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RESUMO

Transtornos depressivos, incluindo a depressao maior, sao sérios e incapacitantes.
Porém, a exata fisiopatologia da depressdao nao é claramente entendida. Estudos
indicam que a deficiéncia organica e a modulacdo do sistema glutamatérgico
parecem estar envolvidas na depressdao. Varios estudos apontam o receptor
glutamatérgico ionotrépico N-metil-D-aspartato (NMDA) como um importante fator na
etiologia da depressdo maior. Recentemente, ha um interesse no sistema
glutamatérgico como uma opcao de tratamento para depressdao maior devido aos
achados que a cetamina, um antagonista deste receptor, induz uma melhora rapida
dos sintomas da depressao. Neste contexto, o estresse crénico foi usado como um
modelo animal de depressao. Baseados na hipétese do envolvimento do prejuizo do
metabolismo energético na fisiopatologia da depresséo, no presente trabalho foram
avaliadas as atividades dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial e creatina
quinase em cérebro de ratos submetidos ao estresse crbénico e tratados com
cetamina (15 mg/kg). Depois de 40 dias de estresse cronico, foi observado uma
reducdo na ingestdo de glicose, bem como aumento do peso da glandula adrenal,
quando comparado ao grupo controle. Também foi verificado que o grupo controle
ganhou peso corporal depois de 40 dias, mas o grupo estressado ndo. Além disso,
nossos resultados mostraram uma inibicdo dos complexos I, lll e IV do grupo
estressado apenas no cortex cerebral e cerebelo. Por outro lado, as atividades do
complexo |l e creatina quinase nao foram alteradas no grupo estressado. A
administracdo de cetamina restabelece o peso da glandula adrenal. Além disso, os



ratos estressados ganharam peso corporal apdés a administracdo aguda de
cetamina, quando comparado ao peso corporal avaliado no inicio do experimento.
Finalmente, foi verificado que a administracdo aguda de cetamina reverte a inibigao
das atividades dos complexos |, Ill e IV causada pelo estresse crénico no cértex
cerebral e cerebelo. Baseado nos resultados sugere-se que o estresse crénico
variado induz a uma inibicado dos complexos |, Ill e IV da cadeia respiratéria
mitocondrial e esta alteragcdo pode ser um mecanismo da fisiopatologia da
depressao maior. Além disso, a administracdo aguda de cetamina reverte tal efeito.
Especula-se que a cetamina pode apresentar tal efeito por diminuir a producédo de
espécies reativas de oxigénio, sendo que as enzimas estudadas sdo sensiveis ao
estresse oxidativo.

Palavras-chave: cetamina; depressao; estresse cronico variado; mitocéndria; cadeia
respiratoria.



ABSTRACT

Depressive disorders, including major depression, are serious and disabling.
However, the exact pathophysiology of depression is not clearly understood. Life
stressors contribute in some fashion to depression and are an extension of what
occurs normally. Modulation and dysfunction of the glutamatergic system seems to
be involved in depression. Several studies have pointed to the ionotropic glutamate
N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor as an important player in the etiology of
major depression. Recently a renewed interest in the glutamatergic system as a
treatment option for major depression emerged by the finding that the NMDA
antagonist ketamine leads to a rapid improvement of depressive symptoms. In this
context, chronic stress has been used as an animal model of depression. Based on
the hypothesis that metabolism impairment might be involved in the pathophysiology
of depression, in the present work we evaluated the activities of mitochondrial
respiratory chain complexes and creatine kinase in brain of rats subjected to chronic
stress and treaties with ketamine (15 mg/Kg). After 40 days of mild stress, a
reduction in sweet food ingestion was observed, as well as increased adrenal gland
weight, when compared to control group. We also verified that control group gained
weight after 40 days, but stressed group did not. Moreover, our findings showed that
complex I, Il and IV were inhibited in stress group only in cerebral cortex and
cerebellum. On the other hand, complex Il and creatine kinase were not affected in
stressed group. In addition, we verified that the ketamine was not able to reverse the
reduction in sweet food ingestion. However, the ketamine administration
reestablished a normal range of adrenal gland weight. Besides, stressed animals
gained weight after acute administration of ketamine, whe campared to the body
weight assessed at the beginning of the experiment. Finally, we verified that acute
administration of ketamine reversed the inhibition in the complex I, Ill and IV after
chronic mild stress in cerebral cortex and cerebellum. Based on the present findings,
we hypothesized that chronic mild stress induces inhibition of mitochondrial
respiratory chain (complexes I, lll and IV) and this inhibition may be one mechanism
in the pathophysiology of depressive disorders. Besides, the acute administration of
ketamine reverses such effect. We speculate that ketamine may exert the reversal
effect by decreasing reactive oxygen species production, since these enzymes are
sensitive to oxidative stress.

Key-words: ketamine; depression; chronic mild stress; mitochondria; respiratory
chain.
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PARTE | - INTRODUGAO

1. Depressao
1.1. Histérico

A depressao € uma doenca que vem sendo estudada ha muito tempo. Quatro
séculos antes de Cristo, 0os gregos acreditavam que as doengas da mente estavam
associadas de algum modo a disfuncéo corporal. Deste modo, Hip6crates (460-430
a.C.) descreveu a relacao dos quatro elementos do planeta terra com os humores.
Para ele, era o equilibrio desses humores que determinava a relacao entre saude e
doenca. Os gregos também acreditavam que a melancolia surgia nas pessoas que
secretavam, pelo baco, bile negra, a qual escurecia o humor através da sua

influéncia sobre o cérebro e, assim, levava a tristeza e cansaco (Licinio et al., 2007).

Diante dessa teoria, Hip6crates conceituou a melancolia — precursora da
moderna depressado, como sendo uma afeccdo sem febre, na qual o espirito triste
permanece sem razao fixado em uma mesma idéia, constantemente abatido
(Cordas, 2002). Hipécrates também descreveu alguns sintomas da melancolia, tais
como perda de sono, falta de apetite, desespero, inquietude e desejo de morte.
Segundo ele, a melancolia tratava-se de medo e tristeza que duravam por muito

tempo (Maj & Sartorius, 2005).

