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RESUMO

AVALIACAO DOS EFEITOS AGUDOS DA CETAMINA NO COMPORTAMENTO,
ESTRESSE OXIDATIVO E ELETROENCEFALOGRAMA EM MODELO DE
DEPRESSAO-SIMILE INDUZIDO POR DEXAMETASONA EM RATOS ADULTOS

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) é uma doenca psiquiatrica grave e de profunda
preocupacdo de saude publica. Os antidepressivos atualmente disponiveis estao
associados com diversas limitacfes, incluindo o longo inicio terapéutico. Nesse aspecto, a
cetamina (ketamine - KET) apresenta-se como alternativa com agéo antidepressiva rapida.
Dessa forma, o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos agudos comportamentais, no
estresse oxidativo e eletroencefalograficos da cetamina em modelo de depressao-simile
induzido por dexametasona (DEX) em ratos adultos. Para isso, foram utilizados ratos Wistar
machos, adultos, com peso entre 250-350g. Inicialmente, foi feito estudo para selecdo da
dose de DEX para inducdo de depresséo-simile. Apos essa etapa, 0s animais foram
tratados com DEX na dose de 1,5 mg/kg por 14 dias via subcutanea (SC) e tratados de
forma aguda com KET na dose de 10 mg/kg por via intraperitonial (IP) no utimo dia de
tratamento; apos duas horas, foram realizados os testes de campo aberto, nado for¢cado,
labirinto em cruz elevada, preferéncia a sacarose, dosagens do estresse oxidativo e
eletroencefalograma (EEG). Os resultados demonstraram que o efeito ansiogénico e de
depressao-simile induzidos pela DEX foram revertidos pela KET nos testes de labirinto em
cruz elevada, nado forgado e preferéncia a sacarose. A KET também reverteu o aumento
dos niveis de malondialdeido induzidos pela DEX no hipocampo. A administracdo de DEX
reduziu a onda beta high. Por outro lado, KET sozinha aumentou a banda teta, mostrando
efeito antidepressivo no EEG. Em conclusdo, os resultados demonstraram efeitos
antidepressivos, ansioliticos e de reducdo da peroxidacao lipidica da cetamina. Dessa
forma, esse estudo colabora com o redirecionamento da cetamina como farmaco

antidepressivo rapido.

Palavras-chave: cetamina; depressdo; dexametasona; eletroencefalograma; estresse

oxidativo.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ACUTE EFFECTS OF KETAMINE ON BEHAVIOR, OXIDATIVE
STRESS AND ELECTROENCEPHALOGRAM IN A DEXAMETHASONE-INDUCED
DEPRESSION-SIMILE MODEL IN ADULT RATS

Major Depressive Disorder (MDD) is a serious psychiatric illness of deep public health
concern. The currently available antidepressants are associated with several limitations,
including the long therapeutic initiation. In this regard, ketamine (KET) is presented as an
alternative with rapid antidepressant action. Thus, the aim of the study was to evaluate the
acute behavioral, oxidative stress and electroencephalographic effects of ketamine in a
dexamethasone (DEX)-induced depression-like model in adult rats. For this, adult male
Wistar rats weighing between 250-350g were used. Initially, a study was carried out to select
the dose of DEX to induce depression-like. After this step, the animals were treated with
DEX at a dose of 1.5 mg/kg for 14 days subcutaneously (SC) and acutely treated with KET
at a dose of 10 mg/kg intraperitoneally (IP) on the last day of treatment; after two hours, the
open field, forced swimming, elevated plus maze, sucrose preference, oxidative stress and
electroencephalogram (EEG) tests were performed. The results showed that the anxiogenic
and depression-like effects induced by DEX were reversed by KET in the elevated plus
maze, forced swimming and sucrose preference tests. KET also reversed the DEX-induced
increase in malondialdehyde levels in the hippocampus. DEX management reduced the high
beta wave. On the other hand, KET alone increased the theta band, showing antidepressant
effect on EEG. In conclusion, the results demonstrated antidepressant, anxiolytic and lipid
peroxidation reduction effects of ketamine. Thus, this study collaborates with the redirection

of ketamine as a rapid antidepressant drug.

Keywords: ketamine; depression; dexamethasone; electroencephalogram; oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1. Transtorno Depressivo Maior

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) ou depressédo é uma das principais causas
de incapacidade e um grande desafio mundial; com prevaléncia global de 4,4%, afeta
negativamente as areas sociais, afetivas e laborais, estando associado a obesidade,
doencas cardiacas e morte precoce, incluindo suicidio. Os efeitos funcionais do TDM
podem ser particularmente graves em adultos com comorbidades, levando a complexidade
em opcdes de tratamentos (MARWAHA et al., 2023; WHO, 2017).

E um distarbio psiquiatrico associado a acentuado sofrimento, morbidade,
mortalidade e custo econdmico. A prevaléncia ao longo da vida em adultos é estimada em
17%, sendo maior em mulheres do que em homens (21% e 13%, respectivamente). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) projeta que seja a principal causa de adoecimento
até 2030 em todo o mundo (DWYER et al., 2020).

O Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais - 52 edicdo (DSM-5)
classifica-o por alteracdes no afeto, cogni¢do e funcdes neurovegetativas com episédios
gue durem pelo menos duas semanas. Adicionalmente, cinco ou mais sintomas devem
estar presentes, incluindo humor deprimido e/ou anedonia; outros sintomas séo alteracao
no apetite, fadiga, sentimentos de inutilidade ou culpa, dificuldade de concentracéo, ideacao
suicida, dentre outros (PITSILLOU et al., 2020).

A Depressao Resistente ao Tratamento (DRT) desenvolve-se quando ha falha em
dois ciclos de tratamento. A incidéncia de remissdo torna-se progressivamente menor
desde o primeiro curso de tratamento com antidepressivo (36,8%) até o segundo (30,6%),
terceiro (13,7%) e quarto (13,0%). Pacientes com DRT apresentam maior gravidade,
duracdo da doenca, incapacidade, doenca fisica, incidéncia de hospitalizacdo, risco de
suicidio e custo econémico quando comparados a pacientes com depressao responsiva ao
tratamento (GOODWIN et al., 2022).
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1.2. Depressao: hipoteses fisiopatoldgicas

A depressao é causada pela influéncia matua de fatores psicolégicos e sociais, bem
como de fatores epigenéticos. Os casos de depressdo sdo heterogéneos em termos de
influéncias genéticas, evolugdo clinica, alteracdes neurobioldgicas e respostas ao
tratamento com antidepressivos. Nas Ultimas décadas, estudos sobre a progressdo da
depressao relataram anormalidades em circuitos cerebrais e alteracbes moleculares e
celulares no cérebro (SONG; KIM, 2021).

E uma doenca que abrange varias etiologias, como a hipétese monoaminérgica,
desenvolvida na década de 1960, sugerindo que as deficiéncias de serotonina (5-HT),
noradrenalina (NA) e dopamina (DA) desencadeiam a depresséao; ja a hipétese inflamatoria
propde que a depressao € causada pela interacéo de citocinas pro-inflamatdrias com o eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), afetando sintese e recaptacao de neurotransmissores,
resisténcia aos glicocorticoides, excitotoxicidade, reducdo da expressdo do fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e aumento do estresse oxidativo (figura 1)
(PITSILLOU et al., 2020; ZAKARIA et al., 2022).

= Interacdes entre gene-ambiente

= Aumento do estresse oxidativo

Deficiéncia de fatores
neurotréficos

Disfuncao do sistema

glutamatérgico

Desregulacao do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal

Depressao

Desenvolvimento de

neuroinflamacao

== Deficiéncia de monoaminas
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Figura 1: Hipdteses fisiopatoldgicas da depressdo. A doenga envolve uma complexa interagdo de fatores
genéticos e ambientais. A figura destaca algumas das principais hipoteses envolvidas, que s&do alvos
potenciais para os antidepressivos. A importancia da predisposicao genética é bem conhecida e juntamente
com a adversidade no inicio da vida sdo os principais contribuintes. Processos implicados na fisiopatologia
da depressao incluem: o sistema glutamatérgico, o eixo hipotalamico-hipofisario, os fatores neurotréficos,

neuroinflamacéo, estresse oxidativo, neurotransmissores, dentre outros. Fonte: Elaborada pelo autor.

O eixo HPA representa o sistema do hormoénio do estresse que regula a liberacdo
de glicocorticoides (GC’s) pelas glandulas adrenais em resposta a estressores ambientais
ou endogenos. Uma vez liberados, os GC’s podem funcionar em praticamente todas as
partes do corpo e regulam uma ampla gama de processos fisiologicos através de seus
efeitos em receptores de glicocorticoides (GR’s). Esse sistema €, portanto, fundamental na
resposta ao estresse e na regulacdo da homeostase. Além dessas acdes fisiologicas, 0s
GC’s podem promover feedback negativo sobre o eixo HPA em varios niveis, diretamente
nos componentes do eixo e indiretamente através de estruturas cerebrais como hipocampo,
cortex pré-frontal e amigdala (TROUBAT et al., 2021).

Anormalidades no eixo HPA foram observadas em pacientes deprimidos, e
caracterizam-se essencialmente por aumento na liberacdo de GC’s, aumento da expressao
de horménio adrenocorticotrépico (adrenocorticotropic hormone - ACTH) e/ou no fator
liberador de corticotrofina (corticotropin-releasing factor - CRF). Acredita-se que a maioria
dessas desregulacdes do eixo HPA sejam impulsionadas principalmente por interrupcées
no feedback negativo dependentes de GR’s no eixo HPA (ou seja, resisténcia aos GR’s).
Em terapias antidepressivas, melhorias nas respostas de feedback negativo precedem
remissao da doenca em pacientes deprimidos com anormalidades do eixo HPA (figura 2)
(TARASOQV et al., 2021; TROUBAT et al., 2021).

Estudos tem demonstrado (NOUSHAD SHAMOON et al., 2021; RAMIREZ et al.,
2018; TROUBAT et al., 2021) que o aumento do estresse prolongado, com desregulacao
do eixo HPA, pode interfeir em varias vias biolégicas, como ativacdo de microglias e
aumento de citocinas pro-inflamatorias e estresse oxidativo/nitroativo; reducéo de fatores
neurotroficos cerebrais; ampliagcdo da via das quinureninas e consequentemente reducao
na sintese de serotonina e elevacao de acido quinolinico; aumento de glutamato e apoptose

de células no sistema nervoso central (SNC) (figura 2).
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Figura 2: Hiperativacédo do eixo HPA e seus efeitos. Um fator estressor ativa o eixo HPA, com aumento dos
niveis de GC’s que sdo desencadeadores de estresse oxidativo e nitrosativo. O aumento da concentracao de
cortisol correlaciona-se com sintomas de depressao, reduzindo os niveis de glutationa e inducao de apoptose
neuronal. A secrecdo de neurotrofinas responsaveis pela sobrevivéncia neuronal diminui, enquanto a
concentracdo de gatilhos para apoptose aumenta. O sistema imunoldgico influencia o SNC através de
citocinas pré-inflamatérias que, em altos niveis, levam a producdo de substéncias neurotoxicas pela via do
triptofano-quinurenina, alterando a atividade metabdlica da serotonina. Abreviac8es: hipotalamo-pituitaria-
adrenal (HPA); adrenocorticotropic hormone (ACTH); tumour necrosis factor alpha (TNF-a); interleucina-1-
beta (IL-1pB); interleucina-6 (IL-6); indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO); reactive oxygen species (ROS); reactive
nitrogen species (RNS); nuclear factor kappa B (NF-KB); serotonina (5-HT); mitogen activated protein kinase
(P38-MARK); B cell lymphoma 2 (BCL-2); neurotrophin receptor (P75); brain-derived neurotrophic factor
(BDNF). Fonte: Adaptacao realizada por Stéphanie Balestro através do software Procreate® para iPad.

Alteracdes nos horménios e na funcdo enddcrina podem desempenhar um papel
importante na fisiopatologia da depressdo. Anomalias primarias no eixo adrenal estao
associadas a alteracdes de humor e medicamentos que interferem no sistema enddcrino
sdo muitas vezes acompanhados por efeitos relacionados ao humor e cognicdo. Essas
observagbes clinicas levaram aos estudos das fungBes que os hormdnios podem
desempenhar na fisiopatologia da depresséo e dos potenciais tratamentos direcionados a
sistemas hormonais especificos (DWYER et al., 2020).
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O hipocampo (HC) € uma estrutura cerebral do sistema limbico envolvida na
memoaria e aprendizagem que tem importante relagdo com a depressao, pois reducdes nos
volumes hipocampais estado associadas com duracédo e severidade da doenca; além disso,
neurdnios glutamatérgicos projetam-se no hipocampo, influenciando humor e ansiedade. A
neurogénese do hipocampo atua de forma crucial na fisiopatologia da depressdo bem como
na sua etiologia e nos efeitos de farmacos antidepressivos; esse efeito € apoiado pelos
seguintes achados: a) a neurogénese hipocampal esta diminuida tanto em modelos animais
de depresséo quanto em pacientes em episodios depressivos; b) o uso crénico de farmacos
antidepressivos induzem aumento na neurogénese do hipocampo; c) experimentalmente,
um aumento induzido na neurogénese hipocampal reduz a capacidade do estresse de
induzir um fendtipo depressivo-simile; e d) a ablacdo da neurogénese do hipocampo
impede a capacidade dos antidepressivos de induzir a remissdo da doenca (SONG; KIM,
2021; TARASOV et al., 2021; TROUBAT et al., 2021).

Na reacdo do organismo ao estresse, mecanismos neuronais, enddcrinos e
imunologicos séo ativados, incluindo ativacdo do eixo HPA, com aumento da secrecéo de
GC’s. Embora indispensavel para lidar com eventos estressores, GC’s podem ter um efeito
negativo tanto na estrutura quanto na funcéo das células cerebrais. O HC é abundante em
GR’s, dessa forma, é particularmente vulneravel ao estresse. Em consequéncia, exposicao
cronica e excessiva a GC’s pode levar ao desenvolvimento de depressao. Assim, pacientes
deprimidos apresentam hiperatividade do eixo HPA com elevados niveis de cortisol e
aumento das glandulas adrenais (WROBEL et al., 2015).

