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RESUMO

A Depressdo Maior (DM) é uma doenca crénica e incapacitante, que apresenta elevadas taxas
de resisténcia ao tratamento. Sua neurobiologia é complexa, e a exposicdo ao estresse
sustentado representa um fator de risco importante na manifestacdo da doenca. A cetamina,
uma mistura racémica de dois enantidbmeros, (R)-cetamina e (S)-cetamina, € um antagonista do
receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR) que manifesta propriedades antidepressivas em
pacientes com Depressdo Resistente ao Tratamento (DRT), apesar dos efeitos adversos
inerentes ao seu uso. Em contrapartida, evidéncias pré-clinicas indicam que, dentre esses
compostos, a (R)-cetamina exerce um efeito antidepressivo mais potente e duradouro, além de
apresentar um perfil de seguranca encorajador. Assim, 0s estudos desta tese tiveram como
objetivo estudar os mecanismos subjacentes ao efeito antidepressivo rapido da cetamina
racémica e de seus enantidmeros, além de investigar os alvos moleculares associados a resposta
ao tratamento com (R)-cetamina em ratos Wistar suscetiveis ao protocolo de estresse cronico
variavel (CVS). No primeiro capitulo conduzimos uma revisdo narrativa, compilando 0s
principais mecanismos da cetamina racémica e de seus enantibmeros envolvendo o bloqueio
dos NMDARs, subsequente ativagdo dos receptores alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazol
propiénico (AMPARS) e de vias de sinalizacdo intracelular que promovem a sinaptogénese,
bem como discutimos os efeitos adversos destes farmacos, enfatizando o potencial terapéutico
e melhor perfil de seguranca da (R)-cetamina no manejo da DRT. No segundo capitulo,
realizamos uma analise in silico, demonstrando que a (R)-cetamina regula diferencialmente
alvos envolvidos na modulacdo microglial (receptores do fator de crescimento transformante
beta tipo 1 (TGF-B1) e ligante do receptor ativador do fator nuclear-kappa B (RANKL)), e na
sinaptogénese (cinase regulada por sinais extracelulares (ERK)). Por fim, no terceiro capitulo,
0 comportamento tipo-anedoénico foi induzido em animais suscetiveis ao protocolo de CVS, os
quais apresentaram expressdo diminuida de galectina 1 (Gal-1) e do receptor neuronal de
pentraxina (Nptxr), apontando para um possivel prejuizo em processos biolégicos modulados
pela (R)-cetamina no capitulo 2. Por fim, identificamos uma assinatura molecular subjacente a
resposta ao tratamento com (R)-cetamina. Os animais respondedores apresentaram nove
proteinas diferencialmente expressas (DEPSs), envolvidas na modulacdo de processos como
estresse  oxidativo, metabolismo energético, sinaptogénese, arborizacdo dendritica,
neuroinflamacdo, expressdo génica e comprimento dos teldmeros, convergindo para temas
biol6gicos amplamente documentados na fisiopatologia da DM. Dentre as DEPs, foram
identificadas a anexina 5 (Anxa5) e o regulador da via de sinalizacdo TOR (Tiprl), alvo de
rapamicina, reafirmando, respectivamente, o papel central da modulacéo da neuroinflamacéo e
da sinaptogénese para a ocorréncia da resposta antidepressiva a (R)-cetamina, em conformidade
com evidéncias previamente discutidas nos capitulos anteriores. Ao nosso conhecimento, este
é o primeiro trabalho a aplicar uma abordagem semantica associada a biologia de sistemas para
identificacdo de biomoléculas envolvidas nos efeitos antidepressivos da cetamina e de seus
enantibmeros, bem como é o primeiro a avaliar a resposta ao tratamento com (R)-cetamina
apontando alvos subjacentes ao seu efeito antidepressivo rapido. Em suma, considerando o
potencial terapéutico e perfil de seguranca promissor da (R)-cetamina, nossos estudos
evidenciam singularidades desse composto em relagdo a cetamina e a (S)-cetamina, langando
luz sobre novos possiveis alvos terapéuticos para 0 manejo da DRT.

Palavras-chave: Depressdo Resistente ao Tratamento; Estresse Cronico; Cetamina; (R)-
cetamina; Prote6bmica; Mecanismo Molecular;  Neurotransmissdo  Glutamatérgica;
Neuroinflamacdo; Sinaptogénese.