Durante 20 séculos, muitos autores escreveram sobre a melancolia. Até o

inicio do século XVII, o conhecimento baseava-se na teoria dos quatro humores,
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onde a bile negra era a principal responsavel pela melancolia (Kapczinski et al.,
2000). No século XVIII, Friedrich Hoffman sugeriu que a melancolia era uma doenca
hereditaria (Solomon, 2002). Também neste século, Esquirol proclamou que a
psiquiatria era uma medicina mental e buscou o seu entendimento na anatomia

cerebral (Cordas, 2002).

No final do século XVIII, Arthur Schopenhauer afirmou que o paciente
depressivo devia trabalhar, pois dessa forma o homem se distraia da depressao
essencial. Em busca de novas descobertas, Wilhelm Griesinger declarou que
doencas mentais sao do cérebro, e afirmou também que algumas doencas mentais
sao apenas trataveis, e outras sdo curaveis. No entanto, George Savage explicou a
necessidade de unir mente e corpo, estudando em conjunto os sintomas da

melancolia, os fisicos e os mentais (Solomon, 2002).

No final do século XIX e inicio do século XX, Emil Kraepelin escreveu o
“Compéndio de Psiquiatria”. Ele acreditava que toda doenca mental tinha uma base
bioquimica interna. Kraepelin também utilizou pela primeira vez o termo “estado
depressivo” para caracterizar ndo somente um sintoma, mais sim uma categoria de

enfermidades correlacionadas (Kaplan et al., 1997).

Deste modo, em 1950 Kline e Crane lancaram o primeiro antidepressivo no
mercado, a iproniazida, proporcionando um avango no tratamento da depressao. Ja
os anos 90 foram denominados como a década do cérebro, devido a evolugédo na
compreensao e tratamento das enfermidades mentais (Goodman et al., 2006). No
século XXl, a depressdao é considerada uma doenca mental, catalogada na

classificacao estatistica internacional de doencgas e problemas relacionados com a
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saude (CID) e no manual de diagnéstico e estatistico das perturbacdes mentais

(DSM).

1.2. Epidemiologia

Os transtornos de humor estdo entre as formas mais prevalentes de
transtornos mentais e podem resultar em incapacidade, morte prematura e intenso
sofrimento dos pacientes acometidos e seus familiares (Nestler et al., 2002). O
transtorno depressivo maior afeta aproximadamente 14 milhées de adultos nos
Estados Unidos por ano. As mulheres sao duas vezes mais acometidas do que os
homens. A incidéncia ao longo da vida é de 13% para homens e pode chegar até

25% nas mulheres (Murray & Lopez, 1997).

A Organizacdao Mundial da Saude estima que a depressdo maior era a quarta
causa mundial de incapacidade em adultos em 1990 e que em 2020 sera a segunda
maior causa de incapacidade mundial. Um prejuizo ocupacional e social atinge
aproximadamente 60% das pessoas acometidas (Murray & Lopez, 1997). A
depressao severa pode prejudicar a qualidade de vida e levar a morte por suicidio,
sendo que o risco de suicidio entre pacientes com este transtorno afetivo é de 6 a

15% (Lisanby, 2007).



14

1.3. Sintomatologia

O termo depressao tem sido usado para identificar um estado afetivo normal
(a tristeza), sintoma e doenca. A tristeza € uma resposta ao sentimento de perda,
derrota e desapontamento, entre outras adversidades. Enquanto sintoma, a
depressdo pode caracterizar varios quadros clinicos, como transtorno de estresse
pds-traumatico, deméncia, esquizofrenia e alcoolismo, entre outros. A depressao
relacionada a doencga nao se refere apenas a alteracdes do humor, mais também a

alteragcdes cognitivas e psicomotoras (Lafer, 2000).

Diante disso, a depressdo é uma doenga psiquiatrica que se caracteriza pelo
humor deprimido; perda de interesse; anedonia, reducdo da capacidade de sentir
prazer nas coisas que antes considerava agradavel; alteracao do apetite ou peso;
alteracdo do sono, com mais freqléncia a insbnia, podendo haver também
hipersonia; alterac&o da atividade psicomotora, havendo retraimento social, crises de
choro, ideacédo negativa; fadiga; diminuicdo da energia; sentimentos de desvalia ou
culpa; dificuldades para pensar; concentrar-se ou tomar decisées; pensamento
recorrente sobre morte ou ideagao suicida; planos ou tentativas de suicidio (Lafer,
2000; Jorge, 2003; Schule, 2006). Os sintomas devem persistir na maior parte do
dia, praticamente todos os dias, por pelo menos duas semanas consecutivas. O
episddio depressivo maior deve causar sofrimento ou prejuizo profissional, social ou

em outras areas importantes da vida do individuo (Zhang et al., 2004).
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1.4. Fisiopatologia

Apesar da sintomatologia bem definida, a depressdo € uma doenca
heterogénea cuja fisiopatologia ndo esta claramente estabelecida. Holmans et al.
(2007) mostraram que a depressao € causada em partes por uma predisposicao
hereditaria, porém nao é um unico gene o responsavel por tal patologia, e sim, um
complexo genético (Holmans et al., 2007). Estudo de Sullivan et al. (2000)
compararam a taxa de depressdao maior entre gémeos monozigéticos e dizigoticos

sugerindo uma heritabilidade de 37%.

Além do envolvimento genético na depressao, também estdo relacionados

com esta doenga o sistema monoaminérgico (Pralong et al., 2002).

