+Minociclina [ ] CONI'OEH\H'NIHDW na
m Estresse+Salina Estresse+Cetamina n Estresse+Minociclina Eslressemmitnptmna

Figura 5A - Efeitos da administracdo de cetamina, minociclina e amitriptilina no
teste do nado forgado em ratos submetidos ao protocolo de ECM. As barras
representam média = EPM. *p <0,05 vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse
+ salina de acordo com ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Tukey.
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Figura 5B - Efeitos da administracdo de cetamina, minociclina e amitriptilina no
teste do campo aberto em ratos submetidos ao protocolo de ECM. As barras
representam média £ EPM. *p<0,05 vs. controle + salina de acordo com
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.
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42 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE CETAMINA,
MINOCICLINA E AMITRIPTILINA SOBRE OS PARAMETROS
DE ESTRESSE OXIDATIVO NAS ESTRUTURAS CEREBRAIS
DE RATOS SUBMETIDOS AO PROTOCOLO DE ECM

A Figura 6 mostra os efeitos da administracdo de cetamina,
minociclina e amitriptilina sobre os parametros de estresse oxidativo em
estruturas cerebrais de ratos submetidos ao protocolo de ECM. Os niveis
de MDA, um marcador de dano lipidico, foram aumentados no grupo
estressado tratado com salina em comparagdo com 0 grupo controle
tratado com salina no CPF (F (7.39 = 6,201; p <0,001; Fig. 6A). Na
amigdala, os niveis de MDA foram aumentados nos grupos estressados
tratados com cetamina, minociclina e amitriptilina quando comparado
com o grupo controle tratado com salina (F (7.39 = 27,419; p <0,001;
Fig. 6A). No hipocampo, os niveis de MDA aumentaram nos grupos
estressados tratados com salina, cetamina, minociclina e amitriptilina
em comparagdo com o grupo controle tratado com salina; e diminuiram
nos grupos estressados tratados com cetamina e amitriptilina em
comparacdo com o grupo estressado tratado com salina (F (739 =
29,403; p <0,001; Fig. 6A). Por fim, no NAc, os niveis de MDA foram
aumentados no grupo estresse tratado com salina, minociclina e
amitriptilina em comparagdo com o grupo controle tratado com salina (F
(7-39) = 9,638; p <0,001; Fig. 6A).
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Figura 6A - Efeitos da administracdo de cetamina, minociclina e amitriptilina
sobre os niveis de MDA no CPF, amigdala, hipocampo e NAc de ratos
submetidos ao protocolo de ECM. As barras representam média £ EPM. *p
<0,05 vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

A Figura 6B demonstra que no CPF houve um aumento nos
niveis da carbonilacdo de proteinas nos grupos estressados tratados com
salina, cetamina e minociclina quando comparado com o grupo controle
tratado com salina (F (7.39 = 12,06; p <0,001; Fig. 6B). Néao foi
encontrada diferenca estatistica nos niveis da carbonilacdo de proteinas
na amigdala (F (7.39) = 1,09; p = 0,393; Fig. 6B), hipocampo (F (739 =
1,609; p = 0,169; Fig. 6B) e NAC (F (739) = 1,514; p = 0,188; Fig. 6B).



63

ECM

012

0.1
w
©
£
g ooe
o *
)= R
.ﬁg 006 i
I
=D
SE [ I I
< E 0,04 I
o
o £
-
wn
H 0,02
2
H

0
CPF Amigdala Hipocampo NAC
m ControlesSalina Controle+Cetamina u Controle+Minociclina m Controle+Amitriptiina
m Estresse+Salina Estresse+Cetamina Estresse+Minociclina Estresse+Amitriptilina

Figura 6B - Efeitos da administracdo de cetamina, minociclina e amitriptilina
sobre os niveis de carbonilagéo de proteinas no CPF, amigdala, hipocampo e
NAc de ratos submetidos ao protocolo de ECM. As barras representam média +
EPM. *p <0,05 vs. controle + salina; de acordo com ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

O resultado da atividade da mieloperoxidase € ilustrado na Figura
6C. No CPF houve um aumento da atividade da mieloperoxidase nos
grupos estressados tratados com salina, cetamina e minociclina quando
comparado com o grupo controle tratado com salina, e ainda, houve uma
diminuicdo no grupo estressado tratado com amitriptilina quando
comparado com o grupo estressado tratado com salina (F (7.39) = 13,451;
p <0,001; Fig. 6C). Na amigdala, a atividade da mieloperoxidase foi
diminuida no grupo estressado tratado com cetamina quando comparado
com 0s grupos controle e estresse tratados com salina (F (7.39) = 4,213; p
=0,002; Fig. 6C). No hipocampo (F (739) = 26,665; p <0.001; Fig. 6C) e
no NAc (F (739 = 14.6; p <0,001; Fig. 6C) houve um aumento da
atividade da mieloperoxidase no grupo estressado tratado com salina
guando comparado ao grupo controle tratado com salina e esses efeitos
ndo foram revertidos por nenhum dos tratamentos.
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Figura 6C - Efeitos da administracdo de cetamina, minociclina e amitriptilina
sobre a atividade da mieloperoxidase no CPF, amigdala, hipocampo e NAc de
ratos submetidos ao protocolo de ECM. As barras representam média = EPM.
*p <0,05 vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

A Figura 6D demonstra que no CPF houve um aumento na
concentracdo de nitrito/nitrato no grupo estressado tratado com
amitriptilina quando comparado ao grupo controle tratado com salina (F
-39 = 5,104; p = 0,001; Fig. 6D). Na amigdala, houve um aumento na
concentracdo de nitrito/nitrato nos grupos estressados tratados com
minociclina e amitriptilina em comparagdo com o grupo controle tratado
com salina (F (7.39y = 5,7783; p <0,001; Fig. 6D). No hipocampo, a
concentracdo de nitrito/nitrato esteve aumentada nos grupos estressados
tratados com salina e amitriptilina em comparagdo com o grupo controle
tratado com salina, e, além disso, houve uma diminuicdo no grupo
estressado tratado com cetamina em comparagddo com O grupo
estressado tratado com salina (F 739y = 7,701; p <0,001; Fig. 6D). Néo
foi encontrada diferenca estatistica na concentracdo de nitrito/nitrato no
NAc (F (739 = 2,351; p > 0,05; Fig. 6D).
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Figura 6D - Efeitos da administracdo de cetamina, minociclina e amitriptilina
sobre a concentragdo de nitrito/nitrato no CPF, amigdala, hipocampo e NAc de
ratos submetidos ao protocolo de ECM. As barras representam média = EPM.
*p <0,05 vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

43 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE CETAMINA,
MINOCICLINA E AMITRIPTILINA SOBRE A ATIVIDADE DAS
ENZIMAS ANTIOXIDANTES SOD E CAT NAS ESTRUTURAS
CEREBRAIS DE RATOS SUBMETIDOS AO PROTOCOLO DE
ECM

A Figura 7 ilustra os efeitos da administracdo de cetamina,
minociclina e amitriptilina sobre a atividade das enzimas antioxidantes
SOD e CAT nas estruturas cerebrais de ratos submetidos ao protocolo
de ECM. Na amigdala (F .39y = 37,098; p <0,001; Fig. 7A), hipocampo
(F (7-309) = 28,97; p <0,001; Fig. 7A) e no NAc (F (739 = 23,18; p <0,001;
Fig. 7A), a atividade da SOD diminuiu e esses efeitos ndo foram
revertidos por nenhum dos tratamentos. Nao foi encontrada diferenca
estatistica na atividade da SOD no CPF (F (7.39) = 0,88; p = 0,533; Fig.
7A).
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Figura 7A - Efeitos da administracdo de cetamina, minociclina e amitriptilina
sobre a atividade da SOD no CPF, amigdala, hipocampo e NAc de ratos
submetidos ao protocolo de ECM. As barras representam média + EPM. *p
<0,05 vs. controle + salina; de acordo com ANOVA de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Tukey.