ABSTRACT

Major Depressive Disorder (MDD) is a chronic and disabling disease that presents high rates
of treatment resistance. Its neurobiology is complex, and exposure to sustained stress represents
a significant risk factor in the manifestation of the illness. Ketamine, a racemic mixture of two
enantiomers, (R)-ketamine and (S)-ketamine, is an N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR)
antagonist that manifests antidepressant properties in patients with Treatment-Resistant
Depression (TRD), despite the adverse effects inherent to its use. On the other hand, preclinical
evidence indicates that among these compounds, (R)-ketamine exerts a more potent and long-
lasting antidepressant effect and presents an encouraging safety profile. Thus, the papers
comprised in this thesis aimed to study the mechanisms underlying the rapid antidepressant
effect of racemic ketamine and its enantiomers, in addition to investigating the molecular targets
associated with the treatment response to (R)-ketamine in Wistar rats susceptible to the chronic
variable stress protocol (CVS). In the first chapter, we conducted a narrative review, compiling
the main mechanisms of racemic ketamine and its enantiomers involving the blockade of
NMDAR, subsequent activation of alpha-amino-3-hydroxy-methyl-5-4-isoxazole propionic
receptors (AMPAR) and intracellular signaling pathways promoting synaptogenesis, as well as
discuss the adverse effects of these drugs, emphasizing the therapeutic potential and better
safety profile of (R)-ketamine in the management of TRD. In the second chapter, we performed
an in silico analysis, demonstrating that (R)-ketamine differentially regulates targets involved
in microglial modulation (transforming growth factor beta type 1 (TGF-B1) receptors and
receptor activator of nuclear factor-kappa B (RANKL)), and in synaptogenesis (extracellular
signal-regulated kinase (ERK)). Finally, in the third chapter, anhedonic-like behavior was
induced in animals susceptible to the CVS protocol, which showed decreased expression of
galectin 1 (Gal-1) and the neuronal pentraxin receptor (Nptxr), pointing to a possible
impairment of biological processes modulated by (R)-ketamine in chapter two. Finally, we
identified a molecular signature underlying the response to (R)-ketamine treatment. The
responding animals presented nine differentially expressed proteins (DEPs) involved in the
modulation of processes such as oxidative stress, energy metabolism, synaptogenesis, dendritic
arborization, neuroinflammation, gene expression, and telomere length, converging on
biological themes widely documented in the pathophysiology of DM. Among the DEPs,
annexin 5 (Anxab) and the regulator of the rapamycin target signaling pathway (Tiprl) were
identified, reaffirming, respectively, the central role of modulating neuroinflammation and
synaptogenesis for the occurrence of the antidepressant response to (R)-ketamine, by evidence
previously discussed in previous chapters. To our knowledge, this is the first work applying a
semantic approach associated with systems biology to identify biomolecules involved in the
antidepressant effects of ketamine and its enantiomers, as well as being the first to evaluate the
response to treatment with (R)-ketamine first to assess the response to (R)-ketamine treatment,
proposing targets underlying its rapid antidepressant effect. In sum, considering the therapeutic
potential and promising safety profile of (R)-ketamine, our studies highlight unique features of
this compound concerning ketamine and (S)-ketamine, shedding light on new possible
therapeutic targets for managing TRD.

Keywords: Treatment-Resistant Depression; Chronic Stress; Ketamine; (R)-ketamine;
Proteomics; Molecular Mechanism; Glutamatergic Neurotransmission; Neuroinflammation;
Synaptogenesis.
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APRESENTACAO

A presente tese teve como proposta estudar o efeito antidepressivo rapido da cetamina
racémica e de seus enantidmeros — (S)-cetamina e (R)-cetamina — de modo a: 1) Integrar 0s
mecanismos de agao descritos na literatura em relacdo aos respectivos farmacos; 2) Identificar
possiveis beneficios no uso da (R)-cetamina para 0 manejo da Depressdo Resistente ao
Tratamento; 3) Detectar particularidades do mecanismo de a¢éo da (R)-cetamina em relacdo a
cetamina racémica e (S)-cetamina; 4) Lancar luz sobre proteinas moduladas na resposta rapida
ao tratamento com (R)-cetamina; 5) Sugerir alvos moleculares que possam embasar o
desenvolvimento de esquemas terapéuticos. Para tal, esta tese de doutorado estd organizada em
trés partes, conforme a seguir:

Parte I: Introducéo e Objetivos;