O sistema noradrenérgico e serotoninérgico sdo capazes de modular areas
cerebrais envolvidas com sentimento e comportamento. A serotonina € sintetizada a
partir do triptofano, onde a primeira reacao é catalizada pela triptofano hidroxilase; ja
a noradrenalina é sintetizada a partir da tirosina, sendo a tirosina hidroxilase a
enzima responsavel pela reacéo inicial (Shelton, 2007). Achados em pacientes com
depressdao mostram uma inibicdo da enzima tirosina hidroxilase, bem como do
triptofano, resultando assim, em uma menor producdo de noradrenalina e de
serotonina, respectivamente (Zhang et al., 2004; Belmaker & Agam, 2008). Além
disso, Ordway et al. (2003) mostraram um aumento da sensibilidade dos receptores
noradrenérgicos pré-sinapticos a2 em pacientes deprimidos, reduzindo assim a
liberacdo de noradrenalina. Os receptores a2 pré-sindpticos noradrenérgicos
modulam a liberagdo de noradrenalina através de feedback inibitdrio. Além dos

sistemas ja citados, evidéncias clinicas, farmacoldgicas e de modelos animais
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mostram a existéncia de deficiéncia de dopamina na depressao (Gershon et al.,

2007).

O acido y-aminobutirico (GABA) € o principal neurotransmissor inibitério do
sistema nervoso central. Existem evidéncias clinicas da reducdo da atividade
GABAérgica na depressao, consequentemente alterando a resposta dos receptores
catecolaminérgicos. Estudos mostraram que os niveis de GABA estdo diminuidos

em alguns pacientes deprimidos (Gos et al., 2008; Larimer & Strowbridge, 2008).

Segundo estudo de Hashimoto et al. (2007) o sistema glutamatérgico
apresenta-se com sua atividade aumentada na depressao, reforcando prévios
estudos que sugerem o envolvimento de glutamato na fisiopatologia da doenca.
Niveis séricos elevados de glutamato foram observados em pacientes deprimidos,
além de um aumento de glutamina, que € um metabdlito/precursor de glutamato

(Hashimoto et al., 2007).

Além do envolvimento dos neurotransmissores na depressdo, estudo de
Lewin & Barde (1997) mostraram que em ratos, o estresse causa importante
reducdo na expressdao do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) no
hipocampo. O BDNF é uma proteina pré-apoptética e estimula o crescimento dos
neurdnios serotoninérgicos e noradrenérgicos, bem como protege de um dano
neurotoxico. Sabe-se que a capacidade do hipocampo em inibir o eixo hipotalamo-
hipoéfise-adrenal (HHA) estd reduzida em pelo menos um subgrupo de pacientes
deprimidos, os quais apresentam um déficit na funcdo e diminuicdo do volume
hipocampal. Portanto, a down regulation do BDNF pode contribuir para a atrofia de

neurdnios do hipocampo em resposta ao estresse (Karege et al., 2002).



17

Estudo de Wong & Licinio (2004) mostraram a relacdo entre o BDNF, o
hormonio liberador de corticotrofina (CRH), o eixo HHA e o humor. O sistema limbico
regula o hipotadlamo, que libera o0 CRH. O CRH estimula a liberagdo da corticotrofina
(ACTH) pela hipofise, que por sua vez, estimula a liberacédo do cortisol pela glandula
adrenal (Juruena et al., 2004; Todorovic et al., 2005). A hiperatividade do eixo HHA é
observada em pacientes deprimidos, sendo manifestada com o aumento da
liberacdo de CRH, reducdo do feedback inibitério do eixo e hipercortisolemia
(Lamont et al., 2001). Ha uma grande interacdo entre o CRH e as catecolaminas,
onde a liberacdo hipotaldmica de CRH esta sob o controle serotoninérgico,
noradrenérgico e colinérgico, sendo inibida pelo GABA (Maxime et al., 2007).

Sabe-se hoje que pelo menos a metade dos pacientes deprimidos possui
hipersecrecdo de cortisol. Belmaker et al. (2008) demonstraram um aumento no
volume da supra-renal em pacientes deprimidos em comparagao a controles. Outro
estudo mostrou que pacientes deprimidos apresentavam niveis elevados de CRH,
sugerindo que a anormalidade primaria no eixo HHA seria devido a uma

hipersecrecao do CRH (Macqueen et al., 2003).

1.5. Modelos animais de depressao

Os modelos animais de depressao vém sendo estudados ha mais de 20 anos
(Katz, 1982; Willner et al., 1987; Mineur et al., 2006) e buscam reproduzir, em
animais, os sintomas desencadeados pela depressdo em humanos. Desta forma,
visam aprofundar o entendimento das bases biolégicas da doenca e elaborar novos

psicofarmacos (Willner et al., 1987).
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Entre os modelos existentes encontra-se o modelo de estresse cronico
variado (ECV). Este modelo animal, proposto previamente por Willner et al. (1987),
consiste em expor ratos, seqlencialmente, a uma variedade de estressores distintos
e imprevisiveis, por um periodo de semanas, com o intuito de induzir um estado
depressivo caracterizado por anormalidades comportamentais e neuroenddcrinas
que se assemelham a algumas das caracteristicas mais proeminentes na depressao
maior (Willner et al., 1987; Auriacombe et al., 1997).

A exposi¢do dos animais a uma série de estressores crénicos, suaves e ndo
traumaticos, desenvolve um comportamento denominado de anedonia, que em
roedores pode ser caracterizado pela diminuicdo no consumo de alimento doce,
além de hipolocomocéo, perda de peso, disturbio neuroenddcrino (Kapczinski et al.,
2009).