A Figura 7B demonstra que na amigdala (F -39y = 31,161; p <0,001;
Fig. 7B), hipocampo (F (7.39) = 28,97; p <27,18; Fig. 7B) e no NAc (F (-
39) = 17,633; p <0,001; Fig. 7B) a atividade de CAT diminuiu no grupo
de estressado tratado com solucdo salina em comparagdo ao grupo
controle tratado com solugéo salina e esses efeitos ndo foram revertidos
por nenhum dos tratamentos. N&o foi encontrada diferenca estatistica na
atividade SOD no CPF (F (.39 = 1,228; p = 0,317; Fig. 7B).
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Figura 7B - Efeitos da administracdo de cetamina, minociclina e amitriptilina
sobre a atividade da CAT no CPF, amigdala, hipocampo e NAc de ratos
submetidos ao protocolo de ECM. As barras representam média £ EPM. *p
<0,05 vs. controle + salina; de acordo com ANOVA de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Tukey.

44 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE CETAMINA,
MINOCICLINA E AMITRIPTILINA NO COMPORTAMENTO
DE RATOS SUBMETIDOS AO PROTOCOLO DE PM

A Figura 8A ilustra os efeitos da administracdo de cetamina,
minociclina e amitriptilina no teste do nado forcado nos ratos
submetidos ao protocolo de PM. O grupo privado tratado com salina
teve um aumento no tempo de imobilidade em comparagdo com grupo
ndo privado tratado com salina, porém, os ratos privados tratados com
cetamina, minociclina e amitriptilina diminuiram o tempo de
imobilidade em comparagdo com o grupo privado tratado com salina (F
(7-80) = 4,758; p< 0,001; Flg 8A)

O resultado da atividade locomotora espontanea é demonstrado
na Figura 8B. Nao foram encontradas diferencas estatisticas no nimero
de crossings (F (7107 = 2,639; p > 0,05; Fig. 8B) e rearings (F (7104 =
2,019; p = 0,60; Fig. 8B) em nenhum dos grupos.
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Figura 8A - Efeitos da administracdo de cetamina, minociclina e amitriptilina no
teste do nado forgado em ratos submetidos ao protocolo de PM. As barras
representam média = EPM. *p <0,05 vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse
+ salina de acordo com ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Tukey.
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Figura 8B - Efeitos da administracdo de cetamina, minociclina e amitriptilina no
teste do campo aberto em ratos submetidos ao protocolo de PM. As barras
representam média + EPM.
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45 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE CETAMINA,
MINOCICLINA E AMITRIPTILINA SOBRE OS PARAMETROS
DE ESTRESSE OXIDATIVO NAS ESTRUTURAS CEREBRAIS
DE RATOS SUBMETIDOS AOC PROTOCOLO DE PM

A Figura 9 mostra os efeitos da administracdo de cetamina,
minociclina e amitriptilina nos parametros de estresse oxidativo nas
estruturas cerebrais de ratos submetidos ao protocolo de privacao
materna. No CPF, os niveis de MDA foram diminuidos no grupo
privado tratado com minociclina em compara¢do com o grupo privado
tratado com salina (F (73 = 2,667; p = 0,028; Fig. 9A). Na amigdala, os
niveis de MDA foram diminuidos no grupo privado tratado com
minociclina em comparagdo com 0 grupo nao-privado e privado tratado
com salina (F (733 = 4,573; p = 0,001; Fig. 9A). No hipocampo, houve
um aumento nos niveis de MDA nos ratos privados tratados com salina
e minociclina quando comparado com o grupo ndo-privado tratado com
salina (F (7-3s) = 5,429; p < 0,001; Fig. 9A). Néo foi encontrada diferenga
estatistica nos niveis de MDA no NAc (F (7.3 = 3,853; p > 0,05; Fig.
9A).
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Figura 9A - Efeitos da administracdo de cetamina, minociclina e amitriptilina
sobre os niveis de MDA no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em ratos
submetidos ao protocolo de PM. As barras representam média + EPM. *p<0,05
vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com ANOVA de
uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.
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A Figura 9B demonstra que, na amigdala, houve um aumento nos
niveis da carbonilagdo de proteinas nos grupos privados tratados com
salina, minociclina e amitriptilina em comparagdo com o grupo ndo-
privado tratado com salina, e ainda, houve uma diminui¢cdo no grupo
privado tratado com cetamina em comparacdo com 0 grupo privado
tratado com salina (F (7.39) = 10,034; p < 0,001; Fig. 9B). No hipocampo,
0s niveis da carbonilacdo de proteina estiveram aumentados nos grupos
privados tratados com salina e amitriptilina em comparacdo com o
grupo ndo-privado tratado com salina (F (7.39 = 1,152; p < 0,05; Fig.
9B). Ndo foram encontradas diferencas estatisticas nos niveis da
carbonilagéo de proteinas no CPF (F (7.35) = 2,425; p = 0,06; Fig. 9B) e
no NAc (F (7-38) = 4,062; p= 0,062; Flg gB)
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Figura 9B - Efeitos da administracdo de cetamina, minociclina e amitriptilina
sobre os niveis carbonilacdo de proteinas no CPF, amigdala, hipocampo e NAc
em ratos submetidos ao protocolo de PM. As barras representam média + EPM.
*p <0,05 vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