1.3. Depresséao: modelos de indugéao

Na clinica, com mecanismo fisiopatologico pouco claro e efeito terapéutico
inconsistente, a depresséo € considerada uma doenca heterogénea. A modelagem animal
desempenha um papel essencial na exploragdo dos mecanismos subjacentes da
depressdo. Ao analisar alguns dos principais sintomas da depressdo que podem ser
representados em um determinado modelo animal, um farmaco ou terapia especifica
podem ser aplicados. Embora ndo esteja claro se os pesquisadores conseguirao identificar
0S mecanismos biolégicos da depressdo com base nas manifestacdes observadas nos
animais, 0s modelos de depressdo podem descrever alteracbes moleculares e

fisiopatoldgicas, utilizando critérios e métodos apropriados (HAO et al., 2019).
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Os modelos animais de depressao devem imitar a condicdo humana nos seguintes
aspectos: 1) melhora ou reducéo do comportamento com terapias antidepressivas efetivas
(validade preditiva); 2) semelhanca entre os sintomas clinicos e o fenoétipo comportamental
(validade de face); 3) semelhanca entre os substratos neurobiolégicos (validade de
construto); e 4) desencadeamento da doenga da mesma forma que o transtorno humano
(validade etiologica). Modelos animais podem ser desenvolvidos por exposi¢do a fatores
etioldgicos conhecidos da depressdo, como estresse, criacdo seletiva, manipulacbes
genéticas e administracdes farmacoldgicas (LIMA et al., 2022).

Um dos mais fortes correlatos fisiopatolégicos da depressao € a desregulacao do
eixo HPA, incluindo hipersecrecédo de GC’s e alteracdes em seu feedback negativo (figura
3). Em modelos de depressdo com roedores, a exposicdo repetida a GC’s, como a
dexametasona (DEX), reflete condicGes de carga de estresse cronico. Essa estratégia €
amplamente utilizada para induzir o fenotipo de depresséo e avaliar a eficacia de farmacos
antidepressivos (DWYER et al., 2020; MORI et al., 2022; TROUBAT et al., 2021; WROBEL
et al., 2015).
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Figura 3: Desregulagdo do eixo HPA na depressdo. O hipotalamo libera o CRF; estimulando a pituitéria
anterior a liberar ACTH na circulagéo periférica, que estimula o cortex das glandulas adrenais a liberar GC's
(cortisol). A producao de GC’s é controlada por feedback negativo e ocorre a nivel da pituitaria anterior,
hipotalamo e estruturas superiores (cortex, hipocampo e talamo) via ativacao dos GR’s. A hiperativacao do
eixo HPA por fator estressor ou uso de GC’s de forma prolongada promovem dessensibilizacdo e
downregulation dos GR’s e perda do controle por feedback negativo, levando a desregulacdo do eixo HPA e
surgimento da depressdo. Abreviacdes: adrenocorticotropic hormone (ACTH); corticotropin-releasing factor

(CRF). Fonte: Adaptacao realizada pelo autor.

A DEX é um potente glicocorticoide sintético, sendo 25 vezes mais potente que o
cortisol, possui meia-vida longa de 36-72 hs e poucos efeitos mineralocorticoides. Dentre
as acbes dos corticosteroides, resultam efeitos anti-inflamatorios, antinociceptivos e
imunossupressores (KING et al., 2020).

As acdes mecanisticas da DEX sdo mediadas pelos GR’s, que sdo expressos
constitutivamente por todos os tipos celulares, embora haja um variavel espectro de
sensibilidade aos GC’s e respostas biologicas entre os tipos de tecido. Os GR’s estéo
presentes no citoplasma em seu estado inativo, sendo sequestrados por complexos
proteico (chaperonas) que consistem em proteina de choque térmico, imunofilinas e outros
fatores que previnem a sua degradacao. O mecanismo gendmico ocorre com a ligacdo do
GC ao GR, resultando na dissociacdo das proteinas chaperonas; os complexos GC-GR
dimerizam-se e translocam para o nucleo e ligam-se ao elementos de resposta aos
glicocorticéides (GRE) para ativar a transcricdo de substancias anti-inflamatorias, processo
chamado de transativacdo, ou inibir fatores de transcri¢ao pro-inflamatorios, nomeado como
transrepressao. Além dos efeitos gendmicos, os GC’s também exercem ac¢des nao-
gendmicas agudas que ocorrem imediatamente ap6s a ligacdo aos GR’s, como
translocacao mitocondrial, interacbes com a membrana plasmatica e alteracdes em vias de
sinalizacao (figura 4) (MADAMSETTY et al., 2022; SINNIAH; YAZID; FLOWER, 2021).



27

Membrana
plasmatica

Glicocorticoides

Citoplasma

Mecanismo
nao-gendémico

_ ®
Ligacao dos
glicocorticoides

v
Mecanismo
gendmico

p50 P65 ° /
LK

Figura 4: Mecanismo de acdo dos glicocorticoides. As a¢cdes mecanisticas gendmicas ocorrem com a ligacédo
do GC ao GR, resultando na dissociacao das proteinas chaperonas; os complexos GC-GR dimerizam-se e
translocam para o nucleo e ligam-se aos GRE’s para ativar a transcricdo de subastancias anti-inflamatérias
(transativacdo) ou inibir fatores de transcricdo pro-inflamatérios (transrepresséo). Além dos efeitos
gendmicos, os GC’'s também exercem ac¢des nao-gendmicas agudas que ocorrem imediatamente apos a
ligacdo aos GR’s, como translocacdo mitocondrial, interacdes com a membrana plasmética e alteragbes em
vias de sinalizacdo. Abreviacdes: glucocorticoid receptor (GR); proteina co-chaperona (p23); heat shock
protein 90 (hsp90); heat shock protein 70 (hsp70); cinases de tirosina (src); glucocorticoid response element
(GRE); negative glucocorticoid response element (nGRE); fatores de transcricdo (STAT3, STAT5-RE, c-Jun,
c-Fos, AP1-RE, p50, p65); nuclear factor kappa B (NF-KB-RE). Fonte: Adaptacdo realizada por Stéphanie
Balestro através do software Procreate® para iPad.

A DEX é comumente utilizada para tratar processos inflamatérios, autoimunes e
desordens neuromusculares. Apesar de seus beneficios, o tratamento promove diminuicdo
da massa muscular e prejuizo no metabolismo da glicose, com indugéo de resisténcia a
insulina em roedores. Além disso, sua utilizacdo prolongada aumenta a gliconeogénese e

reduz a captacdo de glicose muscular (KIM et al., 2022).
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1.4. Depresséao: tratamento

Os modelos biomédicos definem depressdo como um disturbio de redes neurais,
incorporando mudancas em areas cerebrais amplamente distribuidas, onde os
antidepressivos melhoram a plasticidade sinaptica e atuam como moduladores de
monoaminas (5-HT, NA e DA). Embora as diretrizes recomendem uma abordagem
biopsicossocial abrangente para tratar a depressdo e as evidéncias sugiram que
intervencdes psicoldgicas, apoio social e exercicio fisico sejam importantes, o tratamento
medicamentoso é muitas vezes essencial na depressdo moderada ou grave (MARWAHA
et al., 2023).

Os primeiros medicamentos antidepressivos surgiram na década de 1950, sendo
os inibidores da monoamina oxidase (IMAO), como a fenelzina, moclobemida e selegilina;
e o0s antidepressivos triciclicos (ADT’s), por exemplo a imipramina, amitriptilina e
clomipramina; ja nas décadas de 1980 e 1990 sdo lancados os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (ISRS’s), como a fluoxetina, sertralina e citalopram e o0s
inibidores da recaptacao de serotonina e noradrenalina (IRSN’s), por exemplo a duloxetina,
venlafaxina e desvenlafaxina; ainda nos anos 1990 foram introduzidos os antidepressivos
atipicos (trazodona, mirtazapina, bupropiona, vortioxetina e agomelatina), aumentando as
chances de resposta ao tratamento (LI, 2020; NEMEROFF, 2020).

O mecanismo de acdo da maioria dos antidepressivos classicos envolve a inibi¢éo
da recaptagdo de uma ou mais monoaminas, resultando em aumentos na transmisséo
monoaminérgica. Uma nova geracao de antidepressivos, no entanto, combina dois ou mais
mecanismos de acdo. Esses medicamentos, denominados antidepressivos multimodais
(por exemplo, vortioxetina), atuam em diferentes modos de sinalizacdo neuronal,
provocando efeitos em diferentes sistemas de neurotransmissdo. Em alguns casos, o
mecanismo de acao multimodal desses farmacos inclui agonismo ou antagonismo de certos
receptores, visando efeitos em sintomas especificos associados a depressdao, maior
eficacia e melhor perfil de efeitos colaterais (SANCHES; QUEVEDO; SOARES, 2021).

Aléem dos antidepressivos, psicoterapias baseadas em evidéncias, mais
notavelmente a terapia cognitivo-comportamental e psicoterapia interpessoal, sao
claramente eficazes no tratamento da depressao. Nos Ultimos anos, progressos notaveis
foram alcancados no desenvolvimento e otimizagédo de tratamentos ndo-farmacolégicos

somaticos, incluindo eletroconvulsoterapia, estimulacdo magnética transcraniana,
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estimulac&o do nervo vago e estimulagéo cerebral profunda, além de outras modalidades,
incluindo estimulac&o por corrente continua e ultrassom focalizado (NEMEROFF, 2020).
Os antidepressivos existentes sao predominantemente medicamentos de acao
monoaminérgica, sendo os medicamentos de primeira linha mais amplamente utilizados os
ISRS’s, IRSN’s, noradrenérgicos e serotoninérgicos especificos (NaSSA’s) e ADT's. Em
geral, esses farmacos sao eficazes no tratamento da depressao e ansiedade, mas a maioria
deles tem uma série de efeitos colaterais, incluindo atraso no inicio de acéo (4—6 semanas),
taxa de efetividade limitada (50-70%), falta de melhora cognitiva ou mesmo
comprometimento cognitivo, disfungdo sexual, tendéncias suicidas. Dessa forma, o
desenvolvimento de novos medicamentos de inicio de acao rapido com melhora da fungéo

cognitiva e menos efeitos colaterais € uma grande demanda mundial (LI, 2020).

1.5. Depressédo X Cetamina

O avanc¢o mais importante na farmacoterapia da depresséo nas ultimas décadas foi
a cetamina (KET), que estd disponivel desde a década de 1960 como anestésico
dissociativo. Desde o inicio dos anos 2000, no entanto, seus efeitos de inicio rapido para
tratamento de sintomas depressivos tém sido amplamente documentados. Administrada
por via intravenosa (IV), em doses subanestésicas, seus efeitos parecem persistir por 72-
96 hs, apesar de sua curta meia-vida. A KET pode produzir rapida e profunda reducéo nos
sintomas depressivos ap6s uma Unica infusdo em doses subanestésicas em individuos
com depresséo, incluindo a DRT, resultando em uma mudanca de paradigma na pesquisa
da depressédo e seus tratamentos farmacoldgicos (JELEN; STONE, 2021; SANCHES,;
QUEVEDO; SOARES, 2021).

O funcionamento do glutamato (GLU) esta desregulado em areas do cérebro que
estdo associados a depresséao, dessa forma a KET introduziu o sistema glutamatérgico
como um novo alvo farmacoldgico para o desenvolvimento de antidepressivos, abrindo
caminho para o desenvolvimento de farmacos com mecanismos de acao semelhantes. No
entanto, existem alguns riscos associados ao uso de KET, incluindo o risco de dissociacao,
estados psicoticos e seu potencial para abuso/dependéncia (MARWAHA et al., 2023;
SANCHES; QUEVEDO; SOARES, 2021).

A KET € um derivado da arilciclohexilamina com acao antagonista ndo-competitiva
em receptores ionotropicos N-metil-D-aspartato (NMDA) glutamatérgicos, com

propriedades farmacocinéticas bem conhecidas; possui rapida e alto volume de
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distribuico, tempo de meia-vida curto e eliminacdo renal. E metabolizada pelo citocromo
P450, o que pode levar a intera¢cdes medicamentosas. A desvantagem do uso de KET € o
amplo perfil de efeitos colaterais; além dos sintomas nas fungbes cardiopulmonar, urinaria
e gastrointestinal, os efeitos adversos mais problematicos ocorrem no SNC, com sintomas
dissociativos, além de perda de memoria, hiperreflexia, clonus e queixas vestibulares
(BORBELY et al., 2022).

Os efeitos antidepressivos da KET s&do mediados através do bloqueio nao-
competitivo de receptores NMDA em interneurdnios inibitorios do acido gama-aminobutirico
(GABA) e em neurdnios pés-sinapticos. Os rapidos efeitos antidepressivos da KET estéo
associados com aumentos na liberacdo de BDNF mediados pela ativagéo dos receptores
AMPA (JELEN; STONE, 2021).

A KET bloqueia a acéo inibitéria GABAérgica, promovendo desinibicdo de neurdnios
piramidais e aumento na transmissao glutamatérgica; a maior ativacdo de receptores
AMPA induz a liberagdo de BDNF que se liga em seu receptor tropomiosina quinase B
(TrkB), ativando as vias de sinalizacdo MEK/ERK e Akt/mTORCL1, obtendo-se ampliacédo
da neuroplasticidade e sinaptogénese; a ativacdo do alvo da rapamicina complexo 1
(mTORC1) inibe a acdo da enzima glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3), que esta
desregulada na depressédo. O antagonismo dos receptores NMDA pés-sinapticos também
exerce efeito antidepressivo através da desativacao do fator de alongamento eucariotico 2
guinase (EEF2K), aumentando a sintese de BDNF (figura 5) (JELEN; STONE, 2021).
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Figura 5: Mecanismo de acdo antidepressivo da KET. A KET bloqueia seletivamente os receptores NMDA
glutamatérgicos expressos em interneurdnios inibitorios GABAérgicos. Isso leva a desinibigdo dos neurbnios
piramidais, disparo e liberacdo aumentados de GLU. O pico de GLU resultante estimula os receptores AMPA
pés-sinapticos, levando ao aumento da liberagdo de BDNF que ativa os receptores TrkB e subsequentes vias
de sinalizacdo Akt/mTORC1 e MEK/ERK, levando ao aumento da sintese de proteinas necessarias para
sinaptogénese; a ativacdo de mTORCL1 inibe a a¢do da enzima GSK-3, que esta desregulada na depressao.
A KET também suprime a atividade dos receptores NMDA pds-sinapticos, desativando a EEF2K, resultando
em aumento da sintese de BDNF e subsequente ativacdo de TrkB-mTORC1. Abreviacdes: N-metil-d-
aspartato (NMDA); a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA); brain-derived neurotrophic factor
(BDNF); eukaryotic elongation factor 2 kinase (EEF2K); eukaryotic elongation factor 2 (EEF2); tropomyosin
receptor kinase B (TrkB); mammalian target of rapamycin C1 (mTORC1); serine-threonine kinases (Akt,
ERK); serine-threonine protein (MEK); glycogen synthase kinase-3 (GSK-3). Fonte: Adaptacéo realizada por

Stéphanie Balestro através do software Procreate® para iPad.
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1.6. Depressao X Estresse oxidativo

O cérebro é um 6rgéo altamente suscetivel a elevacéo do estresse oxidativo devido
a sua elevada demanda de oxigénio. A depresséo também esta relacionada ao aumento
do estresse oxidativo no cérebro. Pacientes deprimidos apresentaram espécies reativas de
oxigénio (ERO’s) e espécies reativas de nitrogénio (ERN’s) elevadas devido a danos
oxidativos no DNA ap0s episodios depressivos (ZAKARIA et al., 2022).