Parte Il: Resultados, os quais estdo apresentados na forma de trés artigos cientificos,
divididos em capitulos: O primeiro se refere a uma revisao narrativa intitulada “Is (R)-ketamine
a potential therapeutic agent for treatment-resistant depression with less detrimental side
effects? A review of molecular mechanisms underlying ketamine and its enantiomers”, N0
qual abordamos a fisiopatologia da Depressao Maior, compilamos 0s principais mecanismos
antidepressivos da cetamina racémica e de seus enantiomeros — (R)-cetamina e (S)-cetamina —
bem como discutimos os efeitos adversos destes farmacos, enfatizando o potencial terapéutico
e melhor perfil de seguranca da (R)-cetamina no manejo da Depressdo Resistente ao
Tratamento; o segundo consiste em uma analise in silico intitulada “Differentially regulated
targets in the fast-acting antidepressant effect of (R)-ketamine: A systems biology approach”,
em que realizamos uma varredura semantica da literatura e, através da abordagem de biologia
de sistemas, destacamos biomoléculas que apresentam regulacdo compartilhada pela cetamina
e seus enantibmeros, além de identificarmos alvos modulados especificamente pela (R)-
cetamina; e por fim, o terceiro artigo, de cunho experimental, intitulado “Molecular signature
underlying (R)-ketamine rapid antidepressant response on CVS-induced anhedonic-like
behavior”, onde exploramos o comportamento tipo-aneddnico induzido pela exposi¢do a um
protocolo de estresse cronico variavel e, a partir de uma analise protedmica, discutimos a
assinatura molecular subjacente a resposta antidepressiva rapida ao tratamento com (R)-
cetamina.

Parte I11: Discussao, Concluséo, Referéncias citadas na Parte | e na Parte 111, e Anexos.
A secdo de Anexos compreende: a) Carta de aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de

Animais (Anexo A); b) Artigos cientificos publicados em autoria ou coautoria durante o periodo



do doutorado, os quais ndo estdo diretamente associados ao tema da tese (Anexo B). Os
trabalhos que compdem esta tese foram desenvolvidos entre os anos de 2019 e 2023 no
Laboratorio de Psiquiatria Molecular, localizado no Centro de Pesquisas Experimentais do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), sob orientacdo da Prof?. Adriane Ribeiro Rosa e
co-orientagdo do Prof. Rafael Colombo. Este estudo foi apoiado pelos fundos brasileiros CNPq
[305707-2015/09] e FIPE-HCPA.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305723000102#gts0015

PARTE |

Introducao e Objetivos



1 INTRODUCAO
1.1. DEPRESSAO MAIOR

A Depressdo Maior (DM) é um transtorno psiquiatrico grave e cronico que afeta cerca
de 4,4% da populacdo mundial ( WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017) e esta associado
a uma condicdo de intenso sofrimento pessoal. Segundo dados da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), a DM é considerada a principal causa de incapacidade na popula¢do em geral
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017), como pode ser visualizado na Figura 1 (GBD
2019 MENTAL DISORDERS COLLABORATORS, 2022). Ademais, projeta-se que a DM
ocupara o primeiro lugar no ranking de causas de carga global de doencas em 2030 (MALHI;
MANN, 2018).
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Figura 1. Anos de vida perdidos por morte prematura ou por incapacidade em decorréncia de transtornos
mentais no mundo. Taxas referentes aos DALY's para cada transtorno psiquiatrico, por sexo e em diferentes faixas
etarias. DALY, anos de vida perdidos ajustados por incapacidade. Adaptado de (GBD 2019 MENTAL
DISORDERS COLLABORATORS, 2022).



Individuos com DM apresentam altos indices de comorbidades — como doencas
cardiovasculares, obesidade e diabetes tipo Il — além de um risco aumentado para desfechos
negativos relacionados a educagdo (WICKERSHAM et al., 2021), emprego (CAMPBELL et
al., 2022) e relagdes pessoais (CHEUNG; THEULE, 2019). A DM também est4 associada a
maior mortalidade prematura (ADORJAN; FALKAI, 2019), o que, em partes, se deve as
elevadas taxas de comorbidades nesses pacientes em comparacao com a populacao geral (GBD
2019 MENTAL DISORDERS COLLABORATORS, 2022).

Além disso, pacientes deprimidos apresentam maior risco de ideacdo, planejamento e
tentativas suicidas. A DM esta associada a um risco de morte por suicidio quase 20 vezes maior
em relacdo a individuos sem a doenca (CHESNEY; GOODWIN; FAZEL, 2014), sendo
considerada a principal causa de anos de vida perdidos por suicidio (FERRARI et al., 2014).
Outros fatores de risco associados ao suicidio incluem o sexo masculino, historico de tentativas
de suicidio, sintomas depressivos mais graves e associagcao com outras condicOes psiquiatricas,
como ansiedade ou transtornos por uso de substancias (HAWTON et al., 2013).