O resultado da atividade da mieloperoxidase é demonstrado na
Figura 9C. No CPF, existiu um aumento na atividade da
mieloperoxidase nos ratos privados tratados com salina em comparagédo
com o grupo nao-privado tratado com salina, e ainda, 0 grupo privado
tratado com amitriptilina apresentou uma diminuicdo em relacdo ao
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grupo privado tratado com salina (F 7.3y = 3,749; p = 0,005; Fig. 9C).
No hipocampo, houve um aumento da atividade da mieloperoxidase nos
ratos privados tratados com salina em comparagdo aos nao-privados
tratados com salina, porém, os ratos privados tratados com cetamina,
minociclina e amitriptilina apresentaram uma diminui¢do na atividade
da mieloperoxidase em comparacdo aos privados tratados com salina (F
@38 = 1,983; p < 0,001; Fig. 9C). No NAc, a atividade da
mieloperoxidase esteve diminuida no grupo privado tratado com
minociclina em comparacéo ao grupo privado tratado com salina (F (.37
= 2,760; p = 0,024; Fig. 9C). Néo foi encontrada diferenca estatistica na
atividade da mieloperoxidase na amigdala (F 7.3y = 2,511; p = 0,052;
Fig. 9C).
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Figura 9C - Efeitos da administracdo de cetamina, minociclina e amitriptilina
sobre a atividade da mieloproxidase no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em
ratos submetidos ao protocolo de PM. As barras representam média £ EPM. *p
<0,05 vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

A Figura 9D ilustra que, na amigdala, houve uma diminuicdo da
concentracgdo de nitrito/nitrato nos ratos privados tratados com cetamina
e minociclina quando comparado com o grupo privado tratado com
salina (F (7.3sy = 5,088; p = 0,001; Fig. 9D). No hipocampo, houve um
aumento na concentragdo de nitrito/nitrato no grupo privado tratado com
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salina, cetamina e amitriptilina em comparacdo ao grupo ndo-privado
tratado com salina, porém, no grupo privado tratado com minociclina
existiu uma diminuigdo em comparagdo ao grupo privado tratado com
salina (F 7.3y = 12,139; p < 0,001, Fig. 9D). No NAc, a concentracéo de
nitrito/nitrato esteve aumentada no grupo privado tratado salina e
cetamina em comparagdo ao grupo ndo-privado tratado com salina, e
ainda, os grupos privados tratados com minociclina e amitriptilina
diminuiram a concentracdo de nitrito/nitrato em comparagdo ao grupo
privado tratado com salina (F 37y = 7,921; p < 0,001; Fig. 9D). Néo foi
encontrada diferenca estatistica na concentracdo de nitrito/nitrato no
CPF (F (731 = 2,564; p = 0,067; Fig. 9D).
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Figura 9D - Efeitos da administracdo de cetamina, minociclina e amitriptilina
sobre a concentragdo de nitrito/nitrato no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em
ratos submetidos ao protocolo de PM. As barras representam média £ EPM. *p
<0,05 vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.
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46 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE CETAMINA,
MINOCICLINA E AMITRIPTILINA SOBRE A ATIVIDADE DAS
ENZIMAS ANTIOXIDANTES SOD E CAT NAS ESTRUTURAS
CEREBRAIS DE RATOS SUBMETIDOS AO PROTOCOLO DE
PM

A Figura 10 mostra os efeitos da administracdo de cetamina,
minociclina e amitriptilina na atividade das enzimas antioxidantes SOD
e CAT nas estruturas cerebrais de ratos submetidos ao protocolo de PM.
No CPF, houve uma diminuicdo da atividade da SOD nos ratos privados
tratados com salina, cetamina e amitriptilina quando comparado ao
grupo ndo-privado tratado com salina, no entanto, o grupo privado
tratado com minociclina teve um aumento na atividade da SOD em
comparagédo ao grupo privado tratado com salina (F (7.3s) = 10,844; p <
0,001; Fig. 10A). Na amigdala, houve uma diminui¢do na atividade da
SOD no grupo privado tratado com salina em comparagao ao grupo nao-
privado tratado com salina, porém, no grupo privado tratado com
minociclina existiu um aumento da atividade da SOD quando
comparado com o grupo privado tratado com salina (F (7.3s) = 3,089; p =
0,014; Fig. 10A). No hipocampo, a atividade da SOD esteve aumentada
no grupo privado tratado com minociclina em comparagdo ao grupo
néo-privado tratado com salina (F (7.35) = 9,394; p < 0,001; Fig. 10A).
No NAc, houve uma diminuicdo na atividade da SOD nos grupos
privados tratados com salina, cetamina e amitriptilina em comparagao ao
grupo nao-privado tratado com salina (F (73y = 7,835; p < 0,001; Fig.
10A).
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Figura 10A - Efeitos da administracdo de cetamina, minociclina e amitriptilina
sobre a atividade da SOD no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em ratos
submetidos ao protocolo de PM. As barras representam média £ EPM. *p <0,05
vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com ANOVA de
uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

A Figura 10B mostra que existiu um aumento na atividade no
grupo privado tratado com minociclina e amitriptilina em comparacéo
ao grupo privado tratado com salina no CPF (F (7.35) = 3,001; p = 0,016;
Fig. 10B). Na amigdala, houve uma diminuicdo na atividade da CAT no
grupo privado tratado com salina quando comparado ao grupo ndo-
privado tratado com salina (F (7.39 = 5,423; p < 0,001; Fig. 10B). No
hipocampo, a atividade da CAT esteve diminuida nos grupos privados
tratados com salina, cetamina, minociclina e amitriptilina em
comparagéo ao grupo ndo-privado tratado salina (F 735y = 11,335; p <
0,001; Fig. 10B). Néo foi encontrada diferenca estatistica na atividade
da CAT no NAc (F (7.37) = 2,760; p = 0,064, Fig. 10B).
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Figura 10 - Efeitos da administracdo de cetamina, minociclina e amitriptilina
sobre a atividade da CAT no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em ratos
submetidos ao protocolo de PM. As barras representam média + EPM. *p <0,05
vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com ANOVA de
uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

4.7 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE NAC, OMEGA-3 E ACIDO
FOLICO NO COMPORTAMENTO DE RATOS SUBMETIDOS
AO PROTOCOLO DE ECM

Os efeitos do ECM e do tratamento com NAC, dmega-3 e acido
félico estdo representados na Figura 11. Ratos do grupo controle e
tratados com NAC e &cido fdlico, bem como, ratos do grupo estresse
tiveram um aumento no tempo de imobilidade no teste do nado forgado,
comparado ao grupo controle tratado com agua. Por outro lado, ratos do
grupo estresse e tratados com &cido folico tiveram uma diminuigdo no
tempo de imobilidade, quando comparado ao grupo estresse (F (7.s) =
2,177; p = 0,045; Fig. 11A). O nimero de crossings (F (7.ssy = 0,525; p =
0,813; Fig. 11B) e rearings (F (7.5 = 1,672; p = 0,128; Fig. 11B) ndo foi
alterado apds o estresse ou tratamento com NAC, acido félico e 6mega-
3.
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Figura 11A - Efeitos da administracdo de NAC, dmega-3 e &cido folico no teste
do nado forgado em ratos submetidos ao protocolo de ECM. As barras
representam média £ EPM. *p <0,05 vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse
+ salina de acordo com ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Tukey.
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Figura 11B - Efeitos da administragdo de NAC, 6mega-3 e acido félico no teste
do campo aberto em ratos submetidos ao protocolo de ECM. As barras
representam média + EPM.
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4.8 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE NAC, OMEGA-3 E ACIDO
FOLICO SOBRE 0OS PARAMETROS DE ESTRESSE
OXIDATIVO NAS ESTRUTURAS CEREBRAIS DE RATOS
SUBMETIDOS AO PROTOCOLO DE ECM