O desequilibrio entre a producéo de radicais e o sistema de defesa antioxidante do
organismo é conhecido como estresse oxidativo. A inflamacéo ativa é acompanhada pelo
aumento do estresse oxidativo e nitrosativo, 0 que pode contribuir para a diminuicdo da
neurogénese e dano das células em regifes cerebrais relevantes para o humor, como o
HC (PITSILLOU et al., 2020; TANG et al., 2021).

O estresse oxidativo e nitrosativo sdo fatores inespecificos que desempenham
funcdes importantes na fisiopatologia da depresséo. Pacientes deprimidos tém defesas
antioxidantes mais baixas, como o sistema glutationa, que pode causar danos as
membranas celulares, aumentando peroxidacado lipidica, danos a proteinas, DNA e
mitocondrias, e levar a respostas autoimunes secundarias dirigidas contra proteinas
nitrosiladas modificadas redox e epitopos especificos oxidativos. Os niveis de glutationa
sdo mais baixos na depresséo, devido ao estresse oxidativo, resultando em apoptose
neuronal e reducdo na secrecdo de neurotrofinas responsaveis pela sobrevivéncia
neuronal (TARASOV et al., 2021).

O cérebro de individuos deprimidos estd comumente sob estresse oxidativo
resultante da superproducdo de ERO’s. Além disso, danos as proteinas, lipidios e DNA
celular foram observados, assim como morte celular. Outras alteracdes sdo nos fatores de
crescimento e nas proteinas inflamatérias no cérebro depressivo. Com a demanda de
estudos, sera possivel, no futuro, identificar biomarcadores que possam ser utilizados para
fazer previsbes especificas sobre o curso da depressdo. Por sua vez, essas previsdes
podem moldar o desenvolvimento de tratamentos adequados e individualizados para
pacientes com depresséo. A deteccdo de mudancas precoces no cérebro de pacientes com

depressao pode permitir gerenciar melhor a progresséo dos sintomas (SONG; KIM, 2021).
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1.7. Depressao X Eletroencefalograma

Os métodos de neuroimagem sao importantes na obtencéo de medicina de precisédo
para muitos transtornos psiquiatricos. Os exames de eletroencefalografia, ressonancia
magneética volumétrica cerebral, ressonancia magnética funcional, difusdo imagem tensor,
espectroscopia de ressonancia magnética, espectroscopia de infravermelho préximo,
tomografia por emissdo de pdsitrons e tomografia por emissdo de foton Unico
computadorizada tem sido utilizados como moderadores ou preditores na resposta ao
tratamento ou recorréncia de depressdo (KANG; CHO, 2020).

Medidas como o eletroencefalograma (EEG) sdo comparativamente mais
econOmicas e escalaveis do que outras técnicas de neuroimagem, como uma potencial
ferramenta clinica para prever a resposta ao tratamento. As oscilacées do EEG referem-se
a atividade elétrica cerebral e constituem um mecanismo onde o0 cérebro pode regular
mudancas dentro de redes neuronais especificas. Essa atividade cerebral repetitiva surge
por causa das interagbes de grandes populagcbes de neurdnios. Uma informacao direta
obtida pelo EEG é a poténcia da banda, uma vez que o sinal pode ser descrito no dominio
da frequéncia e as principais bandas do EEG (alfa, beta, teta, delta e gama) sdo bem
conhecidas. E facil analisar as amplitudes de poténcia para cada banda. As amplitudes de
poténcia em bandas de frequéncia especificas, estdo associadas a diferentes atividades
no cérebro (figura 6) (ALARIO; NICIU, 2021; KANG; CHO, 2020; SAMPAIO et al., 2017,
2018; WATTS et al., 2022).
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Figura 6: Atividades das bandas cerebrais. Correlacdes comportamentais e neurais de cada onda cerebral
com suas respectivas frequéncias especificas. Fonte: Elaborada pelo autor. Adaptado de (ALARIO; NICIU,
2021; WATTS et al., 2022).

O HC é uma area cerebral importante para a etiologia da depressdo; como tal,
existem evidéncias de que a depresséo pode estar relacionada a anormalidades em larga
escala em sistemas corticais e subcorticais distribuidos em regides frontal, temporal,
parietal e occipital.

O HC é marca-passo do ritmo teta através de neurbnios GABAérgicos do septo
medial; enquanto neurénios glutamatérgicos mostraram intenso aumento de disparo teta,
sugerindo que podem contribuir para o aumento do impulso ténico dos marca-passos
associados ao teta (KOCSIS et al., 2022).

Assimetria alfa, que mede a poténcia relativa da banda alfa entre os hemisférios,
particularmente em eletrodos frontais, demonstrou discriminar individuos com depresséo
de controles saudaveis. De forma similar, poténcias beta e gama low em regides fronto-
centrais mostraram estar negativamente correlacionadas com pontuacdes de desatencao
na depresséao. Além disso, oscilagdes beta locais intrinsecas no subgenual cingulado foram
inversamente relacionadas com sintomas depressivos. Em contextos especificos, os ritmos
gama revelaram distinguir pacientes deprimidos de controles saudaveis, e Vvarios
antidepressivos também mostraram alterar as oscilagfes gama. Pacientes com depresséo

também evidenciaram uma estrutura de rede mais aleatoria e diferencas em complexidade
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do sinal, que podem servir como biomarcadores replicaveis de resposta ao tratamento e
remissao (WATTS et al., 2022).

A busca de biomarcadores para a depressdo revelou evidéncias prospectivas
escassas para 0s principais modelos biolégicos e para envolvimento etiologico de
neuroimagem, fatores gastrointestinais, fatores neurotroficos, neurotransmissores,
hormonios, imunologia e o estresse oxidativo. Portanto, hd grande necessidade de estudos
sobre a contribuicdo relativa de biomarcadores (em combinacdo com fatores psicossociais)
a fim de compreender a etiologia da depressdo e entender melhor seu curso clinico
(KENNIS et al., 2020).
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A depressdo € uma das principais causas mundiais de incapacidade e aumento
nos custos socioecondmicos da saude. O tratamento farmacologico disponivel possui
limitagcbes, como inicio tardio da acéo terapéutica (duas a quatro semanas) e até um terco
dos pacientes ndo obtem uma resposta satisfatéria, desenvolvendo a DRT (JELEN;
STONE, 2021; WHO, 2017).

Os farmacos antidepressivos classicos atuam na modulacdo de monoaminas,
aumentando suas concentracdes na fenda sinptica; no entanto, o sistema glutamatérgico
também esta desregulado na fisiopatologia da depresséo e tem importante funcao haja visto
gue o GLU é o aminoécido excitatorio mais abundante. Dessa forma, a KET introduziu o
sistema glutamatérgico como um novo alvo farmacolégico para o desenvolvimento de
antidepressivos (MARWAHA et al., 2023).

A KET é classificada como anestésico dissociativo, contudo através do bloqueio
de receptores NMDA em interneurbnios GABAérgicos inibitorios e em neurbnios pos-
sinapticos exerce efeitos antidepressivos rapidos (JELEN; STONE, 2021). Em ensaio
controlado randomizado, cruzado e duplo-cego, oito pacientes com diagnéstico de
depressdo, na auséncia de medicamentos, foram tratados com KET (0,5 mg/kg, V),
mostrando efeito antidepressivo apds quatro horas que aumentou progressivamente até
72hs (BERMAN et al., 2000).

A literatura tem mostrado acdo antidepressiva rapida da KET, no entanto, é
necessario compreender melhor sobre seus efeitos no comportamento e em areas
especificas do cérebro relacionadas a depressdo em modelos pré-clinicos. O modelo
animal de depresséo-simile induzido por dexametasona € utilizado na literatura, contudo é
usado no periodo pré-natal ou neonatal; além disso, a literatura é escassa na associacao
desse modelo em ratos adultos e tratamento com KET nos protocolos e parametros
avaliados. Tendo em vista 0 exposto anteriormente, obteve-se a justificativa e relevancia

para o desenvolvimento da presente pesquisa.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

e Avaliar os efeitos agudos da cetamina no comportamento, estresse oxidativo e
eletroencefalograma em modelo de depressao-simile induzido por dexametasona em

ratos adultos.

3.2.  Especificos

e Selecionar dose de dexametasona com objetivo de induzir depressao-simile em ratos

adultos.

e Descrever efeitos glicémicos e no peso corporal em ratos adultos submetidos ao

modelo de depressao-simile induzido por dexametasona.

e Verificar os efeitos da cetamina nos comportamentos de ratos adultos submetidos ao

modelo de depressédo-simile induzido por dexametasona.

e |dentificar efeitos da cetamina no estresse oxidativo de ratos adultos submetidos ao

modelo de depressédo-simile induzido por dexametasona.

e Avaliar efeitos da cetamina no eletroencefalograma de ratos adultos submetidos ao

modelo de depressao-simile induzido por dexametasona.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Os animais utilizados no estudo foram ratos Wistar machos adultos livres de
patdgenos especificos (Specific Pathogen Free — SPF) (250-350g), provenientes do biotério
do Ndcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM). Os animais foram
mantidos em sala com temperatura e umidade controladas, sob ciclo claro/escuro de doze
horas, com acesso ad libitum a comida e agua. Ao entrar no biotério, vestimentas
adequadas foram utilizadas para garantir o padréo sanitario SPF dos animais. Todos os
experimentos foram conduzidos conforme guias do Instituto Nacional de Saude para o
Cuidado e Uso de Animais de Laboratério (ANIMALS, 2011). A pesquisa foi submetida a
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara e

aprovada sob o numero de protocolo 8114150218.

4.2. Farmacos

Os farmacos utilizados na pesquisa foram a dexametasona (Azium® 2 mg/mL, MSD
Saude Animal) na dose de 1,5 mg/kg diluida em salina, administrada por via SC como
modelo de depressédo-simile e o cloridrato de cetamina (Cetamin® 100 mg/mL, Syntec) na
dose de 10 mg/kg diluida em salina, administrado por via intraperitonial (IP), como farmaco
antidepressivo (XU et al., 2013). As diluicbes foram administradas em volume de 1mL a
cada 3509 de peso corporal.

4.3. Modelo farmacoldgico de depressao-simile

O modelo de depressédo-simile utilizado foi por indugdo com DEX, administrada
por 14 dias consecutivos na dose de 1,5 mg/kg, dosagem selecionada no presente estudo,
em aplicacdo unica diaria pela manha entre 9hs e 10hs por via subcutanea (SC).
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4.4. Delineamento experimental

Os animais utilizados foram divididos aleatoriamente para formacdo dos grupos,
sendo excluidos os que apresentaram movimento estereotipado ou indicativo de doenca,
como alteracdes na pelagem e auséncia de vibrissas. A pesquisa foi dividida em quatro
etapas: a) selecédo de dose da DEX e avaliacdo do peso corporal; b) estudo piloto com KET
e avaliacdo da glicemia no modelo de depresséao-simile; c) avaliagdo comportamental e do
estresse oxidativo; e d) estudo eletroencefalografico. Para cada etapa do delineamento
experimental foi solicitado novos animais; houve variacdo no nimero de animais por grupo
entre cada etapa, devido a necessidade de repeticdo de alguns experimentos para

confirmacéo dos resultados.

4.4.1. Selecédo de dose da DEX e avaliacdo do peso corporal

Inicialmente, no estudo da selecéo de dose da DEX para o modelo de depresséo-
simile, foram testadas trés doses (0,5; 1,5 ou 5,0 mg/kg) (MORI et al., 2022; ZHENG et al.,
2018), sendo os animais divididos em quatro grupos (n=7-17). O grupo controle foi tratado
com salina por 14 dias, via SC; e os grupos DEX 0,5; 1,5 e 5,0 foram tratados com
dexametasona nas doses de 0,5; 1,5 e 5,0 mg/kg, respectivamente, por 14 dias, via SC; no
ultimo dia de tratamento, 30 minutos apdés administracdo, foram realizados os testes
comportamentais de campo aberto e nado forcado. O peso dos animais também foi avaliado
no 0, 7° e 14° dias (figura 7).
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Figura 7: Delineamento experimental da selecdo de dose da DEX e avaliagdo do peso corporal. Foram
administrados salina ou dexametasona por 14 dias consecutivos. Controle (salina, via SC); DEX 0,5;1,5e 5,0
(dexametasona nas doses de 0,5; 1,5 e 5,0 mg/kg, respectivamente, via SC). Os testes de campo aberto e
nado forcado foram realizados no ultimo dia de tratamento, 30 minutos apds administracdo. Os pesos dos
animais também foram analisados no 0, 7° e 14° dias. Todas as solu¢des foram administradas em volume de
1mL a cada 350g de peso corporal. Ao final dos protocolos os animais foram eutanasiados por overdose

anestésica. Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4.2. Estudo piloto com KET e avaliagcédo da glicemia no modelo de depressao-simile

No estudo piloto para verificagdo dos efeitos agudos comportamentais da KET com
duas horas ap6s administragdo, os animais foram divididos em trés grupos (n=14-17). O
grupo controle foi tratado com salina por 14 dias, via SC; o grupo DEX foi tratado com
dexametasona na dose de 1,5 mg/kg por 14 dias, via SC; e o grupo DEX+KET foi tratado
com dexametasona na dose de 1,5 mg/kg por 14 dias, via SC e no ultimo dia de tratamento,
KET foi administrada na dose de 10 mg/kg, via IP. No 14° dia de tratamento, duas horas
apos administracao dos farmacos, foi realizado o teste de nado forgado. A glicemia do grupo

DEX também foi avaliada no 0, 7° e 14° dias (figura 8).
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Figura 8: Delineamento experimental do estudo piloto com KET e avaliacdo da glicemia no modelo de
depressao-simile. Foram administrados salina ou dexametasona por 14 dias consecutivos. Controle (salina,
via SC); DEX (dexametasona na dose de 1,5 mg/kg, via SC); DEX+KET (dexametasona ha dose de 1,5 mg/kg,
via SC + cetamina na dose de 10 mg/kg, via IP). A KET foi administrada de forma aguda no 14° dia. O teste
de nado forgado foi realizado no dltimo dia de tratamento, duas horas apds administracdo dos farmacos. A
glicemia dos animais do grupo DEX também foi analisada no 0, 7° e 14° dias. Todas as solugfes foram
administradas em volume de 1mL a cada 350g de peso corporal. Ao final dos protocolos os animais foram

eutanasiados por overdose anestésica. Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4.3. Avaliagdo comportamental e do estresse oxidativo

Apoés o estudo piloto, onde foi determinado o protocolo ideal, foi dado seguimento
aos testes comportamentais e do estresse oxidativo, sendo os animais divididos em quatro
grupos (n=7-17). O grupo controle foi tratado com salina por 14 dias, via SC; o grupo DEX
foi tratado com dexametasona na dose de 1,5 mg/kg por 14 dias, via SC; o grupo KET foi
tratado com salina por 14 dias, via SC e no ultimo dia de tratamento foi administrado
cetamina na dose de 10 mg/kg, via IP; e o grupo DEX+KET foi tratado com dexametasona
na dose de 1,5 mg/kg por 14 dias, via SC e no ultimo dia de tratamento, cetamina foi
administrada na dose de 10 mg/kg, via IP.