A vantagem deste teste € que possui validade aparente, preditiva e também
de constructo, devido ao fato de mimetizar situacbes estressoras de modo
naturalistico, pois em humanos estas situacées exercem um papel relevante no
desencadeamento da depressdo. Por outro lado, a maior critica deste modelo é a
baixa reprodutibilidade, visto que diferentes laboratérios necessitam de equipe
eficiente, organizada, com espaco e aparato adequado o que culmina por reduzir

sua aplicabilidade geral (Nestler et al., 2002).
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2. Antidepressivos

2.1. Historico

Na década de 1950 a depressao foi diagnosticada como uma doencga passivel
de tratamento. Nesta década, farmacos utilizados para o tratamento de tuberculose
tiveram uma atencao especial, pois foi observado que esses melhoravam o humor
dos pacientes. Partindo desse principio, verificou-se que seu efeito antidepressivo
estava relacionado com a inibicado da enzima monoaminaoxidase. Deste modo, Kline
e Crane lancaram o primeiro antidepressivo no mercado, a iproniazida. Em 1958,
Kuhn descobriu acidentalmente que a imipramina também possuia atividade
antidepressiva, porém com outro mecanismo de ag¢do. A acdo farmacoldgica da
imipramina baseava-se no bloqueio da recaptacdo de serotonina, noradrenalina e
dopamina. Esse farmaco pertence a outra classe de antidepressivos, os ftriciclicos.
Em 1970, seguindo o raciocinio dos antidepressivos triciclicos, foram desenvolvidos
os inibidores seletivos da recaptacao de serotonina. Além dessa classe, surgiram
também os antidepressivos atipicos, que nado possuem acdo farmacoldgica

especifica (Goodman et al., 2006).

2.2. Classes

A maioria dos antidepressivos tem acdes importantes no metabolismo das
monoaminas neurotransmissoras e seus receptores, principalmente a noradrenalina
e serotonina. A acao farmacolégica dos antidepressivos triciclicos esta baseada na

inibicdo da recaptacao da noradrenalina, serotonina e dopamina. Os antidepressivos
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inibidores da monoaminaoxidase, enzima que degrada 0s neurotransmissores
monoaminérgicos nos neurdnios pré-sinapticos, aumentam a quantidade dos
neurotransmissores na fenda sinaptica, potencializando seus efeitos. Ja os inibidores
seletivos da recaptacado de serotonina impedem que a serotonina liberada na fenda
sinaptica seja recaptada pelos receptores pré-sinapticos. Os antidepressivos atipicos
nao possuem um mecanismo de agao especifica, porém atuam principalmente como
antagonistas nao seletivos dos receptores pré-sindpticos, possivelmente
potencializando a liberagdo das aminas. Além das classes dos antidepressivos ja
existentes, existem muitas outras, entre elas, os antagonistas dos receptores N-
metil-D-aspartato (NMDA) (Goodman et al., 2006). Neste contexto, estudos mostram
o envolvimento da cetamina na acéo antidepressiva quando administrada em baixas

doses (Berman et al., 2000).

2.3. Cetamina

Como foi mencionando anteriormente, alguns estudos sugerem que uma
deficiéncia no funcionamento do sistema glutamatérgico esta envolvida com a
fisiopatiologia da depressao (Krystal et al., 1999; Larimer & Strowbridge, 2008).
Neste sentido, estudos com animais de laboratério tém indicado que os antagonistas
do receptor NMDA apresentam efeitos antidepressivos em diversos modelos animais
de depresséo, tais como o teste da natacédo forgcada, desamparo aprendido e no
ECV (Chatuverdi et al., 2001; Yilmaz et al., 2002; Gamaro et al., 2003; Garcia et al.,

2008; Maeng & Zarate, 2008).
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A cetamina, quando usada em baixas doses, possui efeito antagonista dos
receptores NMDA (Zarate et al., 2006). Diante deste fato, evidéncias obtidas em
estudos clinicos corroboram uma acado do tipo antidepressiva induzida pela
cetamina. Berman et al. (2000) mostraram que pacientes com depressao maior,
quando submetidos a administracdo de baixas doses de cetamina, mostraram
diminuicdo dos sintomas em 72 horas. Zarate et al. (2006) também mostraram que
uma unica dose de cetamina melhora os sintomas da depressao por até 10 dias a
partir da sua administracao. Adicionalmente, a administracéo repetida de diferentes
classes de antidepressivos tem efeitos terapéuticos retardados causando alteracdes
na expressao de subunidades de NMDA, dificultando a ligacdo a estes receptores
nas regides do cérebro implicado na fisiopatologia da depressao.

Estudos demonstraram que a administracdo aguda de cetamina em ratos
submetidos ao teste de natacao forcada causou diminuicdo do tempo de imobilidade
nas doses de 10 e 15 mg/kg (Garcia et al., 2008). Além disso, achados mostram que
a administracdo crénica de cetamina reverte a anedonia causada em ratos
submetidos ao modelo de ECV (dados ndo publicados). Dessa forma, varias

evidéncias mostram que a cetamina apresenta efeito antidepressivo.

3. Metabolismo Energético

3.1. Historico

Hans Krebs propds, em 1937, uma série de reagdes do metabolismo

intermediario dos carboidratos. Atualmente, o ciclo proposto por Krebs leva o seu
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nome. Ha aproximadamente meio século, Kennedy e Lehninger descobriram que as
mitocéndrias contém as enzimas do ciclo de Krebs e as enzimas de oxidacao dos
acidos graxos, além dos complexos respiratérios. Alguns anos depois, Palade e
Sjonstrand, através de microscopia eletrbnica, mostraram que a mitocondria
apresenta duas membranas, uma externa e uma interna, muito dobrada. Em 1961,
Peter Mitchell propés a teoria quimiosmética, sugerindo que o transporte de elétrons
e a sintese de adenosina trifosfato (ATP) estdo acoplados a um gradiente de prétons
na membrana mitocondrial interna. Mitchell sugeriu que bombas de prétons criariam
este gradiente de prétons, que seria a forca motriz para a sintese de ATP (Berg et

al., 2008).

3.2. Metabolismo energético cerebral

O ATP € o principal combustivel da célula na maioria dos processos que
necessitam de energia. A energia € liberada pela hidrélise de ATP e serve para
impulsionar uma série de reacbes (Lehninger et al., 2007). O cérebro desenvolve
uma intensa atividade metabdlica, porém possui uma pequena reserva energética
em relacdo ao grande consumo de glicose, existindo assim uma necessidade

continua de substratos energéticos (Dickinson, 1996).