O diagnostico da DM é realizado segundo critérios preconizados no Manual Diagnéstico
e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-V), e a sintomatologia pode variar de acordo com
o fendtipo apresentado. As manifestacdes clinicas incluem humor deprimido ou irritacéo,
alteracdes do sono e do apetite, agitacdo ou retardo psicomotor, fadiga, sentimento de
inutilidade ou culpa excessiva, falta de concentracdo, pensamento recorrente de morte e/ou
ideacdo suicida (BERTON; NESTLER, 2006; LABAKA et al., 2018; RIECHER-ROSSLER,
2010). A anedonia, por sua vez, € um sintoma caracterizado pela auséncia quase completa de
sensacdo de prazer, motivacdo e interesse, sendo uma manifestacdo central no fendtipo
melancolico (OTTE et al., 2016). A sintomatologia da DM geralmente é acompanhada de
comprometimento funcional, sendo mais proeminente em individuos com quadros mais graves
e com recorréncia de episddios depressivos (MALHI; MANN, 2018). Como consequéncia
desse quadro clinico, evidencia-se a diminuicdo da qualidade de vida dos individuos acometidos
e de seus familiares, bem como um importante impacto no ambito da satde publica (FERRARI
etal., 2013; LUPPA et al., 2007).

A DM pode ser tratada via diferentes abordagens, incluindo o uso de agentes
farmacologicos, psicoterapia, modificacdo do estilo de vida, entre outras intervencdes. Os
medicamentos mais utilizados no manejo da DM séo os antidepressivos convencionais, com
destaque para os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRSs), inibidores da

recaptacao de serotonina e noradrenalina (IRSNSs), inibidores da recaptacdo de noraepinefrina



e dopamina (IRNDs) e antidepressivos triciclicos (SALTIEL; SILVERSHEIN, 2015). Entre os
principais mecanismos de aclo destes antidepressivos destaca-se a reversdo da teoria
monoaminérgica, que postula a diminuicdo da disponibilidade de monoaminas em regifes
cerebrais especificas (ALBERT; BENKELFAT; DESCARRIES, 2012; COPPEN, 1967;
DAVIS, 1970). No entanto, o intervalo de tempo entre a administracdo desses farmacos — 0s
quais modulam a transmissdo monoaminérgica rapidamente — e o efeito clinico, que pode levar
semanas, juntamente com a alta variabilidade na resposta ao tratamento, sugerem que
mecanismos adicionais estdo envolvidos com a neurobiologia da DM, como alteracGes de
neuroplasticidade, estrutura e funcdo cerebral, sistema imune e inflamagdo, microbiota, eixo
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) além da suscetibilidade genética (MALHI; MANN,
2018; MARX et al., 2023).

Apds duas tentativas de tratamento antidepressivo, em dose e tempo de duragdo
adequados, 67% dos pacientes demonstram-se resistentes ao tratamento, enquanto que cerca de
33% deles permanecem refratarios mesmo apds quatro tentativas com diferentes
antidepressivos (JOHN RUSH et al., 2006). Sinyor e colaboradores demonstraram que
aproximadamente metade dos pacientes com DM atinge a remissdo completa dos sintomas,
mesmo apos varias abordagens farmacoldgicas. Além disso, a remisséo esté vinculada a altos
indices de recaida, principalmente durante o primeiro ano (SINYOR; SCHAFFER; LEVITT,
2010), e cerca de 20% dos individuos deprimidos permanecem sintomaticos ap6s dois anos de
tratamento (FLECK et al., 2005).

1.1.1 Suscetibilidade Genética e Fatores Ambientais

A DM é uma condicdo clinica complexa, na qual multiplos fatores estdo envolvidos em
seu desenvolvimento e progressdo. Sua etiologia inclui fatores genéticos e ambientais,
alteracOes na estrutura e funcéo cerebral, desequilibrio no eixo cérebro-intestino, inflamacéo e
desregulacdo da resposta ao estresse via eixo-HPA (MARX et al., 2023), conforme
representado na Figura 2. E importante destacar que a combinagio entre a suscetibilidade
bioldgica, fatores ambientais e fatores de protecdo determinam o risco de um individuo
desenvolver a DM (HERRMAN et al., 2022).
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Figura 2. Principais mecanismos implicados na neurobiologia da DM. Diversos mecanismos centrais e
periféricos tém sido implicados na patogénese da DM. Combinages desses processos disfuncionais podem refletir
0 espectro de sintomas da doenca e a manifestacdo dos diferentes fendtipos. DM, Depressdo Maior. Adaptado de
Marx et al., 2023.