No 14° dia de tratamento, duas horas apdés administracdo dos farmacos, foram
realizados os testes de campo aberto, nado forcado e labirinto em cruz elevada; em

seguida, os animais foram guilhotinados e tiveram o0s hipocampos coletados e
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armazenados em freezer -80°C para posterior realizagao dos testes de estresse oxidativo
(GSH, TBARS e nitrito). Foi escolhido o hipocampo para o estudo do estresse oxidativo,
por ser uma area do sistema limbico que tem importante envolvimento com a depresséo.
Para o teste de preferéncia a sacarose, animais exclusivos foram utilizados, no entanto foi
seguido o mesmo delineamento experimental (n=7-10) dos testes comportamentais ja
descritos anteriormente (figura 9).
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Figura 9: Delineamento experimental da avaliagdio comportamental e do estresse oxidativo. Foram
administrados salina ou dexametasona por 14 dias consecutivos. Controle (salina, via SC); DEX
(dexametasona na dose de 1,5 mg/kg, via SC); KET (salina, via SC + cetamina na dose de 10 mg/kg, via IP);
DEX+KET (dexametasona na dose de 1,5 mg/kg, via SC + cetamina na dose de 10 mg/kg, via IP). A cetamina
foi administrada de forma aguda no 14° dia, nos grupos que foram tratados com esse farmaco. Os testes de
campo aberto, labirinto em cruz elevada e nado for¢cado foram realizados no ultimo dia de tratamento, duas
horas apés administracdo dos farmacos. Em seguida, os animais foram guilhotinados e seus hipocampos
foram coletados para analise do estresse oxidativo (GSH, TBARS e nitrito). Seguindo a mesma linha de
tratamento, conforme protocolo especifico, com outros grupos de animais, foi realizado o teste de preferéncia
a sacarose. Todas as solugdes foram administradas em volume de 1mL a cada 350g de peso corporal. Ao
final do protocolo os animais do teste de preferéncia a sacarose foram eutanasiados por overdose anestésica.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4.4. Estudo eletroencefalografico

Finalizando o estudo, para avaliacdo dos efeitos agudos eletroencefalograficos da
KET através do EEG, inicialmente os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica
para insercéo de eletrodo no hipocampo direito. O hipocampo foi selecionado para o estudo
eletroencefalogréfico, pois € uma area do sistema limbico que tem importante envolvimento
com sintomas depressivos, além de ser marca-passo para ondas teta, que sao importantes
para resposta antidepressiva.

Setenta e duas horas ap6s o procedimento cirdrgico o tratamento dos animais foi
iniciado, assim os animais foram divididos em quatro grupos (n=5). O grupo controle foi
tratado com salina por 14 dias, via SC; o grupo DEX foi tratado com dexametasona na dose
de 1,5 mg/kg por 14 dias, via SC; o grupo KET foi tratado com salina por 14 dias, via SC e
no ultimo dia de tratamento foi administrado cetamina na dose de 10 mg/kg, via IP; e o
grupo DEX+KET foi tratado com dexametasona na dose de 1,5 mg/kg por 14 dias, via SC
e no ultimo dia de tratamento, cetamina foi administrada na dose de 10 mg/kg, via IP. O
teste de EEG foi realizado no dia O (EEG basal), antes de iniciar os tratamentos, e no 14°

dia duas horas ap6s administracdo dos farmacos (figura 10).
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Figura 10: Delineamento experimental do estudo eletroencefalografico. Inicialmente foi realizada estereotaxia
nos animais para implantacéo de eletrodo no hipocampo direito. Apds 3 dias da cirurgia estereotéxica, foram
administrados salina ou dexametasona por 14 dias consecutivos. Controle (salina, via SC); DEX
(dexametasona na dose de 1,5 mg/kg, via SC); KET (salina, via SC + cetamina na dose de 10 mg/kg, via IP);
DEX+KET (dexametasona na dose de 1,5 mg/kg, via SC + cetamina na dose de 10 mg/kg, via IP); KET foi
administrada de forma aguda no 14° dia. Os testes de EEG foram realizados no dia 0 (EEG basal) e no 14°
dia, duas horas apés administracdo dos farmacos. Todas as solu¢des foram administradas em volume de
1mL a cada 350g de peso corporal. Ao final dos protocolos os animais foram eutanasiados por overdose

anestésica. Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao término dos protocolos, os animais foram eutanasiados por overdose anestésica
com KET na dose de 300 mg/kg em adicéo a xilazina na dose de 30 mg/kg, em volume de
1mL a cada 350g de peso corporal, via IP, sendo verificado se o animal foi & obito por
verificagdo da respiracdo e batimento cardiaco, logo apos foram armazenados em freezer

para posterior incineragao.



45

45. Estudo comportamental

45.1. Teste de campo aberto

O teste de campo aberto foi feito de acrilico (paredes transparentes, 75x75x50 cm)
e dividido em quatro quadrantes. Esse teste é utilizado para avaliar a atividade locomotora
e exploratoria dos animais (ARCHER, 1973). Individualmente, os animais foram colocados
no centro da arena, e foram avaliados os parametros de nimero de quadrantes cruzados
com as quatro patas (atividade locomotora), numero de rearing (exploracdo vertical) e
ndamero de grooming (autolimpeza) ao longo de um periodo de cinco minutos, apds um
minuto para habituacdo. Antes de iniciar um novo teste, a arena foi limpa com alcool 70%

para retirar odores, fezes e urina (figura 11).

+ 1 minuto de
habituagao

* Numero de quadrantes
cruzados

* Numero de rearing

* Numero de grooming

Rearing  Grooming

Figura 11: Teste de campo aberto. Individualmente, os animais foram colocados no centro da arena e foram
avaliados os parametros de nimero de quadrantes cruzados com as quatro patas (atividade locomotora),
namero de rearing (exploracdo vertical) e nimero de grooming (autolimpeza) ao longo de um periodo de 5
min, apds 1 min para habituag&o. Antes de iniciar um novo teste, a arena foi limpa com &lcool 70% para retirar

odores, fezes e urina. Fonte: Elaborada por Stéphanie Balestro através do software Procreate® para iPad.

45.2. Teste de labirinto em cruz elevada

O labirinto em cruz elevada € um teste que avalia ansiedade e consiste em dois
bracos abertos (30x5x25 cm) e dois bragos fechados (30x5x25 cm), conectados entre si
por uma plataforma central (5x5 cm), formando uma cruz elevada a 45cm do ché&o. As

paredes foram confeccionadas em acrilico transparente e o piso em acrilico preto. Os
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animais, individualmente, foram colocados na plataforma central e durante cinco minutos
foram observados os parametros de niumero de entrada nos bracos abertos (NEBA) e
tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA). Antes de iniciar um novo teste, a arena

foi limpa com alcool 70% para retirar odores, fezes e urina (figura 12) (LISTER, 1987).

*Numero de entrada nos
bracos abertos (NEBA)
*Tempo de permanéncia
nos bragos abertos (TPBA)

Figura 12: Teste de labirinto em cruz elevada. Os animais, individualmente, foram colocados na plataforma
central e durante 5 min foram observados os pardmetros de nimero de entrada nos bragos abertos (NEBA)
e tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPBA). Antes de iniciar um novo teste, a arena foi limpa com
alcool 70% para retirar odores, fezes e urina. Fonte: Elaborada por Stéphanie Balestro através do software

Procreate® para iPad.

45.3. Teste de nado forcado

Os animais foram individualmente colocados em um recipiente cilindrico
transparente aberto (22 cm de diametro x 50 cm de altura) com 30 cm de agua a 25 +1°C.
Os parametros avaliados por um periodo de cinco minutos foram o tempo de imobilidade e
tempo de climbing (escalada). A imobilidade foi interpretada como o animal parado na agua,
sem lutar, fazendo apenas movimentos minimos necessarios para manter sua cabeca
acima da agua (figura 13) (PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977).



47

50cm

30cm

22 cm -

Tempo de Tempo de
Imobilidade Climbing

Figura 13: Teste de nado for¢cado. Os animais foram, individualmente, colocados em um recipiente cilindrico
transparente aberto com agua. Os parametros avaliados por um periodo de 5 min foram o tempo de
imobilidade e tempo de climbing (escalada). A imobilidade foi interpretada como o animal parado na agua,
sem lutar, fazendo apenas movimentos minimos necessarios para manter sua cabeca acima da agua. Fonte:

Elaborada por Stéphanie Balestro através do software Procreate® para iPad.

45.4. Teste de preferéncia a sacarose

O teste de preferéncia a sacarose avalia anedonia, que é um comportamento de
depressao-simile importante. Setenta e duas horas antes do teste, foi realizado habituacdo
dos animais a sacarose de acordo com o protocolo: duas garrafas com solucao de sacarose
1% foram colocadas em cada gaiola; ap6s 24hs, uma das garrafas de sacarose foi
substituida por agua; apds 24hs, os animais ficaram em jejum total por 24hs. Para a
realizacdo do teste, os animais foram alojados em gaiolas individuais e tiveram livre acesso
a duas garrafas, uma com 100 mL de solucéo de sacarose 1% e outra com 100 mL de 4gua
(figura 14) (MAO et al., 2014). Apoés 1h de teste, os volumes de solucdo de sacarose e dgua
consumidos foram medidos e a porcentagem de preferéncia a sacarose foi calculada pela

formula:

[consumo de sacarose + (consumo de agua + consumo de sacarose)] x 100
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Figura 14: Teste de preferéncia a sacarose. Setenta e duas horas antes do teste, foi realizada habitua¢éo dos
animais a sacarose de acordo com o protocolo: duas garrafas com solucdo de sacarose 1% foram colocadas
em cada gaiola; apés 24hs, uma das garrafas de sacarose foi substituida por agua; apés 24hs, os animais
foram privados de agua/sacarose e comida por 24hs. Para a realizacdo do teste, os animais foram alojados
em gaiolas individuais e tiveram livre acesso a duas garrafas, uma com 100 mL de solugéo de sacarose 1%
e outra com 100 mL de agua. Apés 1h de teste, os volumes de solucéo de sacarose e 4gua consumidos foram
medidos e foi calculada a porcentagem de preferéncia a sacarose. Fonte: Elaborada por Stéphanie Balestro

através do software Procreate® para iPad.

4.6. Avaliacao do peso corporal

O inicio do registro dos pesos dos animais foi no dia 0 (antes de iniciar os
tratamentos), sendo os animais pesados em uma balanca digital a cada sete dias durante

14 dias para a avaliagao da variagcdo de peso (figura 15).
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Figura 15: Avaliacdo do peso corporal. O inicio dos registros dos pesos dos animais foi no dia 0 (antes de
iniciar os tratamentos), sendo 0s animais pesados em uma balanca digital a cada sete dias durante 14 dias.

Fonte: Elaborada por Stéphanie Balestro através do software Procreate® para iPad.
4.7. Avaliacao da glicemia capilar

O inicio do registro da glicemia capilar foi no dia 0 (antes de iniciar o tratamento),
sendo 0 sangue coletado do final da cauda e utilizado fita reagente e glicosimetro One
Touch Ultra Plus Flex (Johnson&Johnson®) como sistema de medi¢ao. As glicemias foram
registradas a cada sete dias durante 14 dias para a avaliagdo da variacdo de glicemia

capilar. Os animais ndo estavam em jejum durante as aferigcbes da glicemia (figura 16).

ol

As glicemias foram avaliadas no
0, 7° e 14° dias
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Figura 16: Avaliacdo da glicemia capilar. O inicio do registro da glicemia capilar foi no dia 0 (antes de iniciar
o tratamento), sendo o sangue coletado do final da cauda e utilizado fita reagente e glicosimetro One Touch
Ultra Plus Flex (Johnson&Johnson®) como sistema de medicao. As glicemias foram registradas a cada sete
dias durante 14 dias. Os animais ndo estavam em jejum durante as afericbes da glicemia. Fonte: Elaborada

por Stéphanie Balestro através do software Procreate® para iPad.

4.8. Estudo do estresse oxidativo

4.8.1. Determinacao das concentragcfes de GSH

A glutationa reduzida (GSH) é um importante antioxidante endégeno; o método
para sua dosagem foi baseado na reag&o do reagente de Ellman (DTNB), com grupos tiol
livres. Preparou-se homogenato dos hipocampos em tampéao e foram adicionados 0,02M
de EDTA e solucao de acido tricloroacético 50%. Apds centrifugacéo (3000 rpm/15 min), 0s
sobrenadantes dos homogenatos foram coletados e misturados com 0,4M de tampao tris-
HCI + 0,01M de DTNB, pH 8,9. Os niveis de GSH foram determinados por absorbancia em
leitor de microplacas de ELISA a 412 nm, calculados com base em curva padrdo e
expressos como g de GSH/g de tecido (figura 17) (SEDLAK; LINDSAY, 1968).
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Figura 17: Determinacao das concentracdes de GSH. Preparou-se homogenato dos hipocampos em tampéao
e foram adicionados 0,02M de EDTA e solu¢éo de acido tricloroacético 50%. Apds centrifugacéo (3000 rpm/15
min), os sobrenadantes dos homogenatos foram coletados e misturados com 0,4M de tampao tris-HCI +
0,01M de DTNB, pH 8,9. Os niveis de GSH foram determinados por absorbancia em leitor de microplacas de
ELISA a 412 nm, calculados com base em curva padrédo e expressos como ug de GSH/g de tecido. Fonte:

Elaborada por Stéphanie Balestro através do software Procreate® para iPad.