Estudos mostram que a disfuncdo mitocondrial resulta de um mau
funcionamento da cascata bioquimica sugerindo ser um importante fator na
patogénese de muitas doencas, tais como transtorno bipolar, depressdao maior e
esquizofrenia (Fattal et al., 2006; Horn & Barrientos, 2008; Rezin et al., 2008). Além

disso, uma anormalidade no metabolismo energético pode desencadear lesdo e
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morte celular (Heales et al., 1999; Blass, 2001; Calabrese et al., 2001; Schurr, 2002).

3.3. Glicolise

A glicose é a principal fonte de energia utilizada pela maioria das células e
ocupa uma posicao central no metabolismo. Ela chega ao cérebro pela circulacédo
sanguinea e atravessa a barreira hematoencefélica com auxilio de transportadores.
Ao entrar na célula, a glicose pode ser metabolizada em diferentes rotas. No
entanto, a principal via de degradacao da glicose é a glicélise. Esta via € composta
por uma seqUéncia de 10 reagdes enzimaticas, cuja fungcdo no metabolismo
energético é fornecer parte da energia utilizada pelos organismos; este processo
ocorre no citoplasma e tem como produto final o piruvato (Clark et al., 1993;

Lehninger et al., 2007; Berg et al., 2008).

Em condicbes anaerdbicas, o piruvato € convertido a um produto reduzido, o
lactato. No entanto, em condicbes aerdbicas, o piruvato é transportado para dentro
da mitocdndria e sofre uma descarboxilagdo oxidativa, formando a acetil coenzima A
(acetil CoA) através da acao enzimatica da piruvato desidrogenase (Lehninger et al.,
2007; Berg et al., 2008). A acetil CoA pode ser obtida a partir de aminoacidos e
acidos graxos, além da glicose. A acetil CoA é parte integrante do ciclo de Krebs,

sendo que este processo ocorre na mitocéndria.



24

3.4. Vias metabodlicas mitocondriais

A mitocondria € a organela responsavel pelos processos de respiracao celular
e obtencao de energia, sendo constituidas por duas membranas que delimitam dois
compartimentos: o espaco intermembrana, que fica entre a membrana interna e a
membrana externa, e a matriz mitocondrial, que é delimitada apenas pela membrana
interna. A matriz mitocondrial contém as enzimas envolvidas no ciclo de Krebs,
porém o succinato desidrogenase fica ligada a membrana interna que se localiza na
matriz. Também se encontram na membrana interna da mitocdndria os complexos
enzimaticos envolvidos no transporte de elétrons e na fosforilagdo oxidativa (Murray,

2002; Devlin, 2008; Horn & Barrietos, 2008).

A acetil CoA, formada pela piruvato desidrogenase a partir do piruvato, é
completamente oxidada a mondxido de carbono (CO,) pelo ciclo de Krebs, através
de uma série de reagdes composta por oito passos, onde cada um é catalisado por
enzimas diferentes (Lehninger et al., 2007; Berg et al., 2008). O ciclo de Krebs
comeca e termina com oxaloacetato, onde uma volta completa no ciclo produz duas
moléculas de CO,, trés de NADH, uma de FADH, e um composto de alta energia
(ATP ou GTP). Contudo, durante todo o ciclo ndo ocorre perda de agua, logo o ciclo
tem que estar acoplado a cadeia respiratéria, por ela ser capaz de produzir agua

usando NADH e FADH, gerados no ciclo de Krebs (Voet et al., 2002).

A acao combinada do ciclo de Krebs e da fosforilacao oxidativa é responsavel
pela maior parte da producdo de ATP gerada pelos seres humanos, sendo que a
cadeia de transporte de elétrons é composta por quatro complexos enzimaticos e

dois componentes que nao fazem parte dos complexos, a ubiquinona, também
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chamada de coenzima Q, que transporta elétrons do NADH desidrogenase
(complexo 1) e succinato desidrogenase (complexo IlI) ao ubiquinona-citocromo ¢
oxidoredutase (complexo lll), e o citocromo ¢, que transporta elétrons do complexo
[l ao citocromo oxidase (complexo 1V). Os elétrons presentes nas coenzimas NADH
sao transferidos para o complexo | e os elétrons presentes no FADH, séo
transferidos ao complexo Il (Erecinska & Dagani, 1990; Heales et al., 1999; Wallace,
1999). O ultimo aceptor de elétrons € o oxigénio, que se reduz a agua (Wallace,

1999; Murray, 2002; Voet et al.,2002).
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Figura 1: Metabolismo energético no cérebro
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Existem varias formas de utilizar a energia proveniente dos nutrientes, onde
uma delas é através do ATP, sendo que sua sintese na mitocéndria é resultado da
fosforilacdo oxidativa, na qual o ADP é fosforilado, originando o ATP. A operacéo da
cadeia de transporte de elétrons leva a um bombeamento de prétons através da
membrana interna da mitocondria, criando assim um gradiente de prétons, chamado
de acoplamento quimiosmético (Madrigal et al., 2001; Fattal et al., 2006; Boekema &

Braun, 2007; Devlin, 2008).
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Figura 2: Cadeia respiratéria mitocondrial

O acoplamento quimiosmoético baseia-se na diferenga da concentracao de
prétons entre o espaco intermembrana e a matriz mitocondrial. Durante o processo
de transporte de elétrons, tais proteinas obtém os prétons da matriz e quando sao
reoxidadas elas liberam os prétons dentro do espaco intermembrana, originando

assim o gradiente de prétons e a producao de ATP ocorre quando esses protons
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migram de volta para o interior da matriz mitocondrial através do canal iénico
presente na ATP sintase. No acoplamento quimiosmético existe uma conexao direta
entre o gradiente de prétons e a reacao de fosforilacao, todavia o desacoplamento
da oxidacao e da fosforilacdo acontece quando ha uma diminui¢do na diferenca de
protons entre os dois lados da membrana mitocondrial interna, portanto com a volta
dos prétons a matriz ocorre a producdo ATP (Heales et al., 1999; Wallace, 1999;

Voet et al., 2002; Lehninger et al., 2007).