Sabe-se que filhos de individuos com DM apresentam 35-40% maior risco em
desenvolver a doenca no inicio da fase adulta (RASIC et al., 2014) e que a herdabilidade da
DM é de aproximadamente 37% (SULLIVAN; NEALE; KENDLER, 2000). Além disso,
estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) demonstram que, embora com tamanho de
efeito pequeno, multiplas variantes genéticas contribuem para o risco de desenvolvimento de
DM. Dentre as descobertas significativas, alguns achados apontam para genes que codificam
proteinas envolvidas na estrutura e fungdo sinaptica, crescimento de neurdnios,
neurotransmisséo, resposta a estimulos ambientais e inflamagdo (HOWARD et al., 2019).
Adicionalmente, as interacOes gene-ambiente, nas quais as adversidades da vida corroboram
com a suscetibilidade genética & DM, podem levar & manifestacdo clinica da doenca
(KENDALL et al.,, 2021). Entre os fatores ambientais, a ocorréncia de doencas cronicas,

dificuldade financeira, perda de emprego, separacao, luto e estar sujeito a violéncia séo eventos



estreitamente justapostos a episodios de DM (KENDLER; KARKOWSKI; PRESCOTT, 1999;
SULLIVAN; NEALE; KENDLER, 2000). Em particular, maus tratos na infancia parecem estar
associados a uma maior vulnerabilidade ao desenvolvimento de DM grave durante a idade
adulta quando confrontados com estressores ambientais (TEICHER; SAMSON, 2013). Nesse
contexto, embora alguns individuos demonstrem maior vulnerabilidade aos efeitos do estresse
e outros apresentem maior resiliéncia — possivelmente refletindo predisposicfes bioldgicas
individuais — existe uma robusta associacdo entre a exposi¢cdo a eventos estressores e a
precipitacdo da DM (AKIL; NESTLER, 2023; KESSLER, 1997; LI; D’ARCY; MENG, 2016).

1.1.2 Resposta ao Estresse, Inflamacéo e Resisténcia Farmacoldgica

Humanos e demais mamiferos respondem fisiologicamente as perturba¢des ambientais
promovendo adaptacfes bioldgicas para a manutencdo da homeostase. Um componente
importante da resposta homeostatica é o eixo HPA, um mecanismo neuroenddcrino que modula
o efeito dos estressores sobre 0 organismo atraves da regulacdo de processos metabolicos, da
resposta imune e do sistema nervoso auténomo. O eixo HPA consiste em uma cascata de vias
enddcrinas que respondem a ciclos de feedback negativo envolvendo o hipotadlamo, a glandula
pituitaria e as glandulas adrenais. Nesse sentido, varios mecanismos devem ser regulados para
garantir a funcionalidade do eixo HPA com as subsequentes repercussées comportamentais e
fisiol6gicas apropriadas (SHENG et al., 2020).

A funcdo priméaria do eixo HPA ¢é liberar glicocorticoides (GCs) para a ativacdo da
resposta aguda ao estresse (NESTLER et al., 2002). Conforme esquematizado na Figura 3, a
partir de um estimulo estressor ocorre a liberacdo do hormdnio liberador de corticotrofina
(CRH) pelo hipotadlamo com a consecutiva sintese e liberacéo de hormdnio adrenocorticotréfico
(ACTH) - também chamado de corticotrofina - pela pituitéria, o qual atua sobre a glandula
adrenal, estimulando a sintese de GCs, com destaque para o cortisol (HERMAN et al., 2016).
Mediante o estresse agudo, os GCs exercem fungdes imunossupressoras e anti-inflamatorias,
atenuando a expressdo de citocinas pro-inflamatérias — como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-0) ¢ a interleucina 6 (IL-6) — além de induzirem a expressdao de citocinas anti-
inflamatdrias, como a interleucina 10 (IL-10) (LIU; WANG; JIANG, 2017). Adicionalmente,
a ativacgéo de receptores de GCs (RGs) promove o feedback negativo do eixo HPA, preservando
a homeostase do organismo (GJERSTAD; LIGHTMAN; SPIGA, 2018).
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Figura 3. Representacdo esquematica da resposta ao estresse via ativacao do eixo HPA. Mediante um estimulo
estressor, ocorre a ativagdo do hipotdlamo com a sintese e liberacdo de CRH. O CRH atua sobre a pituitaria,
estimulando a liberagdo de ACTH, o qual, por sua vez, atua nas glandulas adrenais levando a sintese e liberagdo
de corticosteroides, como o cortisol. Dessa forma, o cortisol exerce o efeito de resposta ao estresse, a partir de suas
propriedades imunossupressoras e anti-inflamatorias. Os corticosteroides regulam a sua prdpria secrecdo, através
de um mecanismo de controle de feedback negativo, o qual é exercido através de receptores de glicocorticoides
localizados no hipocampo, hipotadlamo e glandula pituitaria. ACTH, horménio adrenocorticotréfico; CRH,