4.8.2. Determinacao das concentracdes de TBARS

As espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foram avaliadas pela dosagem
dos niveis de malondialdeido (MDA), que é um produto final da peroxidacgédo lipidica. Os
hipocampos foram homogeneizados em tampé&o 50mM (pH 7,4) e 63 yL dos homogenatos
foram misturados a 100 pyL de acido perclérico 35%, sendo entdo centrifugados (7000
rom/15 min); 150 pyL dos sobrenadantes foram adicionados com 50 pL de &cido
tiobarbittrico 1,2%, e entdo, estas amostras foram aquecidas em banho-maria por 30
minutos. Apds o resfriamento, o MDA foi determinado por absorbancia em leitor de
microplacas de ELISA a 535 nm, calculados com base em curva padréo e expresso em jg
de MDA/g de tecido (figura 18) (ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990).
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Figura 18: Determinacao das concentracdes de TBARS. Os hipocampos foram homogeneizados em tampé&o
50mM (pH 7,4) e 63 pL dos homogenatos foram misturados a 100 uL de acido perclérico 35%, sendo entao
centrifugados (7000 rpm/15 min); 150 pL dos sobrenadantes foram adicionados com 50 pyL de &cido
tiobarbitlrico 1,2%, e entdo, estas amostras foram aquecidas em banho-maria por 30 min. Apds o
resfriamento, o MDA foi determinado por absorbancia em leitor de microplacas de ELISA a 535 nm, calculados
com base em curva padréo e expresso em g de MDA/g de tecido. Fonte: Elaborada por Stéphanie Balestro

através do software Procreate® para iPad.

4.8.3. Determinacao das concentracdes de Nitrito

A determinacéo dos niveis de nitrito € utilizada para avaliar efeito na producédo de
Oxido nitrico que esta relacionado com processo inflamatério. Preparou-se homogenato dos
hipocampos em tampdao; apds centrifugagdo (800 x g/10 min), os sobrenadantes dos
homogenatos foram coletados e utilizou-se o protocolo da reacdo de Griess; 100 uL do
reagente de Griess (sulfanilamida 1% + cloridrato de N-(1-naftil)- etilenodiamina (NEED)
0,1% + acido fosférico 5% + agua destilada, 1:1:1:1) foi misturado a 100 pL dos
sobrenadantes e incubados a temperatura ambiente por dez minutos. Os niveis de nitrito

foram determinados por absorbancia em leitor de microplacas de ELISA a 560 nm,
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calculados com base em curva padréo e expressos em nM de nitrito/g de tecido (figura 19)
(GREEN; TANNENBAUM; GOLDMAN, 1981).
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Figura 19: Determinacao das concentracdes de nitrito. Preparou-se homogenato dos hipocampos em tamp&o;
apos centrifugagdo (800 x g/10 min), os sobrenadantes dos homogenatos foram coletados e utilizou-se o
protocolo da reacao de Griess; 100 yL do reagente de Griess (sulfanilamida 1% + cloridrato de N-(1-naftil)-
etilenodiamina (NEED) 0,1% + &cido fosférico 5% + agua destilada, 1:1:1:1) foi misturado a 100 pL dos
sobrenadantes e incubados a temperatura ambiente por 10 min. Os niveis de nitrito foram determinados por
absorbancia em leitor de microplacas de ELISA a 560 nm, calculados com base em curva padréo e expressos
em nM de nitrito/g de tecido. Fonte: Elaborada por Stéphanie Balestro através do software Procreate® para
iPad.
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4.9. Teste eletroencefalogréfico

4.9.1. Realizacado do Eletroencefalograma

Para a realizagdo do estudo eletroencefalografico, foi necessario fazer
previamente a cirurgia estereotéxica para implantacao de eletrodo no hipocampo direito.
Para a estereotaxia, foi feito protocolo anestésico com KET 10% (anestésico dissociativo
na dose de 90 mg/kg, via IP) + xilazina 2% (miorrelaxante, sedativo e analgésico na dose 9
mg/kg, via IP) + acepromazina 0,2% (tranquilizante na dose de 1 mg/kg, via SC) + butorfanol
1% (analgésico opioide e sedativo na dose de 1 mg/kg, via SC); foram utilizados lidocaina
2% (anestésico local na dosagem de 0,3 mL, com vasoconstrictor, para anestesia
infiltrativa), cetoprofeno 1% (antiinflamatdério/analgésico na dose de 5 mg/kg, via SC),
pentabiotico veterinario® (antibiético na dosagem de 0,2 mL, via intramuscular), soro ringer-
lactato (repositor volémico e eletrolitico na dosagem de 5 mL, via SC), lidocaina geleia 2%
(anestésico local para protecdo auricular). Os farmacos foram administrados com volume
de 1 mL a cada 3509 de peso corporal.

Outros cuidados com os animais também foram adotados, como realizacdo da
estereotaxia em mesa aquecedora, aplicacao de lubrificante oftalmico durante a cirurgia,
observacédo dos animais até completo retorno anestésico e alocacdo em caixas individuais
até o fim do experimento.

Foi implantado eletrodo no hipocampo direito dos animais através de aparelho
esterotaxico (Stoelting®, EUA), seguindo as coordenadas em milimetros: antero-posterior
(AP) = - 4,0; médio-lateral (ML) = - 2,6 e dorso-ventral (DV) = - 3,5, a partir do bregma
(PAXINOS; WATSON, 2005) com eletrodo torcido bipolar de fio NiCr, didmetro de 150 ym.
O eletrodo foi fixado ao cranio com acrilico dental, sendo trés parafusos colocados na
cavidade 0ssea, para utilizacdo como eletrodo de referéncia e sustentacao do acrilico.

O EEG quantitativo foi registrado continuamente durante 20 minutos, através de
um sistema digital polygraph (dispositivo PowerLab 4/30). Os sinais foram amplificados em
20.000x, com taxa de amostragem de 1.000Hz e gravados usando a versao 7.3.1 Pro do
software de aquisicdo LabChart (MIN et al., 2011). O EEG foi registrado individualmente em
caixa de acrilico (0,3 x 0,5 x 0,4 m), através da conexdo do cabo de aquisicdo a um micro-
conector na cabeca do animal, estando o animal livre para locomover-se dentro da caixa

durante o teste. As gravactes do EEG foram analisadas através do software LabChart® 8
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Add-ons, versao 8.0, sendo utilizado o EEG bruto como referéncia na analise das bandas

especificas (figura 20).

Software LabChart® 7.3.1 Pro
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Figura 20: Realizagdo do EEG. O EEG quantitativo foi registrado continuamente durante 20 min, através de
um sistema digital polygraph (dispositivo PowerLab 4/30). Os sinais foram amplificados em 20.000x, com taxa
de amostragem de 1.000Hz e gravados usando a versao 7.3.1 Pro do software de aquisicdo LabChart. O
EEG foi registrado individualmente em caixa de acrilico, através da conexao do cabo de aquisicdo a um micro-
conector na cabeca do animal, estando o animal livre para locomover-se dentro da caixa durante o teste.

Fonte: Elaborada por Stéphanie Balestro através do software Procreate® para iPad.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados usando o software GraphPad Prism 8.0.1 (San
Diego, CA, EUA). O teste de Shapiro-Wilk foi realizado para verificar a distribuicdo normal
dos dados. As comparacoes dos resultados dos testes comportamentais, estresse oxidativo
e glicemia capilar foram realizadas por analise de variancia (ANOVA) one-way e Tukey
como teste post hoc para comparacdes multiplas; as comparacdes dos resultados do teste
eletroencefalografico e peso corporal foram realizadas por ANOVA two-way e Tukey como
teste post hoc para comparacdes multiplas. Os resultados foram considerados significativos
para P<0,05 e foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).
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6. RESULTADOS
6.1. Selecdo de dose da DEX

O modelo farmacoldgico de inducéo de depressao-simile por DEX esta estabelecido
na literatura, no entanto ndo h4 uma convergéncia em relacéo a dose, havendo uma ampla
variacao entre dose minima e maxima para inducdo do modelo. Dessa forma, foi feita uma
selecdo com trés doses (0,5; 1,5 e 5,0 mg/kg) para escolher a dose com melhores efeitos
depressores baseada nos testes comportamentais de campo aberto e de nado forgado.

No teste de campo aberto, o nimero de quadrantes cruzados foi aumentado
significativamente apenas no grupo DEX 0,5 (P=0,0010) em comparacdo ao controle
[F(3,34)=11.20, P<0,0001], evidenciando alteracdo na atividade locomotora somente na

menor dose estudada (figura 21).
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Figura 21: Avaliagdo do numero de quadrantes cruzados no teste de campo aberto. Foi administrado salina
ou DEX (0,5; 1,5 ou 5,0 mg/kg) por 14 dias, via SC, em ratos. O teste ocorreu no ultimo dia de tratamento, 30
minutos apés administracdo. Os resultados foram apresentados como média + EPM (n=7-17). A analise
estatistica foi executada por One-way ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc (*** P<0,001 em

comparacgao ao grupo controle).

No numero de rearing, parametro avaliado no teste de campo aberto, ndo foi
observada alteracéo significativa em nenhum dos grupos estudados em relagéo ao controle
[F(3,34)=0.5111, P=0,6773] (figura 22).

257

Campo aberto -numero de rearing

Figura 22: Avaliacao do numero de rearing no teste de campo aberto. Foi administrado salina ou DEX (0,5;
1,5 ou 5,0 mg/kg) por 14 dias, via SC, em ratos. O teste ocorreu no Ultimo dia de tratamento, 30 minutos apés
aplicagdo do farmaco. Os resultados foram apresentados como média + EPM (n=7-17). A andlise estatistica

foi executada por One-way ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc.

Ainda no teste de campo aberto foi avaliado o nimero de grooming, ndo sendo
observada alteracédo significativa em nenhum dos grupos estudados em relagao ao controle
[F(3,34)=1.740, P=0,1773] (figura 23).
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Figura 23: Avaliacdo do nimero de grooming no teste de campo aberto. Foi administrado salina ou DEX (0,5;
1,5 ou 5,0 mg/kg) por 14 dias, via SC, em ratos. O teste ocorreu no Ultimo dia de tratamento, 30 minutos apos
aplicagdo do farmaco. Os resultados foram apresentados como média + EPM (n=7-17). A andlise estatistica

foi executada por One-way ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc.

No teste de nado for¢cado, o tempo de imobilidade foi aumentado significativamente
com as trés doses estudadas DEX 0,5 (P<0,0001), DEX 1,5 (P<0,0001) e DEX 5,0
(P<0,0001) em relacao ao controle [F(3,34)=24.28, P<0,0001]. A elevacdo no tempo de
imobilidade no teste de nado forcado em todas as doses avaliadas evidenciou o0 modelo de

depressao-simile utilizado (figura 24).
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Figura 24: Avaliacdo do tempo de imobilidade (s) no teste de nado forcado. Foi administrado salina ou DEX
(0,5; 1,5 ou 5,0 mg/kg) por 14 dias, via SC, em ratos. O teste ocorreu no Ultimo dia de tratamento, 30 minutos
apos administracdo. Os resultados foram apresentados como média + EPM (n=7-17). A analise estatistica foi
executada por One-way ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc (**** P<0,0001 em compara¢édo ao
grupo controle).

Em relacdo ao tempo de climbing, no teste de nado for¢cado, foi observada reducéo
significativa nos grupos DEX 0,5 (P=0,0003) e DEX 1,5 (P=0,0001) quando comparados ao
controle [F(3,34)=10.14, P<0,0001]. A reducdo no tempo de climbing corroborou com o
modelo de depressao-simile utilizado (figura 25).
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Figura 25: Avaliagdo do tempo de climbing (s) no teste de nado for¢cado. Foi administrado salina ou DEX (0,5;
1,5 ou 5,0 mg/kg) por 14 dias, via SC, em ratos. O teste ocorreu no Ultimo dia de tratamento, 30 minutos apos
aplicagdo do farmaco. Os resultados foram apresentados como média + EPM (n=7-17). A andlise estatistica
foi executada por One-way ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc (*** P<0,001 em comparagéo ao

grupo controle).
6.2. Avaliacéo do peso corporal

Os efeitos da DEX no peso dos animais foram avaliados com trés dosagens (0,5; 1,5
e 5,0 mg/kg). Os animais foram tratados por 14 dias por via SC, sendo realizadas pesagens

no 0, 7° e 14° dia de tratamento.
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Foram observados resultados significativos tanto para os fatores “tratamento”
[F(3,28)=14.02, P<0,0001] quanto para “tempo” [F(2,56)=233.9, P<0,0001] com interacao
significativa entre ambos [F(6,56)=153.2, P<0,0001]. Ao analisar as comparac¢des multiplas,
houve reducao significativa do peso dos animais nos trés grupos estudados tanto no 7°
[(DEX 0,5 (P<0,0001), DEX 1,5 (P<0,0001) ou DEX 5,0 (P<0,0001)] quanto no 14° dia de
tratamento [(DEX 0,5 (P<0,0001), DEX 1,5 (P<0,0001) ou DEX 5,0 (P<0,0001)] quando
comparados ao controle. A diminui¢cdo no peso foi justificada pelo modelo de depresséao-

simile utilizado (figura 26).
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Figura 26: Avaliac&o do peso corporal (g). Foi administrado salina ou DEX (0,5; 1,5 ou 5,0 mg/kg) por 14 dias,
via SC, em ratos. Os animais foram pesados no 0, 7° e 14° dias de tratamento. Os resultados foram
apresentados como média + EPM (n=7-10). A andlise estatistica foi executada por Two-way ANOVA seguido

de Tukey como teste post hoc (****P<0,0001 em comparacdo ao grupo controle).

Apo6s andlise dos resultados, foi selecionada a dose de DEX para o modelo de
depressao-simile, sendo a dose escolhida de 1,5 mg/kg para dar prosseguimento a
pesquisa, pois foi a dose com melhor efeito depressor, visto que as outras doses testadas

nao mostraram resultado satisfatério na atividade locomotora e/ou no tempo de climbing.
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6.3. Estudo piloto com KET

Antes de proceder com os testes comportamentais, estresse oxidativo e EEG, foi
realizado um estudo piloto para avaliar o efeito antidepressivo da administracdo aguda da
KET (10 mg/kg) no modelo de depressao-simile induzido por DEX (1,5 mg/kg) utilizando o
teste de nado forcado. Como a KET tem efeito relacionado ao tempo de administracao,
neste protocolo os efeitos antidepressivos da KET foram observados apds duas horas da
sua administracao.