Na figura 12 estdo representados os resultados de dano em
lipideos em cérebro de ratos submetidos ao estresse crénico moderado e
tratados com NAC, é&cido félico e 6mega-3. No CPF ocorreu um
aumento nos niveis de MDA de ratos do grupo estresse, comparado com
0 grupo controle; porém, no CPF de ratos do grupo estresse tratados
com NAC e acido folico os niveis de MDA foram reduzidos (F (7.47) =
18,150; p < 0,0001; Fig. 12A). No hipocampo os niveis de MDA foram
elevados no grupo estresse. O tratamento com NAC e 6mega-3 reduziu
o0s niveis de MDA no hipocampo de ratos do grupo estresse; entretanto,
0 tratamento com &cido folico aumentou os niveis de MDA no
hipocampo (F (7.44) = 5,084; p < 0,0001; Fig. 12A). Na amigdala (F (7.47)
= 7,512; p < 0,0001; Fig. 12A) e no NAc (F (7.46) = 2,359; p = 0,041,
Fig. 12A) os niveis de MDA foram aumentados no grupo estresse;
porém, o tratamento com acido félico, NAC e 6mega-3 foi capaz de
reverter essas alteracdes na amigdala.
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Figura 12A - Efeitos da administracdo de NAC, dmega-3 e &cido félico sobre os
niveis de MDA no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em ratos submetidos ao
protocolo de ECM. As barras representam média + EPM. *p <0,05 vs. controle
+ salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

Os niveis de carbonilagéo de proteinas foram aumentados no CPF
(F (7-47y= 10,003; p < 0,0001; Fig. 12B), hipocampo (F (7.44) = 11,937; p
< 0,0001; Fig. 12B), amigdala (F (7.45) = 23,666; p < 0,0001; Fig. 12B), e
NAc (F (.47 = 14,514; p < 0,0001; Fig. 12B). Interessantemente, o
tratamento com NAC, &cido folico e dmega-3 reduziu os niveis de
carbonilagdo de proteinas em todas as areas cerebrais analisadas dos
ratos do grupo estresse.
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Figura 12B - Efeitos da administracdo de NAC, 6mega-3 e &cido folico sobre os
niveis de carbonilagdo de proteinas no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em
ratos submetidos ao protocolo de ECM. As barras representam média = EPM.
*p <0,05 vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

A atividade da mieloperoxidase aumentou no hipocampo (F (7.4
= 11,932; p < 0,0001; Fig. 12C), na amigdala (F (7.39 = 13,259; p <
0,0001; Fig. 12C) e no NAc (F (7.40) = 14,638; p < 0,0001; Fig. 12D) de
ratos do grupo estresse. O tratamento com NAC reduziu a atividade da
mieloperoxidase na amigdala de ratos do grupo estresse e o tratamento
com acido folico e dmega-3 reduziu a atividade da mieloperoxidase no
NAc.
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Figura 12C - Efeitos da administragdo de NAC, 6mega-3 e acido félico sobre a
atividade da mieloperoxidase no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em ratos
submetidos ao protocolo de ECM. As barras representam média £+ EPM. *p
<0,05 vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

A concentracdo de nitrito/nitrato foi reduzida no CPF de ratos do
grupo estresse tratados com NAC e acido folico (F .47y = 6,815; p <
0,0001; Fig. 12D). No hipocampo houve um aumento na concentracdo
de nitrito/nitrato de ratos do grupo estresse, comparado aos grupos
controle ou estresse tratados com agua (F (7.44 = 12,962; p < 0,0001; Fig.
12D). A concentracdo de nitrito/nitrato foi aumentada nos grupos
estresse tratados com agua ou 6mega-3 na amigdala (F (746 = 7,214; p <
0,0001; Fig. 12D) e NAc (F (747 = 15,832; p < 0,0001; Fig. 12D).
Porém, o tratamento com NAC e acido folico reduziram a concentracédo
de nitrito/nitrato na amigdala e no NAc.
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Figura 12D - Efeitos da administracdo de NAC, dmega-3 e acido folico sobre a
concentracdo de nitrito/nitrato no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em ratos
submetidos ao protocolo de ECM. As barras representam média £ EPM. *p
<0,05 vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

4.9 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE NAC, OMEGA-3 E ACIDO
FOLICO SOBRE A ATIVIDADE DAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES SOD E CAT NAS ESTRUTURAS
CEREBRAIS DE RATOS SUBMETIDOS AO PROTOCOLO DE
ECM

A atividade da SOD aumentou no CPF (F (7.7 = 4,160; p =
0,002; Fig. 13A) e hipocampo (F (7.44= 9,947; p < 0,0001; Fig. 13A) de
ratos do grupo estresse e tratados com &cido fdlico e édmega-3. Na
amigdala a atividade da SOD diminuiu em ratos do grupo estresse, e
aumentou em ratos do grupo controle tratado com NAC e estressados
tratados com acido folico (F (7.a7y = 10,893; p < 0,0001; Fig. 13A). Além
disso, no NAc houve um aumento na atividade da SOD de ratos do
grupo controle tratados com NAC e do grupo estresse tratados com
acido folico (F (7.45= 5,965; p < 0,0001; Fig. 13A).
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Figura 13A - Efeitos da administracdo de NAC, émega-3 e acido félico sobre a
atividade da SOD no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em ratos submetidos ao
protocolo de ECM. As barras representam média + EPM. *p <0,05 vs. controle
+ salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

A atividade da CAT aumentou no CPF de ratos do grupo estresse
e tratados com 4cido félico e dmega-3, comparado com 0S grupos
controle e estresse tratados com agua (F (7.47) = 9,655; p < 0,0001; Fig.
13B). No hipocampo ocorreu um aumento na atividade da CAT em
ratos grupo estresse tratados com 6mega-3 (F (7.4 = 18,490; p < 0,0001;
Fig. 13B), e na amigdala (F (7.47) = 5,405; p < 0,0001; Fig. 13B) e NAc
(F (7-48) = 13,497; p < 0,0001; Fig. 13B) de ratos do grupo estresse e
tratados com acido folico.
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Figura 13B - Efeitos da administracdo de NAC, 6mega-3 e acido folico sobre a
atividade da SOD no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em ratos submetidos ao
protocolo de ECM. As barras representam média + EPM. *p <0,05 vs. controle
+ salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