hormonio liberador de corticotrofina; HPA, Hipotadlamo-Pituitaria-Adrenal. Adaptado de Nestler et al., 2002.

Em contrapartida, a exposi¢do ao estresse cronico leva a aumentos persistentes de
catecolaminas, mediadores inflamatorios — como inferferons (IFNs), interleucina 18 (IL-1 B),
IL-6 e TNF pela microglia e por macrofagos periféricos — e dessensibilizagdo dos RGs,
resultando na hiperativacdo do eixo HPA (PARIANTE; MILLER, 2001; RAEDLER, 2011).
Esse cenério inflamatério pode levar a alteragbes na permeabilidade da barreira
hematoencefalica, permitindo a passagem dessas moléculas para o sistema nervoso central
(SNC), as quais exercem efeito sobre trés vias relacionadas a DM: metabolismo de

monoaminas, atividade glutamatérgica e plasticidade neural (SCOTTON et al., 2022). O
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excesso de citocinas inflamatdrias aumenta a atividade da indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO),
uma enzima responsavel por redirecionar o triptofano, principal precursor da serotonina, para a
via das quinureninas (MAES et al., 2011). Quando essa via é estimulada, ocorre a elevagédo da
condutancia da membrana ao calcio, o aumento da lipoperoxidacdo e da producdo de
mediadores inflamatoérios, o estimulo da enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e
apoptose neuronal. Todas estas alteragdes neuroquimicas estdo associadas ao surgimento dos
sinais clinicos de DM (MULLER et al., 2016; SCHWIELER et al., 2006). Em suma, além de
diminuir a disponibilidade de triptofano, o aumento da atividade da IDO em resposta a
inflamacdo resulta na amplificacdo da neurotransmisséo glutamatérgica, no aumento de estresse
oxidativo e intensifica o processo de neurodegeneracdo (BANASR; DWYER; DUMAN, 2011).

Niveis aumentados de citocinas também regulam positivamente a expressao e a funcéo
dos transportadores pré-sinapticos de serotonina (SERT), dopamina (DAT) e noradrenalina
(NET), e promovem uma reducdo de cofatores enzimaticos, como a tetrahidrobiopterina (BH4),
que sdo altamente sensiveis ao estresse oxidativo induzido por citocinas, prejudicando a sintese
de monoaminas (NEURAUTER et al., 2008). A ativacdo microglial, por sua vez, resulta na
liberacdo excessiva de glutamato. Devido a regulacdo positiva da atividade da IDO, a
quinurenina é metabolizada em acido quinolinico, um composto neurotéxico que age como
agonista dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDARs), potencializando a atividade
glutamatérgica, como mencionado anteriormente (JHAMANDAS et al., 2000). O aumento de
citocinas também prejudica a funcdo dos astrocitos, mitigando a recaptacdo de glutamato e
estimulando sua liberacdo (HU et al., 2000). A neurotransmissdo glutamatérgica é essencial
para a ocorréncia de plasticidade sinéptica e a sobrevivéncia neuronal; no entanto, quantidades
exacerbadas de glutamato promovem a ativacdo extra-sinaptica de NMDARs €, em conjunto
com a inflamacdo, promovem a excitotoxicidade glutamatérgica, prejudicando a neurogénese e
a plasticidade neuronal, bem como diminuindo a sintese e liberagdo do fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF), com potenciais consequéncias deletérias para o SNC
(HARDINGHAM; FUKUNAGA; BADING, 2002; TAVARES et al., 2002; TILLEUX;
HERMANS, 2007).