Em relacdo ao tempo de imobilidade no teste de nado forcado, o grupo DEX
(P<0,0001) elevou significativamente esse parametro em comparacdo ao controle
[F(2,41)=25.59, P<0,0001], comportamento confirmatério do modelo de depresséo-simile.
Esse efeito foi revertido pela cetamina que reduziu significativamente o tempo de
imobilidade na comparacédo entre os grupos DEX e DEX+KET (P<0,0001), evidenciando

efeito agudo antidepressivo da KET com duas horas ap0s sua administracao (figura 27).
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Figura 27: Avaliagdo do tempo de imobilidade (s) no teste de nado forgado. Foram administrados salina ou
DEX (1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administracdo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. O teste
ocorreu no Ultimo dia de tratamento, duas horas apds aplicacdo dos farmacos. Os resultados foram

apresentados como média + EPM (n=14-17). A andlise estatistica foi executada por One-way ANOVA seguido

de Tukey como teste post hoc (**** P<0,0001; “a” em comparagao ao grupo controle; “b” em comparagao ao

grupo DEX).

No parametro tempo de climbing, o grupo DEX (P<0,0001) reduziu esse
comportamento significativamente quando comparado ao controle [F(2,36)=22.49,
P<0,0001], efeito também confirmatério do modelo de depresséo-simile, juntamente com o
aumento no tempo de imobilidade. A reducdo no tempo de climbing foi revertida pela
cetamina que aumentou significativamente esse comportamento na comparacao entre 0s
grupos DEX e DEX+KET (P<0,0001) (figura 28).
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Figura 28: Avaliacdo do tempo de climbing (s) no teste de nado forgado. Foram administrados salina ou DEX
(1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administracdo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. O teste ocorreu
no ultimo dia de tratamento, duas horas apés aplicacdo dos farmacos. Os resultados foram apresentados
como média + EPM (n=14-17). A analise estatistica foi executada por One-way ANOVA seguido de Tukey
como teste post hoc (**** P<0,0001; “a” em comparagdo ao grupo controle; “b” em comparagédo ao grupo
DEX).
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Apés andlise dos resultados do estudo piloto para verificar os efeitos agudos
comportamentais da KET com duas horas, através do teste de nado forcado, foi
evidenciado efeito antidepressivo tanto com reversédo do tempo de imobilidade, quanto do

tempo de climbing, dessa forma, a pesquisa seguiu com esse protocolo da KET.

6.4. Avaliacao da glicemia capilar

Foi avaliado o efeito da DEX na glicemia dos animais na dosagem selecionada de
DEX 1,5 mg/kg como modelo de depresséo-simile.

Os resultados mostraram nenhuma alteracdo significativa entre os tempos
estudados [F(2,24)=1.585, P=0,2257]. A DEX, nesse protocolo, ndo alterou
significativamente a glicemia dos animais comparado com antes de iniciar o tratamento
(figura 29).
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Figura 29: Avaliacdo da glicemia (mg/dL). Foi administrado DEX 1,5 mg/kg por 14 dias, via SC, em ratos. As
glicemias foram aferidas no 0, 7° e 14° dia de tratamento. Os resultados foram apresentados como média +

EPM (n=9). A andlise estatistica foi executada por One-way ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc.
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6.5. Testes comportamentais

6.5.1. Teste de campo aberto

Apés selecdo da dose de inducédo de depressao-simile da DEX e confirmagdo em
estudo piloto do efeito antidepressivo da KET com duas horas da sua administracéo, a
pesquisa seguiu com o0s testes comportamentais de campo aberto, labirinto em cruz
elevada e nado forcado para avaliacdo de outros parametros, para verificar efeito ansiolitico
da KET e estudar alteragdes comportamentais induzidas por esse farmaco.

Os resultados do parametro numero de quadrantes cruzados néo sofreram alteracéo
significativa em nenhum dos grupos estudados, mostrando que cetamina e dexametasona
isoladas ou em associacdo nao alteraram a atividade locomotora dos animais
[F(3,24)=1.363, P=0,2780] (figura 30).
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Figura 30: Avaliagdo do numero de quadrantes cruzados no teste de campo aberto. Foram administrados
salina ou DEX (1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administracdo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. O
teste ocorreu no dltimo dia de tratamento, duas horas ap6s aplicacdo dos farmacos. Os resultados foram
apresentados como média £ EPM (n=7). A andlise estatistica foi executada por One-way ANOVA seguido de

Tukey como teste post hoc.

Em relacdo ao numero de rearing, ndo foi observada alteracdo significativa em
nenhum dos grupos estudados [F(3,24)=1.968, P=0,1457] (figura 31). Da mesma forma,
também ndo houve alteracdo significativa no pardmetro numero de grooming na

comparacao entre os grupos avaliados [F(3,24)=0.4857, P=0,6954] (figura 32).

201

Campo aberto -numero de rearing

Figura 31: Avaliacdo do nimero de rearing no teste de campo aberto. Foram administrados salina ou DEX
(1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administracdo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. O teste ocorreu
no ultimo dia de tratamento, duas horas ap0s aplicacdo dos farmacos. Os resultados foram apresentados
como média £ EPM (n=7). A analise estatistica foi executada por One-way ANOVA seguido de Tukey como

teste post hoc.
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Campo aberto -nimero de grooming

Figura 32: Avaliacdo do numero de grooming no teste de campo aberto. Foram administrados salina ou DEX
(1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administracdo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. O teste ocorreu
no ultimo dia de tratamento, duas horas apés aplicacdo dos farmacos. Os resultados foram apresentados
como média + EPM (n=7). A andlise estatistica foi executada por One-way ANOVA seguido de Tukey como

teste post hoc.

6.5.2. Teste de labirinto em cruz elevada

Os resultados em relacdo ao numero de entradas no braco aberto (NEBA) mostraram
gue a cetamina isolada KET (P=0,0046) aumentou significativamente esse parametro em
relacdo ao controle [F(3,24)=15.73, P<0,0001]. Também foi obervado que a cetamina em
associagdo nos animais com depressao-simile DEX+KET (P=0,0002) elevou
significativamente o NEBA em comparac¢ao com o grupo modelo de depresséo-simile DEX.
Ambos os resultados encontrados corroboram para um efeito agudo ansiolitico da KET
(figura 33).
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Figura 33: Avaliagdo do numero de entrada nos bragos abertos (NEBA) no teste de labirinto em cruz elevada.
Foram administrados salina ou DEX (1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administracdo aguda de KET (10 mg/kg),
via IP, no 14° dia. O teste ocorreu no ultimo dia de tratamento, duas horas apés aplicacéo dos farmacos. Os
resultados foram apresentados como média + EPM (n=7). A andlise estatistica foi executada por One-way
ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc (** P<0,01; ***P<0,001; “a” em comparagao ao grupo controle;

“b” em comparacéo ao grupo DEX).

Outro parametro analisado em conjunto é o tempo de permanéncia nos bragos
abertos (TPBA), que evidenciou resultados semelhantes aos do NEBA. A cetamina isolada
KET (P=0,0010) aumentou significativamente o TPBA em relacdo ao controle
[F(3,24)=18.70, P<0,0001]. Também foi obervado que a cetamina em associa¢cdo com
dexametasona nos animais com depressao-simile DEX+KET (P<0,0001) elevou
significativamente o TPBA em comparag¢ao com o grupo modelo de depressao-simile DEX.
Em convergéncia com os resultados do NEBA, fortalece-se o efeito agudo ansiolitico da
KET (figura 34).
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Figura 34: Avaliacdo do tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) (s) no teste de labirinto em cruz
elevada. Foram administrados salina ou DEX (1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administracdo aguda de KET
(10 mg/kg), via IP, no 14° dia. O teste ocorreu no ultimo dia de tratamento, duas horas apds aplicagédo dos

farmacos. Os resultados foram apresentados como média + EPM (n=7). A andlise estatistica foi executada

por One-way ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc (** P<0,01; ****P<0,0001; “a” em comparagao

ao grupo controle; “b” em comparacgédo ao grupo DEX).

6.5.3. Teste de nado forcado

No parametro tempo de imobilidade, o grupo DEX (P<0,0001) aumentou
significativamente quando comparado ao controle [F(3,47)=17.03, P<0,0001], efeito do
modelo de depresséo-simile. Esse comportamento foi revertido pela KET que reduziu
significativamente o tempo de imobilidade em comparacdo entre os grupos DEX e
DEX+KET (P<0,0001), mostrando efeito agudo antidepressivo (figura 35).
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Figura 35: Avaliagdo do tempo de imobilidade (s) no teste de nado forcado. Foram administrados salina ou
DEX (1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administragcdo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. O teste
ocorreu no Ultimo dia de tratamento, duas horas apos aplicacdo dos farmacos. Os resultados foram
apresentados como média + EPM (n=14-17). A andlise estatistica foi executada por One-way ANOVA seguido
de Tukey como teste post hoc (****P<0,0001; “a” em comparag¢ao ao grupo controle; “b” em comparacéo ao
grupo DEX).

Em relacdo ao tempo de climbing, o grupo DEX (P<0,0001) reduziu
significativamente em comparacéao ao controle [F(3,42)=16.18, P<0,0001], efeito também
do modelo de depressao-simile. A reducdo nesse parametro foi revertida pela KET que
elevou significativamente o tempo de climbing em comparacao entre os grupos DEX e
DEX+KET (P<0,0001) (figura 36).
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Figura 36: Avaliacdo do tempo de climbing (s) no teste de nado forgado. Foram administrados salina ou DEX
(1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administracdo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. O teste ocorreu
no ultimo dia de tratamento, duas horas apés aplicacdo dos farmacos. Os resultados foram apresentados

como média + EPM (n=14-17). A analise estatistica foi executada por One-way ANOVA seguido de Tukey

como teste post hoc (****P<0,0001; “a” em comparagéo ao grupo controle; “b” em comparagao ao grupo DEX).

6.5.4. Teste de preferéncia a sacarose

A anedonia é o comportamento avaliado no teste de preferéncia a sacarose, que é
observado pelo quantitativo de ingestdo de uma solugdo de sacarose. O grupo DEX
(P=0,0011) reduziu significativamente a ingestdo de sacarose quando comparado ao
controle [F(3,28)=8.672, P=0,0003], comportamento do modelo de depressdo-simile. A
cetamina reverteu esse comportamento depressivo-simile ao elevar significativamente a
ingestdo de sacarose na comparacdo entre 0os grupos DEX e DEX+KET (P=0,0031),
evidenciando, em convergéncia aos resultados do teste de nado forcado, efeito agudo

antidepressivo (figura 37).
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Figura 37: Avaliacdo da porcentagem de preferéncia a sacarose no teste de preferéncia & sacarose. Foram
administrados salina ou DEX (1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administracdo aguda de KET (10 mg/kg), via
IP, no 14° dia. O pré-teste iniciou 72hs antes do teste para habituacdo a solucdo de sacarose. O teste ocorreu
no ultimo dia de tratamento, duas horas apés aplicacdo dos farmacos. Os resultados foram apresentados

como média + EPM (n=7-10). A andlise estatistica foi executada por One-way ANOVA seguido de Tukey

como teste post hoc (**P<0,01; “a” em comparac¢éo ao grupo controle; “b” em comparagao ao grupo DEX).

6.6. Estudo do estresse oxidativo

6.6.1. Dosagem de GSH

O estudo de estresse oxidativo foi realizado no hipocampo e avaliou alteragdes nos
niveis de GSH, TBARS e nitrito, pois objetivou-se identificar efeitos antioxidantes agudos
da KET no modelo de depresséo-simile utilizado.



74

Na avaliacdo do estresse oxidativo em hipocampo, a enzima GSH diminuiu
significativamente no grupo DEX (P=0,0027) em relacdo ao controle [F(3,24)=6.756,
P=0,0018]. Nenhum efeito foi observado na presenca do grupo KET (sozinho ou associado
a DEX). A reducéo da enzima antioxidante GSH evidencia o modelo de depressao-simile

utilizado (figura 38).
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Figura 38: Avaliacdo da GSH (ug/g de tecido) em hipocampo. Foi administrado salina ou DEX (1,5 mg/kg) por
14 dias, via SC, em ratos; administracdo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. Os animais foram
sacrificados e a area foi coletada no Gltimo dia de tratamento, duas horas ap6s aplicacdo dos farmacos. Os
resultados foram apresentados como média £ EPM (n=7). A analise estatistica foi executada por One-way

ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc (** P<0,01 em comparag¢ao ao grupo controle).



75

6.6.2. Dosagem de TBARS

bY

No tocante a avaliacdo dos niveis de malondialdeido (MDA) no teste de
TBARS, o grupo DEX (P=0,0005) aumentou significativamente esse parametro em
comparacao ao grupo controle [F(3,24)=10.14, P=0,0002], caracteristico do modelo de
depressao-simile. A cetamina reverteu esse efeito ao reduzir significativamente os niveis
de MDA na comparagao entre os grupos DEX e DEX+KET (P=0,0016), evidenciando efeito

agudo antidepressivo (figura 39).
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Figura 39: Avaliacdo do MDA (pg/g de tecido) em hipocampo. Foi administrado salina ou DEX (1,5 mg/kg) por
14 dias, via SC, em ratos; administracdo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. Os animais foram
sacrificados e a area foi coletada no ultimo dia de tratamento, duas horas ap6s aplicacdo dos farmacos. Os
resultados foram apresentados como média £ EPM (n=7). A analise estatistica foi executada por One-way

ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc (** P<0,01; ***P<0,001; “a” em comparagao ao grupo controle;

“b” em comparagao ao grupo DEX).
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6.6.3. Dosagem de nitrito

Em relacdo aos niveis de nitrito, nenhuma alteracdo significativa foi
encontrada na comparacao entre os grupos estudados [F(3,16)=2.123, P=0,1374] (figura

40).
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Figura 40: Avaliacdo de nitrito (nM/g de tecido) em hipocampo. Foi administrado salina ou DEX (1,5 mg/kg)
por 14 dias, via SC, em ratos; administracdo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. Os animais foram
sacrificados e a area foi coletada no Gltimo dia de tratamento, duas horas apés aplicacdo dos farmacos. Os

resultados foram apresentados como média £ EPM (n=7). A analise estatistica foi executada por One-way

ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc.
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6.7. Teste eletroencefalografico

O EEG foi realizado no hipocampo e avaliou a atividade elétrica através de
alteracdes no poder espectral médio de sete ondas cerebrais (delta, teta, alfa, beta low,
beta high, gama low e gama high), pois se objetivou investigar os efeitos antidepressivos
agudos da KET no EEG no modelo de depressédo-simile utilizado por DEX.