3.5. Creatina quinase

Outra forma de producao de ATP é a partir da enzima creatina quinase.
Esta enzima foi descoberta em extratos de musculos por Karl Lohman, em 1934
(Wallimann et al.,, 1992). A creatina quinase esta localizada em tecidos com alta
demanda energética, devido a suas fungdes fisioldgicas, como o cérebro, musculo e
coracdao (Wyss et al, 1992). Esta enzima possui cinco isoenzimas, trés
citoplasmaticas e duas mitocéndrias. As isoenzimas citoplasmaticas sdo compostas
por dois tipos de subunidades, a M de “muscle” e a B de “brain”; os nomes sdo em
funcdo dos lugares de onde foram primeiramente isoladas. Essas isoenzimas séao
conhecidas como CK-MM, encontrada no musculo esquelético, CK-BB, encontrada
no cérebro e CK- MB, encontrada no musculo cardiaco (Eppemberg et al., 1967;
Wallimann et al., 1992). As isoenzimas da creatina quinase sdo semelhantes
cineticamente, porém se diferem na capacidade de unir-se a organelas subcelulares
ou proteinas (Eder et al., 1999). As isoenzimas mitocondriais sdo chamadas de CK-

Mi ubiqua, expressa no cérebro e CK-Mi sarcomérica, expressa no musculo (Saks et
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al., 1985; Schlegel et al., 1988; Wallimann et al., 1992; Gross et al., 1996). As
isoenzimas mitocondriais estdo localizadas no espago intermembrana da
mitocéndria (Schlegel et al., 1988; Wyss et al., 1992; Eder et al., 1999). A interacéo
entre as isoenzimas citoplasmaticas e mitocondrias sédo de fundamental importancia

para homeostasia energética celular (Silva et al., 2003).

Fosforilacao
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Figura 3: O sistema creatina quinase/fosfocreatina/creatina como sistema de tamponamento dos

niveis de ATP celular

A creatina quinase é responsavel por catalisar reversivelmente a reacao entre
a fosfocreatina e a ADP, formando creatina e ATP (Berg et al.,, 2008). O ATP
formado na fosforilacdo oxidativa é transformado em ADP pela acao da creatina
quinase, devido a transferéncia do fosfato a creatina, formando assim a fosfocreatina

que sai da mitocbndria enquanto uma nova creatina entra. A fosfocreatina é
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exportada da mitocbndria para os locais de consumo de energia no citoplasma.
Desde modo, a creatina quinase citoplasmatica age sobre a fosfocreatina formando
o ATP e liberando a molécula de creatina que voltara a mitocondria para sofrer
reducdo novamente (Bessman & Carpenter, 1985; Schlegel et al., 1988; Schnyder et

al., 1991; Wallimann et al., 1992).

O cérebro de ratos adultos, bem como outros tecidos com alta e variavel taxa
de ATP, apresenta alta concentracdo de fosfocreatina e atividade da creatina
quinase. O sistema de creatina-fosfocreatina-creatina quinase é importante para a
homeostase energética, sendo responsavel pelo controle metabdlico (Wallimann et
al., 1992; Khuchua et al., 1998; Schlattner & Wallimann, 2000).

Sabe-se que ocorre alteracao da creatina quinase em varias doencas. Neste
contexto, MacDonald et al. (2006) demonstrou que niveis diminuidos de &cido
ribonucléico mensageiro de creatina quinase em pacientes bipolares, especialmente
no hipocampo. Outro estudo mostrou que a administracdo de anfetamina, como
modelo animal de transtorno bipolar, inibiu a atividade da creatina quinase em
cérebro de ratos (Streck et al., 2008). Outro estudo demonstrou uma diminuicdo na
atividade da creatina quinase em cérebro de ratos submetidos ao modelo animal de
esquizofrenia (dados ndo publicados). Burbaeva et al. (2003) também mostraram
que a creatina quinase apresenta-se alterada no cérebro de pacientes com
esquizofrenia, sugerindo que esta diminui¢do leva a uma disfungcdo no metabolismo

energético cerebral estando envolvido na patogénese desta doenca.
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3.6. Disfuncao metabdlica e depressao

Estudos tém sugerido que a depressao também esta envolvida com prejuizo
no metabolismo cerebral (Madrigal et al., 2001; Prabakaran et al., 2004; Fattal et al.,
2006). Gardner et al. (2003) mostraram uma diminuicdo na produgdo de ATP
mitocondrial e na atividade das enzimas mitocondriais em musculo de pacientes com
depressdo. Madrigal et al. (2001) também mostraram uma inibicado nos complexos I-
[l e ll-1ll da cadeia respiratoria mitocondrial em cérebro de ratos apds estresse
cronico (imobilizacdo por 6 horas durante 21 dias). Sabe-se que o sistema de
fosforilacdo oxidativa gera radicais livres e a cadeia de transporte de elétrons esta
vulneravel a dano por estes (Navarro & Boveris, 2007). O dano oxidativo induzido
pelo estresse pode ser causa ou consequéncia da disfuncdo mitocondrial (Madrigal
et al., 2001; Torres et al., 2004; Boekema & Braun, 2007). Neste contexto, Madrigal
et al. (2001) mostraram um deplecao da glutationa e aumento da peroxidacéao

lipidica em cérebro de ratos apos estresse crénico por 21 dias.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral

Avaliar parametros de metabolismo energético em cérebro de ratos
submetidos ao modelo de estresse cronico leve variado, tratados ou ndo com

cetamina.