4.10 EFEITOS DA ADMINISTRAGAO DE NAC, OMEGA-3 E
ACIDO FOLICO NO COMPORTAMENTO DE RATOS
SUBMETIDOS AO PROTOCOLO DE PM

Em ratos submetidos a PM e ratos ndo-privados tratados com
Omega-3 foi observado um aumento no tempo de imobilidade no teste
do nado for¢ado, quando comparado com ratos ndo-privados tratados
com &gua. Por outro lado, em ratos submetidos a PM e tratados com
acido folico e dmega-3 foi encontrado uma diminui¢cdo no tempo de
imobilidade, comparado com ratos do grupo privado tratados com agua
(F (7-68 = 2,372; p = 0,033; Fig. 14A). O niimero de crossings (F (7.¢6) =
1,339; p = 0,248; Fig. 14B) e rearings (F (7.e5) = 0,322; p = 0,941; Fig.
14B) ndo foi alterado pela PM ou o tratamento com NAC, 4cido folico e
Omega-3.
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Figura 14A - Efeitos da administracdo de NAC, dmega-3 e &cido folico no teste
do nado forcado em ratos submetidos ao protocolo de PM. As barras
representam média = EPM. *p <0,05 vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse
+ salina de acordo com ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Tukey.
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Figura 14B - Efeitos da administragdo de NAC, 6mega-3 e cido félico no teste
do campo aberto em ratos submetidos ao protocolo de PM. As barras
representam média + EPM.
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411 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE NAC, OMEGA-3 E
ACIDO FOLICO SOBRE OS PARAMETROS DE ESTRESSE
OXIDATIVO NAS ESTRUTURAS CEREBRAIS DE RATOS
SUBMETIDOS AO PROTOCOLO DE PM

Os niveis de MDA estdo ilustrados na figura 15A. Em ratos
submetidos a PM houve um aumento no CPF (F (7.44) = 28,250; p <
0,0001; Fig. 15A), no hipocampo (F (7.14) = 9.206; p < 0.0001; Fig. 15A),
amigdala (F .45y = 17,322; p < 0,0001; Fig. 15A) e NAC (F (7.46) =
18,047; p < 0,0001; Fig. 15A), quando comparado com ratos do grupo
ndo-privado. Porém, o tratamento com NAC, acido fdlico e 6mega-3
reverteu 0 aumento nos niveis de MDA induzidos pela PM.
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Figura 15A - Efeitos da administracdo de NAC, 6mega-3 e acido folico sobre os
niveis de MDA no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em ratos submetidos ao
protocolo de PM. As barras representam média + EPM. *p <0,05 vs. controle +
salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

Os niveis de carbonilagdo de proteinas também foram elevados
no CPF (F (7.44 = 17,830; p < 0,0001; Fig. 15B), hipocampo (F (7.45) =
19,349; p < 0,0001; Fig. 15B), amigdala (F (7.4s) = 27,482; p < 0,0001;
Fig. 15B) e NAc (F (7.46) = 23,597; p < 0,0001; Fig. 15B) de ratos PM,
comparado com o grupo de ratos ndo-privados. Entretanto, o tratamento
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com NAC, é&cido folico e dmega-3 reduziu os niveis de proteinas
carbonil de ratos PM.
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Figura 15B - Efeitos da administracdo de NAC, 6mega-3 e acido folico sobre os
niveis de carbonilagdo de proteinas no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em
ratos submetidos ao protocolo de PM. As barras representam média £ EPM. *p
<0,05 vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

A atividade da mieloperoxidase reduziu no CPF (F (7.43 = 14,818;
p < 0,0001; Fig. 15C), hipocampo (F (7.42y = 9,599; p < 0,0001; Fig.
15C), amigdala (F (7.40)= 12,871; p < 0,0001; Fig. 15C) € NAC (F (7.49 =
24,961; p < 0,0001; Fig. 15C) de ratos privados e tratados com NAC,
acido fdlico e dmega-3, comparado com ratos ndo-privados e privados
tratados com agua.
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Figura 15C - Efeitos da administragdo de NAC, dmega-3 e 4cido folico sobre a
atividade da mieloperoxidase no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em ratos
submetidos ao protocolo de PM. As barras representam média + EPM. *p <0,05
vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com ANOVA de
uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

Em ratos privados a concentragdo de nitrito/nitrato aumentou no
CPF (F (7.44y = 16,915; p < 0,0001; Fig. 15D), hipocampo (F (7.4s5) =
30,256; p < 0,0001; Fig. 15D), amigdala (F (7.45) = 9,112; p < 0,0001;
Fig. 15D) e NAc (F (7-46) = 10,482; p < 0,0001; Fig. 15D). O tratamento
com NAC, &cido félico e dmega-3 reverteu as alteracfes induzidas pela
PM na concentragdo de nitrito/nitrato no hipocampo, mas ndo no CPF,
amigdala e NAc.
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Figura 5D - Efeitos da administracdo de NAC, dmega-3 e &cido félico sobre a
concentragdo de nitrito/nitrato no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em ratos
submetidos ao protocolo de PM. As barras representam média £ EPM. *p <0.05
vs. controle + salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com ANOVA de
uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

4.12 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE DE NAC, OMEGA-3 E
ACIDO FOLICO SOBRE A ATIVIDADE DAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES SOD E CAT NAS ESTRUTURAS
CEREBRAIS DE RATOS SUBMETIDOS AO PROTOCOLO DE
PM

A atividade da SOD foi reduzida no CPF (F (7.45y = 6,651; p <
0,0001; Fig. 16A) e na amigdala (F (7.43 = 9,390; p < 0,0001; Fig.16A).
Essas alteraces foram revertidas ap6s o tratamento com dmega-3 no
CPF e ap6s o tratamento com NAC e dmega-3 na amigdala. No
hipocampo a atividade da SOD aumentou em ratos privados tratados
com NAC, acido folico e 6mega-3 (F (7.43 = 8,394; p < 0,0001; Fig.
16A). No NAc a atividade da SOD néo foi alterada apds a PM ou 0s
tratamentos (F (7.43) = 0,273; p < 0,961; Fig. 16A).
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Figura 16A - Efeitos da administracdo de NAC, émega-3 e acido félico sobre a
atividade da SOD no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em ratos submetidos ao
protocolo de PM. As barras representam média £ EPM. *p <0,05 vs. controle +
salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

A atividade da CAT aumentou no CPF (F (7.4 = 6,523; p <
0,0001; Fig. 16B) e NAC (F (7.46)= 8,706; p < 0,0001; Fig. 16B) de ratos
privados tratados com 6mega-3, comparado com ratos ndo-privados e
privados tratados com agua. No hipocampo a atividade da CAT reduziu
em ratos privados (F (7.45 = 5,045; p < 0,0001; Fig. 16B), comparado
com ratos ndo-privados; porém, o tratamento com acido félico reverteu
esta alteracdo no hipocampo. Na amigdala a atividade da CAT diminuiu
nos ratos néo privados tratados com NAC (F (7.43 = 5,366; p < 0,0001;
Fig. 16B).
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Figura 16B - Efeitos da administragdo de NAC, dmega-3 e 4cido félico sobre a
atividade da CAT no CPF, amigdala, hipocampo e NAc em ratos submetidos ao
protocolo de PM. As barras representam média £ EPM. *p <0,05 vs. controle +
salina; #p <0,05 vs. estresse + salina de acordo com ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Tukey.
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5 DISCUSSAO