A primeira onda analisada foi a banda delta (<4Hz), ndo sendo observado resultados
significativos tanto para o fator “tratamento” [F(3,16)=0.4220, P=0,7398] quanto para o fator
“tempo” [F(1,16)=0.4018, P=0,5351], mas com interacdo significativa entre ambos
[F(3,16)=4.077, P=0,0250]. Ao analisar as comparac¢des multiplas, ndo houve alteracédo

significativa entre os grupos avaliados nem no dia 0 e nem no 14° dia (figura 41).

DELTA
4.1 -
=& Controle
4.0 - —#- DEX
—— KET
3.919 ¥ DEX+KET

3.7

Poder espectral médio
w
o

3.6 T T 1

Tempo (dia)

Figura 41: Avaliacao do poder espectral médio da banda delta (<4Hz) no EEG. Foram administrados salina
ou DEX (1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administracdo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. O teste
ocorreu no dia 0 (EEG basal) antes de iniciar os tratamentos e no 14° dia (Gltimo dia de tratamento), duas
horas ap6s aplicacéo dos farmacos. Os resultados foram apresentados como média + EPM (n=5). A analise
estatistica foi executada por Two-way ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc (*P<0,05 em

comparacéo ao grupo KET).
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Em seguida, foi avaliada a banda teta (4-8Hz), onde foi observado resultado
significativo para o fator “tratamento” [F(3,16)=8.197, P=0,0016], no entanto para o fator
“tempo” néo foi evidenciado resultado significativo [F(1,16)=0.4546, P=0,5098], contudo
com interacdo significativa entre ambos [F(3,16)=4.106, P=0,0244]. Ao analisar as
comparacgfes multiplas, no EEG do 14° dia, KET aumentou significativamente o poder
espectral médio da banda teta quando comparado ao grupo controle (P=0,0154),
mostrando um efeito agudo de bem-estar da KET. Outro achado foi uma reducao
significativa no poder espectral médio quando associado DEX+KET em comparacéo a KET

(P=0,0298), evidenciando efeito de depresséo-simile da DEX (figura 42).
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Figura 42: Avaliacdo do poder espectral médio da banda teta (4-8Hz) no EEG. Foram administrados salina
ou DEX (1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administracdo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. O teste
ocorreu no dia 0 (EEG basal) antes de iniciar os tratamentos e no 14° dia (Gltimo dia de tratamento), duas
horas ap6és aplicacdo dos farmacos. Os resultados foram apresentados como média + EPM (n=5). A analise
estatistica foi executada por Two-way ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc (*P<0,05; “a” em

comparacéo ao grupo controle; “b” em comparacgéo ao grupo KET).
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Em relacdo a banda alfa (8-13Hz), foram observados resultados significativos tanto
para os fatores “tratamento” [F(3,16)=4.579, P=0,0169] quanto para “tempo”
[F(1,16)=4.868, P=0,0423] com interacdo significativa entre ambos [F(3,16)=4.322,
P=0,0206]. Ao analisar as comparac¢des multiplas, houve alteracdo no EEG do 14° dia com
reducdo significativa do poder espectral médio da banda alfa no grupo DEX+KET em
comparacao ao grupo KET (P=0,0254), corroborando com a acao de depressao-simile da
DEX (figura 43).
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Figura 43: Avaliac@o do poder espectral médio da banda alfa (8-13Hz) no EEG. Foram administrados salina
ou DEX (1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administracdo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. O teste
ocorreu no dia 0 (EEG basal) antes de iniciar os tratamentos e no 14° dia (Gltimo dia de tratamento), duas
horas ap6s aplicacéo dos farmacos. Os resultados foram apresentados como média + EPM (n=5). A andlise
estatistica foi executada por Two-way ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc (*P<0,05 em

comparacéo ao grupo KET).

No tocante a banda beta low (13-25Hz), ndo foram observados resultados
significativos para os fatores “tratamento” [F(3,16)=1.303, P=0,3078], “tempo”
[F(1,16)=3.130, P=0,0959] e interacao entre ambos [F(3,16)=1.302, P=0,3082]. Ao analisar
as comparacoes multiplas, ndo houve alteracao significativa entre os grupos avaliados nem

no dia 0 e nem no 14° dia (figura 44).
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Figura 44: Avaliacdo do poder espectral médio da banda beta low (13-25Hz) no EEG. Foram administrados
salina ou DEX (1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administracdo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. O
teste ocorreu no dia 0 (EEG basal) antes de iniciar os tratamentos e no 14° dia (Ultimo dia de tratamento),
duas horas apo6s aplicacéo dos farmacos. Os resultados foram apresentados como média + EPM (n=5). A

analise estatistica foi executada por Two-way ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc.

A préxima banda avaliada foi a beta high (25-30Hz), com resultado significativo para
o fator “tratamento” [F(3,16)=10.84, P=0,0004], contudo para o fator “tempo”
[F(1,16)=0.002848, P=0,9581] e para a interacédo entre ambos [F(3,16)=1.709, P=0,2052]
ndo foi evidenciado resultado significativo. Ao analisar as comparac¢des multiplas, houve
alteracdo no EEG do 14° dia com reducéo significativa do poder espectral médio da banda
beta high no grupo DEX em comparacao ao controle (P=0,0285), efeito de depresséo-simile
da DEX (figura 45).
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Figura 45: Avaliagdo do poder espectral médio da banda beta high (25-30Hz) no EEG. Foram administrados
salina ou DEX (1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administracéo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. O
teste ocorreu no dia 0 (EEG basal) antes de iniciar os tratamentos e no 14° dia (Gltimo dia de tratamento),
duas horas apo6s aplicacdo dos farmacos. Os resultados foram apresentados como média + EPM (n=5). A
andlise estatistica foi executada por Two-way ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc (*P<0,05 em

comparagao ao grupo controle).

Em relacdo a banda gama low (30-50Hz), ndo foram observados resultados
significativos para os fatores “tratamento” [F(3,16)=1.359, P=0,2910], “tempo”
[F(1,16)=1.257, P=0,2787] e interacao entre ambos [F(3,16)=1.957, P=0,1611]. Ao analisar
as comparacdes multiplas, ndo houve alteracao significativa entre os grupos avaliados nem
no dia 0 e nem no 14° dia (figura 46).
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Figura 46: Avaliacao do poder espectral médio da banda gama low (30-50Hz) no EEG. Foram administrados
salina ou DEX (1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administracéo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. O
teste ocorreu no dia 0 (EEG basal) antes de iniciar os tratamentos e no 14° dia (Gltimo dia de tratamento),
duas horas apo6s aplicacdo dos farmacos. Os resultados foram apresentados como média + EPM (n=5). A

anélise estatistica foi executada por Two-way ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc.

A Ultima banda analisada foi a gama high (50-100Hz), nessa onda também n&o foram
observados resultados significativos para os fatores “tratamento” [F(3,16)=1.814,
P=0,1851], “tempo” [F(1,16)=1.152, P=0,2990] e interacdo entre ambos [F(3,16)=1.395,
P=0,2806]. Ao analisar as comparac¢des multiplas, ndo houve alteracdo significativa entre

0s grupos avaliados nem no dia 0 e nem no 14° dia (figura 47).
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Figura 47: Avaliacdo do poder espectral médio da banda gama high (50-100Hz) no EEG. Foram administrados
salina ou DEX (1,5 mg/kg) por 14 dias, via SC; administracdo aguda de KET (10 mg/kg), via IP, no 14° dia. O
teste ocorreu no dia 0 (EEG basal) antes de iniciar os tratamentos e no 14° dia (Gltimo dia de tratamento),
duas horas apo6s aplicacdo dos farmacos. Os resultados foram apresentados como média + EPM (n=5). A

analise estatistica foi executada por Two-way ANOVA seguido de Tukey como teste post hoc.
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7. DISCUSSAO

Os principais achados do estudo foram: a) dexametasona foi efetiva como modelo
de depressao-simile na dose de 1,5 mg/kg, também apresentando reducdo do peso dos
animais e sem alteracdo da glicemia; b) cetamina apresentou efeitos antidepressivo e
ansiolitico radpidos no modelo de dexametasona; c) aumento na peroxidacdo lipidica
ocasionado pela dexametasona foi revertido pela cetamina; e d) no EEG, a dexametasona
reduziu a banda beta high, enquanto que a cetamina elevou a onda teta, mostrando efeito
antidepressivo.

A primeira etapa da pesquisa foi determinar a dose da dexametasona para induzir o
modelo de depressado-simile e avaliar do peso dos animais. Dessa forma, foram escolhidas
trés doses intermediarias baseadas na literatura (0,5; 1,5 e 5,0 mg/kg) para fazer um estudo
comportamental e entdo selecionar a dose com melhor efeito depressogénico. Para isso,
foram feitos os testes comportamentais de campo aberto e nado forcado. O modelo
farmacoldgico de depressao-simile por administracdo de dexametasona é um modelo ja
estabelecido na literatura, no entanto os protocolos e as dosagens ndo sao convergentes e
podem variar bastante desde doses muito baixas de 15 pg/kg/dia até dosagens mais
elevadas de 20 mg/kg/dia (ALHADDAD et al., 2023; MESRIPOUR; ALHIMMA,;
HAJHASHEMI, 2019).

No teste de campo aberto, a dexametasona, somente na menor dose, aumentou a
atividade locomotora. Tendo em visto que esse aumento pode interferir nos resultados de
outros testes comportamentais, essa dose foi descartada de ser utilizada como modelo de
depressao-simile. Vale ressaltar que as outras duas doses ndo apresentaram nenhuma
alteracdo. Em conformidade com os dados da presente pesquisa, um estudo com
camundongos tratados com dexametasona (5,0 mg/kg, SC) por 56 dias, ndo mostraram
alteracdo na atividade locomotora (MORI et al., 2022).

Outros parametros do teste de campo aberto, como numero de rearing e grooming
nao evidenciaram alteragdo com a dexametasona. Os testes de rearing e gromming sao
realizados com o objetivo de confirmar os resultados da atividade locomotora. Em um outro
estudo, com protocolo diferente do presente trabalho, camundongos tratados com
corticosterona (25 pg/mL na dgua de beber) por quatro semanas, mostraram diminui¢cdo do
grooming e aumento do rearing, sugerindo que a disfungéo crbnica do eixo HPA altera o
comportamento através da supressao da funcéao do nucleo paraventricular do talamo (PVT),

gue € uma area que esta correlacionada com o comportamento induzido por estresse, ja
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gue o rearing e 0 grooming demonstraram ser influenciados pela estimulagdo do PVT
independentemente (KINLEIN et al., 2019).

No teste de nado forcado, a dexametasona apresentou efeito depressor nas trés
doses estudadas, confirmando o desamparo aprendido e o0 modelo de depressao-simile.
Achados semelhantes foram encontrados em outras pesquisas, tais como em ratos tratados
com dexametasona (1,5 mg/kg, SC) por 21 dias, obtendo aumento no tempo de imobilidade
tanto em machos quanto em fémeas (ABDERRAHIM et al., 2022); da mesma forma, no
tratamento de camundongos com dexametasona (20 mg/kg, SC) por 21 dias foi evidenciado
aumento no tempo de imobilidade (ALHADDAD et al., 2023).

Na avaliagdo do tempo de climbing, a dexametasona reduziu a escalada nas duas
menores doses; assim, esse parametro foi realizado para confirmar os resultados do tempo
de imobilidade. Similarmente, camundongos tratados com dexametasona (4 mg/kg, IP) por
21 dias, o tempo de climbing foi reduzido (SKUPIO et al., 2015).

Apéds analise dos resultados, a dose de dexametasona de 0,5 mg/kg foi descartada
por aumentar a atividade locomotora; a dosagem de 5,0 mg/kg foi eliminada por ndo reduzir
o tempo de climbing; dessa forma, a dose selecionada para o modelo de depressao-simile
foi a de 1,5 mg/kg.

A dexametasona, por atuar em GR’s, fornece uma oportunidade experimental para
estudar o efeito direto da ativacdo prolongada de GR’s na inducdo de depressdo. A
administracdo prolongada de dexametasona induziu mudancas comportamentais
relacionadas a depressao, dentre outros sintomas, a perda de peso (ABDERRAHIM et al.,
2022).

Os resultados do estudo mostraram reducdo do peso corporal nas trés dosagens
estudadas a partir do sétimo dia. Um questionamento foi levantado sobre a relevante perda
de peso dos animais e surgiu a davida se era um sintoma depressivo-simile ou possivel
desenvolvimento de diabetes pelo uso prolongado de glicocorticoide. De acordo com Kim
et al. (2022), o tratamento agudo ou prolongado com dexametasona induz um desequilibrio
no turnover de proteinas, reduzindo a massa muscular. A dexametasona pode afetar a
gualidade e a quantidade de proteinas, suprimindo a sintese e/ou ativando a degradacao
proteica. Em pesquisa com camundongos tratados com dexametasona (4 mg/kg, IP) por 21
dias, foi evidenciada, da mesma forma, reducéo do peso a partir do sétimo dia de tratamento
(SKUPIO et al., 2015).

A segunda parte da pesquisa foi um estudo piloto (comportamento e avaliacdo da

glicemia) com a cetamina, apos duas horas da sua administracdo, no modelo de depresséao-
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simile por DEX. Tendo em vista que neste modelo, a cetamina (10 mg/kg, IP) ndo
evidenciou resposta antidepressiva nos testes de nado for¢cado e preferéncia & sacarose no
tempo de observacédo de trinta minutos apés administracdo (dados ndo mostrados), foi
determinado que todos os testes comportamentais fossem realizados apds duas da
administracao da KET.

A determinacdo do tempo de observagdo da cetamina ap6s sua administracdo é
importante, pois a cetamina apresenta rapido inicio de acdo dos efeitos antidepressivos,
emergindo em duas a quatro horas ap6s uma uUnica administracdo intravenosa e induz
remisséo completa dos sintomas depressivos dentro de 24 horas em alguns pacientes (AAN
HET ROT et al., 2012; KRYSTAL; SANACORA; DUMAN, 2013).

Como esperado, a dexametasona induziu um efeito de depressdo-simile e a
cetamina reverteu esse efeito, evidenciando efeito antidepressivo rapido. No trabalho de
Zhang et al. (2014), utilizando modelo de exposicdo neonatal & dexametasona em
camundongos, o tratamento agudo com R- ou S-cetamina (10 mg/kg, IP), 29hs apos,
mostrou aumento do tempo de imobilidade pela dexametasona e reverséo pela cetamina.