4.2. Objetivos Especificos

- Avaliar a atividade da creatina quinase e dos complexos |, I, 1ll e IV da
cadeia respiratéria mitocondrial em cérebro de ratos submetidos ao modelo de
depressao (induzido por ECV).

- Verificar se os parametros de metabolismo energético cerebral alterado pelo

ECV sao revertidos pela administracao aguda de cetamina.
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PARTE Il - DISCUSSAO

No presente trabalho foi observado uma diminuigdo no consumo de doce
pelos ratos estressados em resposta ao ECV, quando comparado ao grupo controle.
Além disso, os resultados mostraram que o grupo controle aumentou o peso corporal
apos 40 dias, porém o grupo estressado ndo. O peso da glandula adrenal também
foi avaliado e os resultados demonstraram um significante aumento no peso desta
glandula nos animais submetidos ao estresse, quando comparado ao grupo controle.
Neste estudo também foi avaliada a atividade das enzimas da cadeia respiratoria
mitocondrial e da creatina quinase em cérebro de ratos. Nossos achados
apresentam inibicdo dos complexos I, lll e IV da cadeia respiratéria mitocondrial,
somente no cértex e cerebelo dos animais submetidos ao estresse. Por outro lado, a
atividade do complexo Il e creatina quinase nao foram alteradas no grupo

estressado quando comparado com o grupo controle.

Diversos estudos mostraram efeitos antidepressivos da cetamina, em
humanos e modelos animais de depressao (Berman et al., 2000; Zarate et al., 2006).
Por isso, neste trabalho, os animais foram expostos ao ECV e tratados agudamente
com cetamina. Os ratos estressados tratados com cetamina ndo alteraram o
consumo de alimento doce quando comparado com 0s animais estressados tratados
com salina. Por outro lado, os ratos estressados ganharam peso depois do
tratamento com cetamina quando comparado com o peso corporal do inicio do
experimento. Antes do procedimento experimental ndo havia diferenca no peso

corporal entre os grupos. Além disso, o tratamento com cetamina restabelece a
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mudanca no peso da glandula adrenal nos ratos estressados. Adicionalmente, foi
demonstrado que a administragdo de cetamina reverte a inibicdo dos complexos |, llI
e IV causada pelo ECV.

O ECV, originalmente descrito por Willner et al. (1987), é um modelo de
depressao caracterizado por estressores crénicos variados nao previstos. No modelo
de ECV, o consumo de doce estd diminuido, além da ocorréncia de inibicdo da
sensibilidade de recompensa, caracterizando assim a anedonia (Willner et al., 1987;
Gamaro et al., 2003; Berkris et al., 2005). Além disso, a exposicao a situagdes de
estresse pode influenciar no comportamento alimentar, e estudos demonstraram que
a exposicao crbénica a estressores pode alterar o peso corporal dos ratos (Dess et
al., 1988; Gamaro et al., 2003; Berkris et al., 2005). Além disso, estudos também
revelaram um aumento na glandula adrenal apds 14 (Harro et al., 2001) ou 28 dias

(Konarska et al., 1990) de ECV.

O modelo de ECV consegue replicar uma parte dos sintomas da depressao
(Willner, 1997). Estudos mostraram que entre as alteragdes apresentadas estdo o
distarbio do sono (Cheeta et al., 1997; Gronli et al., 2006), apetite (Gamaro et al.,
2003; Gronli et al., 2006) e anedonia (Willner, 1997; Gamaro et al., 2003; Gronli et
al., 2006). Além disso, os animais submetidos ao ECV apresentam alteracdes
neurolégicas e comportamentais, que sao revertidas com o uso de antidepressivos

em longo prazo (Jayatissa et al., 2006; Casorotto & Andreatini, 2007).

O sistema creatina/fosfocreatina/creatina quinase € importante para
homeostase energética por exercer funcdes de integracdo, tal como manter niveis

energéticos temporariamente, transferéncia de energia e controle metabdlico
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(Wallimann et al., 1992; Khuchua et al., 1998; Schlattner & Wallimann, 2000). O
cérebro, como outros tecidos com alta demanda energética e variadas taxas de ATP,
apresentam altas concentracées de fosfocreatina e atividade da creatina quinase.
Porém, neste estudo ndés mostramos que a creatina quinase nao foi afetada no
cérebro de ratos submetidos ao estresse crénico variado.

No entanto, a maioria da energia celular é obtida através da fosforilacao
oxidativa, um processo que requer a acao de varios complexos enzimaticos
localizados na membrana interna da mitocondria, a cadeia respiratoria mitocondrial
(Rex et al., 2004; Horn & Barrientos, 2008).

Varios estudos sugerem que a disfuncdo metabdlica e a diminuicdo no
funcionamento da cadeia de transporte de elétrons estdo envolvidas com a
patogénese de muitas doencas psiquiatricas (Rezin et al., 2008). Alguns trabalhos
apontam que a diminuicdo do metabolismo cerebral ocorre na depressado (Madrigal
et al., 2001; Fattal et al., 2006). Neste contexto, Gardner et al. (2003) apresentou
uma significante diminuicdo na taxa de producdo de ATP e enzimas mitocondriais
em musculo de pacientes com depressdo maior, quando comparado ao controle.
Madrigal et al. (2001) também observou que os complexos I-lll e II-lll da cadeia
respiratéria mitocondrial foram inibidos em cérebro de ratos apds estresse crénico
(imobilizag&o por 6 horas durante 21 dias). Nossos resultados estdo parcialmente de
acordo, porém nds também verificamos inibicdo na atividade do complexo IV. Os
modelos de estresse crénico sao diferentes, e isso pode explicar a diferenga nos
resultados encontrados por nés. Porém, ainda ndo se pode explicar por que

somente estas estruturas cerebrais foram afetadas pelo ECV.
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Trabalhos demonstraram que o cértex cerebral e o cerebelo apresentam
anormalidades em pacientes com transtorno de humor. Konarski et al. (2008)
mostraram que ha um déficit na regido frontal do cértex em pacientes com estes
transtornos. Estudos de neuro-imagem também identificaram anormalidades em
regides cerebrais de pacientes com transtorno de humor (Konarski et al., 2008; Lee
et al., 2008). O cerebelo é usualmente excluido desta classe cientifica devido a sua
funcdo principal ser motora, além de equilibrio, coordenacdo, tensdo muscular,
postura € movimento dos olhos. Porém, os estudo de Rapoport et al. (2000)
sugerem o envolvimento do cerebelo com humor e cognigéao.