A ativacdo persistente do eixo HPA, o aumento da resposta inflamatdria, bem como as
implicagdes acima mencionadas estdo extensamente documentadas em individuos com DM e
esses desfechos estdo possivelmente relacionados com a piora cognitiva de pacientes com
Depressédo Resistente ao Tratamento (DRT) (FELGER; LOTRICH, 2013; MILLER; RAISON,
2016; MULLER et al., 2016; SCHWIELER et al., 2006). Adicionalmente, estudos indicam que

0 aumento da inflamacdo contribui para a resisténcia ao tratamento na DM (CARVALHO et
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al.,, 2013; STRAWBRIDGE et al.,, 2015; YOSHIMURA et al., 2009). Strawbridge e
colaboradores demonstraram recentemente que pacientes com DRT apresentam maiores niveis
de marcadores inflamatdrios em comparacdo com individuos controle, e que os maiores indices
basais de IL-6, IL-8, TNF, proteina C reativa (PCR) e proteina inflamatdria de macrofago 1
(MIP-1) estdo associados & uma maior resisténcia farmacoldgica (STRAWBRIDGE et al.,
2019). Assim, agentes com propriedades antidepressivas e anti-inflamatdrias parecem
promissores para 0 manejo da DRT. Neste sentido, a cetamina, um farmaco antagonista dos
NMDARs, surge como um potencial tratamento para a individuos com DRT (CHEN et al.,
2018; CLARKE et al., 2017; Ll et al., 2017; NIKKHESLAT, 2021). Alguns achados indicam
que os niveis de marcadores inflamatdrios sdo modulados ao longo do tratamento com
cetamina, bem como a concentracdo basal de IL-6 parece ser um marcador de resposta ao
tratamento com cetamina (CHEN et al., 2018; KRUSE et al., 2018; YANG et al., 2015b). Diante
destes achados, um melhor entendimento sobre os efeitos da inflamacgdo na neurotransmissao
glutamatérgica pode levar a descoberta de novos alvos terapéuticos, os quais atuariam de forma

complementar aos esquemas terapéuticos convencionais usados no tratamento da DRT.

1.2 ANTIDEPRESSIVOS DE ACAO RAPIDA

Como descrito anteriormente, 0s antidepressivos convencionais apresentam eficacia
limitada, produzem efeitos apenas apds semanas de administracdo diaria e ndo sdo capazes de
controlar todos os sintomas da DM (WITKIN et al., 2019). Em contraste, uma nova classe de
antidepressivos tem surgido desde o inicio dos anos 2000, a qual demonstrou rapida acdo
terapéutica, com atividade apds uma ou poucas administracGes, além de impacto positivo em
pacientes refratarios ao tratamento e contra sintomas de dificil manejo, como a anedonia
(BERMAN et al., 2000; ZARATE et al., 2006). Esses efeitos antidepressivos de acdo rapida
foram demonstrados em diversos estudos clinicos envolvendo o uso da cetamina ou de seu
isbmero (S)-cetamina, e validados em metanalises recentes (ALNEFEESI et al., 2022; JAWAD
et al., 2022). Além disso, ambos farmacos demonstraram capacidade de diminuir rapidamente
a ideagéo suicida (ABBAR et al., 2022; AHMED et al., 2023; FU et al., 2020), representando

uma vantagem extremamente relevante para pacientes de alto risco.

1.2.1 Cetamina racémica e seus enantiomeros

A cetamina, um farmaco originalmente utilizado como anestésico, tem revolucionado a

pesquisa em psiquiatria ao demonstrar robusto potencial antidepressivo rapido em pacientes
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com DRT (KANG, 2021). Seus mecanismos de acdo diferem dos antidepressivos
convencionais, afetando profundamente a neurotransmissdo excitatoria via glutamato,
aumentando a liberacdo de BDNF e estimulando a sinaptogénese (YAVI et al., 2022). Dois
tipos de receptores idnicos de glutamato estdo amplamente distribuidos no SNC — os NMDAR
e o0s receptores 4acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico (AMPARS)
(REINER; LEVITZ, 2018). Em conjunto, eles executam um papel importante na sinalizagéo de
sinapses excitatorias. A cetamina, por sua vez, € um antagonista ndo-competitivo dos
NMDARs, que potencializa a transmissdo glutamatérgica via ativacdo dos AMPARs
(DUMAN; AGHAJANIAN, 2012).