Evidéncias mostram que o0 estresse e o TDM estdo
frequentemente relacionados. De fato, eventos estressores durante a vida
podem precipitar episodios depressivos em individuos vulneraveis
(Kendler et al., 1999). A importancia da interacdo da mae com filhos
tem sido discutida hd muitos anos. Sabe-se que o estresse no inicio da
vida pode ter um importante impacto no desenvolvimento do SNC
(Ignécio et al., 2017). Além disso, 0 estresse durante a infancia sob a
forma de abuso ou negligéncia aumenta o risco de depressdao na idade
adulta (Pechtel e Pizzagalli, 2011). Em modelos animais de depresséo,
estudos mostram que o ECM induz a um comportamento depressivo em
ratos como, a diminuicdo da ingestdo de sacarose, acasalamento e
motivacgdo, e ainda, alteragBes no sono (Willner, 2005). Achados da
literatura sugerem que o estresse pos-natal em ratos predispde a um
comportamento ansioso e depressivo na vida adulta (Morley-Fletcher et
al., 2003; Lee et al., 2007).

No presente estudo foi demonstrado que ratos submetidos aos
modelos animais de ECM e PM tiveram um aumento no tempo de
imobilidade no teste do nado forgado, mostrando um comportamento do
tipo depressivo. No entanto, 0s ratos estressados tratados com cetamina
e minociclina e os privados tratados com cetamina, minociclina e
amitriptilina diminuiram o tempo de imobilidade, sugerindo um efeito
antidepressivo desses tratamentos. Além disso, o tratamento com &cido
folico preveniu o comportamento do tipo depressivo induzido pela PM,
e 0 tratamento com émega-3 e acido fdlico preveniu o comportamento
do tipo depressivo induzido pelo ECM. Estudos prévios mostraram que
0 ECM leva a um aumento no tempo de imobilidade e que este efeito foi
atenuado pela administracdo aguda de cetamina (Ma et al., 2013; Wang
et al., 2015). Além disso, pesquisas anteriores demonstraram que ratos
privados tratados com uma Unica dose de cetamina também diminuiram
0 tempo de imobilidade no teste do nado forcado (Réus et al., 2013a,
2015a, b). Em relagdo a minociclina e a amitriptilina, Liu e
colaboradores (2015) e Sanna e colaboradores (2017) observaram que
estes farmacos, respectivamente, foram capazes de atenuar o
comportamento do tipo depressivo de ratos submetidos ao protocolo de
ECM. Este € o primeiro estudo a mostrar os efeitos da minociclina e
amitriptilina no tempo de imobilidade nos ratos submetidos ao modelo
de PM. Com base nesses resultados, o presente estudo sugere que a
administragdo de cetamina, minociclina e amitriptilina, exerce efeitos
antidepressivos nos modelos animais de depressao.
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No presente estudo foi demonstrado que o tratamento oral com
Omega-3 e acido folico por 20 dias reduziu o tempo de imobilidade,
comparado com ratos privados ndo tratados. Porém, em ratos
submetidos ao ECM somente o tratamento com acido folico preveniu os
efeitos comportamentais induzidos pelo estresse. As diferencas
encontradas no presente estudo podem ser relacionadas, pelo menos em
parte, aos distintos efeitos causados pelos diferentes modelos animais de
depressdo. Shi e colaboradores (2016) demonstraram que o tratamento
com 06mega-3 preveniu o0 comportamento do tipo depressivo e a
neuroinflamacdo induzidos pelo LPS, um lipopolissacarideo. Ja o
tratamento com ©Omega-3 por 7 dias ndo foi capaz de reverter o
comportamento aneddnico em ratos submetidos ao ECM (de Mello et
al., 2014). Estudos experimentais mostraram que a administracdo de
acido fdlico foi capaz de prevenir o comportamento do tipo depressivo
induzido pela administracdo cronica de corticosterona (Rosa et al.,
2014) e pelo estresse de contencdo (Budni et al., 2013). A combinagéo
de baixas doses de é&cido félico (10 mg/kg) com o antidepressivo
venlafaxina (4 mg/kg) exerceu efeitos antidepressivos e reverteu o
aumento nos niveis séricos de citocinas pro-inflamatorias (Thomas et
al.,, 2016). Em pacientes com TDM o indice de ©&mega-3 foi
negativamente associado com 0 TNF-a e da enzima 6xido nitrico sintase
(Baek e Park, 2013). Em uma meta-anélise foi confirmado que baixos
niveis de &cidos eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA),
as quais exercem as fungdes benéficas do 6mega-3, foram associados
com sintomas depressivos em pacientes com TDM (Lin et al., 2010).

Varios estudos ja mostraram que a fisiopatologia do TDM pode
estar relacionada com um aumento das EROs, as quais levam a danos
oxidativos em vérias areas do cérebro envolvidas com a regulagdo do
humor (Lucca et al., 2009b; Della et al., 2012; Abelaira et al., 2013b;
Réus et al., 2014). Essa teoria é sustentada pelo fato de que o tratamento
com antidepressivos sdo geralmente capazes de reverter estes efeitos em
modelos animais de depressdo (Della et al., 2012; Abelaira et al., 2013b;
Réus et al., 2014). O cérebro é um drgdo muito sensivel as EROs, desde
gue hé nele um alto consumo de oxigénio para manter a homeostase e
fungdes cerebrais. O excesso de oxigénio utilizado pode resultar na
producdo de radicais livres, levando a um prejuizo nas fungbes cerebrais
por um aumento no dano a lipideos, proteinas e a deficiéncia na
modulagdo de neurotransmissores, como a serotonina e o glutamato
(Halliwell, 2006, 2010, 2011; Siwek et al., 2013).

O presente estudo mostrou que tanto o ECM quanto a PM
levaram a um aumento dos niveis de MDA e carbonilacéo de proteinas,



93

no entanto, os tratamentos com cetamina, minociclina e amitriptilina
foram capazes de reverter estes efeitos somente em algumas areas
cerebrais. Um estudo prévio mostrou que ratos submetidos ao protocolo
de PM tiveram um aumento nos niveis de peroxidacdo lipidica e
carbonilagdo de proteinas e que a administracdo de uma Unica dose de
cetamina-S reverteu este dano (Réus et al., 2015a). Vasconcelos e
colaboradores (2015) demonstraram que a administracdo cronica de
cetamina levou a déficits de memoria de trabalho e a danos oxidativos
no CPF. Além disso, outro estudo relatou que os niveis de MDA e da
proteina carbonil aumentaram no CPF, hipocampo e NAc, porém a
administragdo cronica de minociclina foi capaz de diminuir esses danos
em algumas areas cerebrais (Réus et al., 2015c). Ainda, Bautista-
Ferrufino e colaboradores (2011) mostraram que a administracdo de
amitriptilina aumentou os niveis de MDA de forma dependente da dose
em diferentes tecidos de ratos analisados, tais como figado, pulm@o, rim,
cérebro, coracdo e musculo esquelético. Assim, os resultados do
presente estudo sugerem que os efeitos da administracdo de cetamina,
minociclina e amitriptilina sobre os niveis de MDA e carbonila¢do de
proteinas sdo dependentes da dose, tempo de administracdo, estrutura
cerebral e do modelo animal utilizado.