Neste contexto, conexdes do cerebelo com o mesencéfalo e o sistema limbico
contribuem para o envolvimento dessa regido cerebral com emocéo e transtornos
emocionais. Evidéncias da literatura indicam que o cerebelo pode estar envolvido
com a regulagdo do humor. Anormalidades funcionais e estruturais do cerebelo
foram demonstradas em transtornos de humor, incluindo depresséao e esquizofrenia
(Desmond & Fiez, 1998; Konarski et al., 2005; Schutter & Van Honk, 2005).

Sabe-se que a diminuicdo da atividade da cadeia respiratéria mitocondrial
causa um aumento na geracao de espécies reativas de oxigénio. Principalmente os
complexos | e lll sdo bastante sensiveis e podem ser inibidos por elas (Adam-Vizi,
2005; Navarro & Borveris, 2007). Nesse sentido, ja foi demonstrado que a exposicao
a situacoes de estresse pode aumentar a produgédo de espécies reativas de oxigénio
(Fontella et al., 2005; Vasconcellos et al., 2006). O excesso de espécies reativas de
oxigénio pode causar um déficit no genoma mitocondrial levando a um prejuizo na
fosforilacdo oxidativa, o qual ndo somente gera ATP, mas também produz mais

espécies reativas de oxigénio (Gruno et al., 2008). Além disso, o dano oxidativo
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induzido pelo estresse pode ser causa ou consequiéncia da disfungdo mitocondrial
(Madrigal et al., 2001; Torres et al., 2004; Boekema & Braun, 2007). Estudos
mostraram que ha um aumento de espécies reativas de oxigénio no plasma e na
regiao frontal do cértex de pacientes com depresséao (Bilici et al., 2001; Michel et al.,
2007). Neste contexto, Madrigal et al. (2001) demonstraram que uma deplecdo da
glutationa e peroxidacao lipidica em cérebro de ratos ap6s estresse cronico por 21
dias.

Além disso, foi observado neste estudo que o tratamento agudo com
cetamina ndo aumentou o consumo de doce pelos roedores. Porém, estudos
mostram que antagonistas do receptor NMDA aumentam o consume de doce pelos
animais. Estes efeitos comportamentais parecem estar envolvidos com a juncédo das
acOes centrais e viscerais dos antagonistas dos receptores NMDA, sendo
necessarias repetidas administracées para obtencao do efeito (Burns & Ritter, 1998;
Treece et al., 2000; Jahng & Houpt, 2001).

No entanto, os ratos apresentaram ganho de peso corporal apés a
administracdo aguda de cetamina, talvez pelos receptores NMDA modularem o
comportamento alimentar durante situacdes de estresse, pois se sabe que a
exposi¢do ao estresse altera o comportamento alimentar (Dess et al., 1988; Gamaro

et al., 2003; Berkris et al., 2005).

Também foi observado que o uso de cetamina restabelece o peso da glandula
adrenal. Além disso, o0 aumento do peso da glandula adrenal pode ocorrer devido ao
aumento da liberacdo de ACTH, o qual é liberado em altas concentragdes em

situacoes de estresse (O’Connor et al.,, 2000). Neste sentido, a sinalizacado
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glutamatérgica via receptor NMDA pode estar envolvida na mediagdo dos aspectos

fisiolégicos do estresse.

Estudos demonstraram que o estresse oxidativo (e excitotoxicidade) pode ser
causa ou consequéncia da ativacao excessiva dos receptores NMDA de glutamato
(Nasr et al., 2008; Yazihan et al., 2008). A cetamina é um antagonista nao seletivo
dos receptores NMDA de glutamato. Portanto, o efeito da cetamina nos parametros
de estresse oxidativo ndo é claro. Mas estudos controversos mostraram que a
cetamina pode apresentar efeito pré- (Zuo et al., 2007) e antioxidante (Saricaoglu et
al., 2005).

Além disso, sabe-se que o aumento da atividade glutamatérgica esta
envolvido na fisiopatologia da depressao (Hashimoto et al., 2007) e que a cetamina
possui efeito antidepressivo por antagonizar os receptores NMDA (Berman et al.,
2000). Nesse sentido, Zarate et al. (2006) observaram que a administracdo aguda de
cetamina melhora rapidamente os sintomas da depresséo.

Diante dos nossos resultados e evidencias da literatura, pode-se sugerir que o
ECV induz inibicdo da cadeia respiratéria mitocondrial (complexos I, Ill e V),
provavelmente por estresse oxidativo, e que a administracdo aguda de cetamina
reverte tal efeito. Talvez a cetamina reverta a alteracdo nos complexos enzimaticos
da cadeia respiratoria mitocondrial por diminuir a producao de espécies reativas de

oxigénio.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que o ECV
diminui o consumo de doce, aumenta o peso da glandula adrenal e ndo altera o

peso corporal (enquanto o grupo controle teve ganho de peso apds 40 dias). Além
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disso, o ECV diminui a atividade dos complexos I, lll e IV e ndo altera a atividade do
complexos Il e da creatina quinase. A cetamina n&o altera o consumo de doce,
reverte a alteracdo do peso da glandula adrenal e aumenta o peso corporal nos
animais submetidos ao ECV. A cetamina também reverte a alteracdo dos complexos

[, Il e IV induzidos pelo ECV.
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