Em relacdo ao tempo de climbing, o resultado do estudo confirmou o efeito
antidepressivo visto no parametro da imobilidade, reforcando a dose e o tempo de efeito
antidepressivo da cetamina com duas horas. Na pesquisa de Wojtas et al. (2022), o tempo
de climbing apds 24 horas da administracdo de cetamina (10 mg/kg, IP) em ratos, néo
mostrou alteracao.

A administracdo crbnica de glicocorticoides € amplamente utilizada em uma
variedade de cenéarios clinicos, com a finalidade de alivio sintomético e prevencdo da
progressédo de doencas. No entanto, esse uso esta associado a varios efeitos adversos,
incluindo a diabetes, cuja gravidade sé&o tempo e dose dependentes (FILIPPOPOULOU et
al., 2021).

Frente as alteracdes que o uso prolongado de glicocorticoides podem promover no
metabolismo da glicose, com a possibilidade do desenvolvimento de diabetes mellitus,
somado a perda de peso relevante dos animais tratados com dexametasona, foi realizada
triagem através da glicemia capilar.

Os dados do trabalho ndo evidenciaram alterac&o glicémica em nenhum dos dias de
tratamento estudados. Dessa forma, a avaliagdo n&o traz suspeita do desenvolvimento de
diabetes, assim a perda de peso dos animais foi atribuida como um sintoma depressivo-
simile. Similarmente, em estudo com camundongos tratados com 28 dias de dexametasona
(0,2 mg/kg, IP) ndo houve alteracdo da glicemia (ZHENG et al., 2018).
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De acordo com os resultados favoraveis do estudo piloto para o protocolo de
utilizagdo aguda da cetamina (10 mg/kg, IP) com evidéncias de efeito antidepressivo apos
duas horas de sua administracdo no modelo de depressao-simile por dexametasona, foi
utilizado esse protocolo no prosseguimento da pesquisa.

A terceira etapa do estudo foi a avaliagdo comportamental e do estresse oxidativo
da cetamina. No teste de campo aberto, a cetamina néo interferiu na atividade locomotora
dos animais. Esse resultado € importante, pois demonstra que nao havera interferéncia nos
outros testes comportamentais. Achado semelhante foi encontrado no modelo de
depressao-simile por exposicao pré-natal a dexametasona em ratas; o tratamento foi com
dose Unica de cetamina (10 mg/kg, IP) e 24 horas apds, ndo houve alteracdo na atividade
locomotora (MICHAELSSON et al., 2019).

Em relacdo aos numeros de rearing e grooming nao foi evidenciada alteracdo em
nenhum dos grupos estudados. Os resultados reforgam, juntamente com a atividade
locomotora, que a cetamina ndo ir4 induzir falsas alteracdes na parte locomotora dos
animais nos préoximos testes comportamentais. Da mesma forma, nenhuma alteracéo
nesses parametros foi encontrada em camundongos tratados uma hora antes com
cetamina (10 mg/kg, IP) (FRAGA et al., 2018).

O proximo teste avaliado foi o labirinto em cruz elevada, onde a cetamina sozinha ou
associada apresentou um efeito ansiolitico. Esse teste foi realizado, pois a depresséo
geralmente esta associada com ansiedade, sendo relevante identificar que a cetamina
também evidenciou efeito ansiolitico rapido.

No TPBA, os achados seguem em convergéncia com os dados do NEBA, reforgando
efeito ansiolitico da cetamina. Dessa forma, no tratamento da depressdo associada com
ansiedade, a cetamina pode trazer um duplo beneficio. Similarmente, no estudo de Papp
et al. (2017) com ratos submetidos ao modelo do estresse leve cronico, tratados com
cetamina (10 mg/kg, IP) por quatro dias, foram observados aumentos no NEBA e TPBA.

Em seguida, foi analisado o teste de nado forgado, onde os resultados reproduziram
os efeitos encontrados no estudo piloto com a cetamina; observou-se também que a
cetamina sozinha néo interferiu na imobilidade dos animais; o teste de nado forcado &
padrdo-ouro para avaliar depressao-simile, dessa forma os resultados confirmam a acao
antidepressiva rapida da cetamina apds duas horas. No trabalho de Zhang et al. (2014),
utilizando modelo de exposi¢cdo neonatal & dexametasona em camundongos, o tratamento
agudo com R- ou S-cetamina (10 mg/kg, IP), 29hs apds, mostrou aumento do tempo de

imobilidade pela dexametasona e reversao pela cetamina.
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Em relagdo ao tempo de climbing, a dexametasona evidenciou efeito de depressao-
simile e a cetamina reverteu esse efeito; constatou-se também que a cetamina sozinha ndo
interferiu no movimento de escalada. Em confirmacdo com os dados do tempo de
imobilidade, foi apresentado efeito antidepressivo rapido pela cetamina. Na pesquisa de
Woijtas et al. (2022), o tempo de climbing apds 24 horas de dose Unica de cetamina (10
mg/kg, IP) em ratos, ndo mostrou alteragao.

Finalizando os testes comportamentais, o teste de preferéncia a sacarose foi
realizado. Dexametasona mostrou efeito depressivo-simile, sendo revertido pela cetamina
ao elevar a preferéncia pela sacarose, mostrando acao antidepressiva rapida; evidenciou-
se também que a cetamina sozinha néo interferiu na preferéncia pela sacarose. Este teste
avalia anedonia, que é um sintoma importante no diagnostico da depressdo, sendo
relevante na deteccdo de efeitos antidepressivos. Da mesma forma, em camundongos
submetidos ao modelo de inducéo por lipopolissacarideo (LPS), tratados com cetamina (6
mg/kg, IP), 24 horas apoés, o LPS reduziu esse parametro, e a cetamina reverteu esta acao
do LPS (WALKER et al., 2013).

O estresse oxidativo e a inflamacao sdo importantes na fisiopatologia da depresséo,
pois o cérebro é um 6rgdo muito suscetivel ao estresse oxidativo, uma vez que apresenta
maior requerimento de energia. A cetamina mostrou proteger o cérebro contra o estresse
oxidativo, reduzir inflamacéo e regular o metabolismo energético em ratos expostos ao
modelo de privacdo materna (REUS et al., 2017).

Considerando os efeitos da depresséo e da cetamina no estresse oxidativo cerebral,
foram avaliados os niveis hipocampais de enzima antioxidante, peroxidacéo lipidica e
estresse nitrosativo, como GSH, TBARS e nitrito, respectivamente.

No presente trabalho, a dexametasona reduziu os niveis de GSH, o que é observado
no modelo de depresséo-simile pelo aumento do estresse oxidativo; evidenciou-se também
gue a cetamina sozinha ou associada nao interferiu nos niveis de GSH hipocampais. A
dosagem de GSH foi realizada, pois € uma importante enzima antioxidante e reflete o nivel
de estresse oxidativo. No trabalho de Yang et al. (2020) com ratos submetidos ao modelo
de dor pos-cirargica cronica, tratados com dose unica de cetamina (20 mg/kg, IP), o GSH
hipocampal do modelo n&o alterou, no entanto, a cetamina elevou esse parametro.

No teste de TBARS, a dexametasona aumentou os niveis de MDA, no entanto a
cetamina reverteu esse efeito, reduzindo os danos da peroxidacao lipidica. Esse teste foi
realizado, pois 0 TBARS avalia a peroxidacao lipidica, que esta aumentada no estresse

oxidativo. Concordando com os achados da presente pesquisa, Réus et al (20215)
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observaram em ratos submetidos ao modelo de privacdo materna um aumentou dos niveis
de MDA hipocampal e uma reversdo deste efeito pela administragéo da cetamina (REUS
et al., 2015).

Finalizando as analises de estesse oxidativo, foi avaliado o nivel de nitrito, onde a
cetamina ndo exerceu influéncia no nitrito hipocampal, no entando néo foi testado seu efeito
em outras areas cerebrais, como cortex pré-frontal e corpo estriado. A dosagem de nitrito
foi executada, por ser uma avaliacao indireta da producdo de Oxido nitrico, que esta
relacionado com processo inflamatorio na depressao. Abelaira et al. (2017) encontrou em
estudo com ratos tratados com dose aguda de cetamina (15 mg/kg, IP), aumento de
nitrito/nitrato no cortex pré-frontal.

Para melhor compreensdo sobre resposta ao tratamento ou recorréncia da
depressao, o EEG pode ser uma ferramenta atil. Vale salientar que alguns pesquisadores
exploraram o uso de EEG néo invasivo para encontrar biomarcadores para fins de
diagndstico ou previsdo do tratamento da depresséo, por isso, a quarta e Ultima etapa da
pesquisa foi o estudo eletroencefalografico hipocampal da cetamina (DE AGUIAR NETO;
ROSA, 2019).

A andlise da banda delta ndo mostrou alteracao pela cetamina, no entanto essa onda
€ notavel durante o sono profundo (WATTS et al.,, 2022), e a cetamina na dose
antidepressiva utilizada nédo apresentou efeito sedativo. Contudo, na pesquisa de Mcmillan
et al. (2020), 30 pacientes com depresséo, tratados com cetamina (0,25 mg/kg, 1V), o EEG
trés a quatro horas ap0s, resultou em reducao da banda delta.

Em relacdo a banda teta, a cetamina elevou essa onda, mostrando efeito
antidepressivo, mas na associacdo com a dexametasona esse efeito foi perdido. A banda
teta esta marcadamente presente durante relaxamento e esta entre 0s principais recursos
para prever a resposta de antidepressivos como a cetamina (KANG; CHO, 2020; WATTS
et al., 2022). De forma similar, uma relacdo foi observada entre aumento do poder teta
frontal e resposta antidepressiva, com aumento da poténcia teta em respondedores a
cetamina (ALARIO; NICIU, 2021).

O hipocampo €& marca-passo do ritmo teta através de neurénios GABAérgicos do
septo medial; enquanto neurdnios glutamatérgicos mostraram intenso aumento de disparo
teta, sugerindo que podem contribuir para a elevacao do impulso ténico dos marca-passos
associados ao teta (KOCSIS et al.,, 2022). Dessa forma, justificou-se as outras bandas

cerebrais nao sofrerem alteracdo com a cetamina no hipocampo.
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Em seguida, foi analisada a banda alfa, onde a cetamina associada com a
dexametasona apresentou efeito reduzido ao avaliar a cetamina sozinha. Embora
incompletamente compreendida, a onda alfa reflete inibicdo sensorial/atencional e
correlaciona habilidades cognitivas (ALARIO; NICIU, 2021; WATTS et al., 2022). Doses
subanestésicas de cetamina mostraram diminuir a poténcia da onda alfa em individuos
saudaveis; no entanto, ndo houve relacdo significativa entre alteracdo do espectro alfa e
resposta antidepressiva (MCMILLAN et al., 2020).

Dando seguimento ao estudo eletroencefalografico, foi verificada a banda beta, onde
a cetamina nao exerceu influéncia nesse parametro hipocampal; contudo, a dexametasona
reduziu o poder espectral médio de beta high, o que caracteriza sintomas depressivos-
simile. A banda beta esta relacionada com comportamento de alerta, atencao e excitacao
(ALARIO; NICIU, 2021). Dessa forma, poténcias beta em regides fronto-centrais mostraram
estar negativamente correlacionadas com pontuacdes de desatencédo na depressdo. Além
disso, oscilagbes beta no subgenual cingulado foram inversamente relacionadas com
sintomas de depressao (WATTS et al., 2022). Estudo realizado por McMillan et al. (2020)
demonstraram que altera¢cdes espectrais de EEG induzidas por cetamina aumentou a onda
beta high e por outro lado, reduziu a faixa de beta low (MCMILLAN et al., 2020).

Concluindo as analises de EEG, foi avaliada a banda gama, onde a cetamina néo
exerceu influéncia nesse parametro hipocampal. A onda gama correlaciona-se com
processamento simultaneo de informacdes, intensa concentracao, atividade glutamatérgica
e potencializacdo sinaptica (ALARIO; NICIU, 2021; WATTS et al., 2022). A poténcia gama
em eletrodos frontal, central e temporal esta relacionada a resposta ao tratamento em
pacientes com depressao (KANG; CHO, 2020).

De acordo com Mcmillan et al. (2020), as alteragbes de EEG induzidas por cetamina
mostraram que o poder espectral das bandas gama low e gama high aumentaram. Tanto
em animais quanto em humanos, doses subanestésicas de cetamina produzem aumento
agudo na onda gama, cujos mecanismos sao pensados incluir a inibicdo GABAérgica, que
€ modulada pela cetamina. O tempo para que se apresente alteracdo da banda gama ocorre
em aproximadamente seis a nove horas apoés a infuséo.

Em relagéo as limitagbes da pesquisa, surgiram devido a disponibilidade insuficiente
de animais e ao enfrentamento da pandemia da COVID-19. Dessa forma, o estudo nao foi
conduzido também em ratas, para avaliar alteracées pelo dimorfismo sexual; além da
pesquisa nédo ter realizado testes comportamentais adicionais que estudassem outros

sintomas depressivos-similes, como sociabilidade e memaria; ndo ter avaliado o estresse
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oxidativo em outras areas cerebrais, como cértex pré-frontal e corpo estriado; e ndo ter
registrado o EEG apdés 24-72 horas do tratamento, pois as altera¢des nas bandas cerebrais
parecem ocorrer mais tardiamente.

Estudos futuros com a cetamina sao importantes para investigar suas acodes
neurobioldgicas, buscando identificar novas vias de atuacao na depresséao. A realizacdo da
pesquisa em ratas € indicada para verificacdo de alteracdes pelo dimorfismo sexual; os
testes comportamentais de interacdo social e labirinto em Y s&o sugeridos para avaliacao
de sociabilidade e memoria, respectivamente; e as dosagens de BDNF, citocinas pro-
inflamatérias e mieloperoxidase sao recomendadas para verificagdo dos efeitos na

sobrevivéncia neuronal e neuroinflamacgéo.
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8. CONCLUSAO

O modelo de depresséo-simile induzido por dexametasona foi efetivo na dosagem
selecionada, apresentando comportamentos depressivos, como reducdo no peso dos
animais sem interfeir nos niveis glicémicos, sendo um instrumento importante para o estudo
da depressado e redirecionamento/descoberta de farmacos antidepressivos. A cetamina
evidenciou efeitos antidepressivos e ansioliticos observados nos testes comportamentais;
mostrou também reduzir a peroxidacao lipidica na avaliacdo do estresse oxidativo, além de
elevar o poder espectral médio da banda teta, mostrando efeito antidepressivo no
eletroencefalograma. Dessa forma, o presente estudo colabora com o redirecionamento da

cetamina como farmaco antidepressivo rapido.
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