Os altos niveis de MDA em ratos submetidos a PM foram
revertidos pelo tratamento com NAC, &cido fdlico e 6mega-3. Porém,
em ratos submetidos ao ECM os niveis de MDA foram reduzidos pelo
acido folico e NAC no CPF e pelo 6mega-3 e NAC no hipocampo. O
tratamento com 6mega-3 elevou os niveis de MDA no CPF e o &cido
félico elevou no hipocampo. Na amigdala e no NAc os tratamentos com
acido fdlico, 6mega-3 e NAC reverteram o0s efeitos do estresse nos
niveis de MDA. Calzada e colaboradores (2010) revelaram que a
suplementacdo com 6mega-3 reduziu os niveis de MDA em homens
saudaveis. Além disso, em individuos com ou sem MDD as
concentragbes de TBARS foram negativamente correlacionadas com
niveis de 6mega-3 em eritrocitos, mas positivamente associada com
niveis de Omega-6 (Baek e Park, 2013), sugerindo-se que a
suplementagcdo com Omega-3 poderia ser uma boa alternativa para o
tratamento do TDM. Os mecanismos pelos quais 0 dmega-3 exerce
efeitos antioxidantes ainda ndo estdo totalmente descritos, mas sugere-se
que o DHA e o EPA formem micelas as quais combatem os radicais
livres, reduzindo a produgdo de radicais superéxido e hidroxila
(Giordano e Visioli, 2014). Uma pesquisa demonstrou que 12 semanas
de tratamento com &mega-3 melhorou os sintomas depressivos em
pacientes com doenca corondria e esses efeitos foram associados com
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uma diminuicdo na peroxidacao lipidica (Mazereeuw et al., 2017). Uma
inversa correlacdo do consumo de 6mega-3 e a severidade dos sintomas
depressivos foi encontrada em individuos com altas concentragfes
urinarias de 8-hidroxi-2'-deoxiguanosina (8-OHdG), um marcador de
medida de estresse oxidativo (Bigornia et al., 2016).

Perez-Cornago e colaboradores (2014) demonstraram que um alto
consumo de acido félico bem como uma redugdo nos niveis plasmaticos
de MDA durante uma intervencdo de perda de peso foi associado com
uma melhora em sintomas depressivos. Os mecanismos envolvidos nos
efeitos antidepressivos do acido folico podem ser relacionados com uma
redugdo no metabolismo da homocisteina, jA que niveis aumentados
dessa se correlacionam um alto risco para piora no humor e uma
deficiéncia de acido félico leva a um acimulo de homocisteina (Qin et
al., 2013). A homocisteina pode levar a excitotoxidade em neurénios via
ativacdo dos receptores NMDA e acimulo de EROs (Boldyrev et al.,
2013). Um estudo mostrou que os efeitos antidepressivos do acido folico
sdo mediados em parte pela inibicdo do receptor NMDA (Brocardo et
al., 2013), assim os efeitos antidepressivos do acido félico poderiam
estar associados a uma reducdo da homocisteina, inibicdo do receptor
NMDA e consequentemente diminuicdo do estresse oxidativo. Com
relacdo aos efeitos do NAC, previamente também foi demonstrado que o
NAC sozinho ou em combinagdo com desferoxamina reduziu o dano
oxidativo em ratos submetidos ao ECM (Arent et al., 2012). Porém, esse
€ o primeiro estudo a demonstrar os efeitos antioxidantes do NAC em
ratos submetidos a PM.

Em modelos animais de depressdo niveis aumentados de
carbonilagéo de proteinas ja foram reportados (Lucca et al., 2009a; Zafir
et al., 2009), os quais foram regulados apds tratamento com
antidepressivo (Della et al., 2012). No presente estudo foi também
demonstrado um aumento nos niveis de carbonilacdo de proteina em
cérebro de ratos submetidos a PM e ao ECM. Interessantemente, o
tratamento com acido folico, 6mega-3 e 6mega-3 reduziram os niveis de
proteina carbonil em todas as regiGes cerebrais analisadas, sugerindo
que os efeitos antidepressivos dessas terapias poderiam ser associados
com uma diminui¢do no dano a proteinas.

O presente estudo também demonstrou que a atividade da
mieloperoxidase foi aumentada no CPF, hipocampo e NAc. Porém, os
tratamentos com cetamina e amitriptilina reverteram estes efeitos. J no
protocolo de PM, houve um aumento na atividade da mieloperoxidase
no CPF e hipocampo, e ainda, os tratamentos com cetamina no CPF e
cetamina, minociclina e amitriptilina na amigdala diminuiram esses
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efeitos. O tratamento com NAC reduziu a atividade da mieloperoxidase
na amigdala e o acido folico e dmega-3 reduziram a mieloperoxidase no
nlcleo accumbens de ratos submetidos a0 ECM. Em ratos submetidos a
PM a mieloperoxidase foi reduzida em ratos tratados com é&cido félico,
O0mega-3 e NAC, indicando que os efeitos antioxidantes desses
tratamentos poderiam ser mediados pela reducdo da peroxidagéo lipidica
via regulacdo da mieloperoxidase. De fato, altos niveis de
mieloperoxidase foram correlacionados com peroxidacdo lipidica e
sintomas depressivos em humanos (Vaccarino et al., 2008; Galecki et
al., 2010). A enzima mieloperoxidase estd presente nos neutréfilos,
monocitos e células microgliais. Esta enzima estd envolvida na
peroxidacéo lipidica e catalisa a formacéo do &cido hipocloroso a partir
do peroxido de hidrogénio e cloreto (Spickett et al., 2000; Gatecki et al.,
2010). Ainda, além das EROs, a mieloperoxidase induz a uma produgdo
de citocinas  pré-inflamatérias  envolvidas em  doencas
neurodegenerativas (Lefkowitz e Lefkowitz, 2008) e na perda da
neurogénese no hipocampo (Ekdahl et al., 2003). Pesquisas mostraram
gue niveis altos da enzima mieloperoxidase foi relacionada com o0 TDM
(Vaccarino et al., 2008). Observou-se uma correlacdo positiva entre o
polimorfismo de um Unico nucleotideo na regido promotora do gene que
codifica a enzima mieloperoxidase com a depressdo recorrente
(Vaccarino et al.,, 2008). Galecki e colaboradores (2010) também
demonstraram que a variante polimdrfica, que aumenta a expressao da
mieloperoxidase, esta mais associada com o TDM. Este é o primeiro
estudo a mostrar os efeitos da administracdo de cetamina, minociclina,
amitriptilina, 6mega-3, 4acido folico e NAC na atividade da
mieloperoxidase em animais submetidos aos modelos animais de
depressao.

Estudos tém demonstrado que a superproducdo de espécies
reativas ao nitrogénio resulta em processos oxidativos e inflamatorios,
levando a neurotoxicidade (Sayre et al., 2008). De fato, achados na
literatura ja& demonstraram que niveis aumentados de oOxido nitrico e
nitrito estdo associados ao TDM (Maes et al., 2009). O presente estudo
mostrou que tanto no protocolo de ECM quanto no de PM, houve um
aumento na concentracdo de nitrito/nitrato e que os tratamentos com
cetamina, minociclina, amitriptilina, NAC, &cido fdlico e 6mega-3
foram capazes de diminuir estes efeitos em algumas areas cerebrais. Um
estudo prévio mostrou que animais submetidos ao ECM tiveram um
aumento no tempo de imobilidade e a concentracdo de nitrito/nitrato no
hipocampo, amigdala e NAc, porém o tratamento com Cecropia
pachystachia, uma planta enriquecida com flavondides, reduziu a
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imobilidade e reverteu 0 aumento do teor de nitrito/nitrato nestas regides
cerebrais (Ortmann et al.,, 2016). Em outro estudo com animais
submetidos ao ECM, o aumento do dxido nitrico exerceu um efeito
negativo na neurogénese do hipocampo e parece estar pelo menos em
parte responsavel pelo comportamento depressivo dos animais (Zhou Et
al., 2007). Este é o primeiro estudo a mostrar os efeitos da administracdo
de cetamina, minociclina, amitriptilina, NAC, &cido fdlico e dmega-3 na
concentracdo de nitrito/nitrato nos modelos animais de ECM e PM.
Estes resultados sugerem que os efeitos de todos os tratamentos na
concentracdo de nitrito/nitrato podem ser benéficos em algumas
estruturas cerebrais, levando a um efeito neuroprotetor.

O sistema priméario de defesa antioxidante envolve os efeitos
coordenados de algumas enzimas, como a SOD e a CAT, ja foram
estudadas de forma consistente em individuos com TDM (Ng et al.,
2008). Um fator importante é que a SOD é a primeira linha de defesa
contra o estresse oxidativo, convertendo o anion superoxido em
peréxido de hidrogénio, que é convertido é convertido em agua e
oxigénio pelas enzimas CAT e glutationa peroxidase (Padurariu et al.,
2010). Estudos ja mostraram que em animais submetidos aos protocolos
de ECM e PM, as atividades da SOD e da CAT encontram-se reduzidas
nas regides cerebrais relacionadas a regula¢do do humor, tais como CPF,
hipocampo e NAc (Che et al., 2015; Liu et al 2015; Réus et al., 2015a;
Ortmann et al., 2016). No entanto, o presente estudo mostrou que 0s
protocolos de ECM e PM diminuiram a atividade da SOD e da CAT em
algumas regides cerebrais, e ainda, que sé a minociclina e a amitriptilina
foram capazes de reverter essa diminui¢cdo no protocolo de PM. Um
estudo demonstrou que o tratamento com cetamina reduziu a atividade
da SOD e da CAT no hipocampo, porém, o pré-tratamento com
Cecropia pachystachya, ou com cloreto de litio impediu os efeitos pro-
oxidantes da cetamina (Gazal et al., 2014). Hou e colaboradores (2013)
mostraram que a administracdo crbnica de cetamina, em animais
submetidos ao modelo animal de esquizofrenia, foi capaz de aumentar o
oxido nitrico no CPF, hipocampo e soro e diminuiu a atividade da SOD
no hipocampo. No entanto, dependendo do tempo em que a cetamina é
administrada, esta pode ter um efeito antioxidante. Como mostrado por
Réus e colaboradores (2015d), a atividade da SOD foi aumentada nos
animais controles que receberam cetamina por 14 dias no CPF e NAc e
foi diminuida nos animais privados que receberam salina e cetamina. A
discrepancia dos resultados no presente estudo pode estar relacionada
com a forma de como o modelo animal foi conduzido. Além disso, este
é o primeiro estudo a mostrar os efeitos da minociclina e amitriptilina na
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atividade das enzimas antioxidantes. Os achados do presente estudo
também demonstraram que a atividade das enzimas SOD e CAT foram
aumentadas com o tratamento de &cido fdlico e 6mega-3 em cérebro de
ratos sujeitos ao estresse no inicio da vida ou tardio. Budni et al. (2013)
demonstrou que o tratamento com &cido folico restaurou o prejuizo em
enzimas antioxidantes induzido pelo estresse de contencdo. Além disso,
uma dieta contendo Omega-3 foi capaz de restaurar as defesas
antioxidantes enzimaticas de filhotes nascidos de ratas dislipidémicas
(Ramaiyan et al., 2016). No presente estudo, o tratamento com NAC néo
alterou as enzimas antioxidantes SOD e CAT em ratos submetidos a
ECM. Previamente foi demonstrado que o tratamento com NAC
combinado com desferal teve um efeito mais pronunciado em aumentar
enzimas antioxidantes. A presente pesquisa sugere que os farmacos
estudados possam exercer um efeito neuroprotetor em algumas regides
cerebrais através do aumento da atividade da SOD e da CAT em animais
submetidos a modelos animais de depressao.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Em concluséo, os resultados do presente estudo mostraram que a
administracdo de cetamina, minociclina, amitriptilina, émega-3 e acido
folico foram capazes de exercer efeitos antidepressivos no teste do nado
forcado. Porém, esses efeitos antidepressivos foram dependentes do
modelo de estresse pelos quais 0os animais foram expostos. De forma
geral os farmacos tiveram um melhor efeito quando os animais foram
submetidos ao estresse no inicio da vida. Estratégias de prevencdo,
assim como de reversdo, com propriedades antioxidantes parecem ser
muito importantes para inibirem os efeitos comportamentais e alteragdes
cerebrais decorrentes de um fator estressante.

Como o estresse oxidativo estd fortemente relacionado com o
TDM é importante ter cautela visto que alguns farmacos em
determinadas regifes cerebrais apresentaram um efeito pro-oxidante.
Porém, a maioria das estratégias usadas nesse estudo exerceram efeitos
antioxidantes, como relatado pela diminuicdo do dano em proteinas,
lipideos, concentracdo de nitrito/nitrato e da atividade da MPO. Além
disso, um aumento da atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT
também foi evidente ap6s o tratamento com estratégias de prevencéo e
reversdo, sugerindo que os efeitos antidepressivos da cetamina,
minociclina, 6mega-3 e &cido fdlico, sejam pelo menos em parte,
associados aos seus efeitos antioxidantes e neuroprotetores.

Por fim, estudos futuros que investiguem vias de sinalizagdo
envolvidas com a fisiopatologia do TDM em diferentes situacbes de
estresse, bem como vias envolvidas com estresse oxidativo sdo de suma
importancia para o desenvolvimento de novas estratégias para o
tratamento do TDM.
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