Evidéncias pré-clinicas indicam que doses sub-anestésicas de cetamina aumentam o
fluxo de glutamato no cértex pré-frontal (CPF), através do blogueio dos NMDARs localizados
em interneurdnios acido gama-aminobutirico (GABA)-érgicos (GERHARD et al., 2020). Na
DM, esses neurbnios parecem suprimir os neurdnios glutamatérgicos corticais de forma mais
pronunciada do que em uma situacao fisioldgica (YAO et al., 2022a). Portanto, a inibicdo dos
neurdnios GABAérgicos por um antagonista NMDAR resulta em maior liberacao de glutamato
pelos neurénios corticais, favorecendo a ativacdo dos AMPARs em relacdo aos NMDARSs, 0
que parece ser um mecanismo chave para os efeitos antidepressivos rapidos da cetamina e de
seus enantibmeros (BORSELLINO et al., 2023; MURROUGH, 2012). Em suma, conforme
brevemente representado na Figura 4, estudos pré-clinicos indicam que o efeito antidepressivo
da cetamina inicia com o seu antagonismo sobre os NMDARs, seguido de uma cascata de
eventos intracelulares, incluindo o aumento da atividade dos AMPARSs, liberacdo de BDNF,
ativacdo de vias neurotroficas, sintese de proteinas sinapticas e, por fim, 0 aumento da insercéo
dos AMPARs na superficie celular (KRYSTAL; KAVALALI; MONTEGGIA, 2024). Esses
eventos parecem corroborar com a restauracdo da estrutura sinaptica e da funcédo do CPF e do

hipocampo de roedores com comportamento tipo-depressivo.
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Figura 4. Desinibicdo cortical e ativagdo de vias de sinalizagdo intracelular mediadas pelo efeito
antidepressivo da cetamina. A cetamina antagoniza os NMDARs localizados em interneurénios GABAérgicos,
promovendo a desinibicdo dos neurdnios piramidais e 0 aumento da liberacdo de glutamato. Como resultado,
ocorre 0 aumento da neurotransmissao glutamatérgica mediada por AMPARs, com ativacdo da via mTOR e
traducdo de proteinas sinapticas, promovendo o aumento da sinalizagdo BDNF-TrkB e resultando em efeitos
sinaptogénicos. Adicionalmente, o bloqueio dos NMDARs mediado pela cetamina em neurdnios glutamatérgicos
pos-sinapticos inibe a atividade da eEF2 cinase, diminuindo a fosforilacdo do eEF2 e dessuprimindo a tradugéo de
BDNF. Como consequéncia, esse processo também converge para a sinalizagdo BDNF-TrkB, estimulando a
plasticidade sindptica necessaria para induzir os efeitos rapidos e sustentados da cetamina. AMPARSs, receptores
acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionico; BDNF, fator neurotréfico derivado do encéfalo; eEF2,
fator de elongagdo eucariotico 2; GABA, acido gama-aminobutirico; NMDARSs, receptores N-metil-D-aspartato;

TrkB, receptor tirosina cinase B. Adaptado de Krystal et al., 2024.

Conforme amplamente documentado na literatura, infusdes em doses sub-anestésicas de
cetamina (0,5 mg/kg durante 40 minutos) apresentam efeitos antidepressivos rapidos, mesmo
em pacientes com resposta pobre a antidepressivos convencionais (BERMAN et al., 2000;
VIDAL et al., 2018). Ainda, destaca-se que os efeitos deste farmaco se prolongam alguns dias
apos uma tnica administracdo, e podem ser mantidos através de infusdes repetidas (KRYSTAL;
SANACORA; DUMAN, 2013; MATHEW et al., 2012; ZARATE et al., 2006). Contudo, 0 uso
de cetamina inclui importantes efeitos adversos, como sintomas dissociativos e psicomiméticos,
além de exibir potencial de abuso ap6s tratamento cronico (FREEDMAN, 2016; NEWPORT;
SCHATZBERG; NEMEROFF, 2016).
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A cetamina consiste na mistura racémica de dois enantiobmeros, (R)-cetamina e (S)-
cetamina, em partes iguais, cujas estruturas quimicas estdo representadas na Figura 5. Nos
ultimos anos, constatou-se que a administracdo intravenosa de (S)-cetamina esta associada a
efeitos antidepressivos em pacientes com DRT (SINGH et al., 2016; VIDAL et al., 2018).
Ademais, uma apresentacgéo intranasal desse enantiomero foi recentemente aprovada pelo Food
and Drug Administration (FDA) como terapia antidepressiva em pacientes refratarios ao
tratamento com antidepressivos convencionais. Entretanto, um dos principais obstaculos
enfrentados na administracdo de cetamina e (S)-cetamina sdo os efeitos dissociativos que se
apresentam de forma significativa nos pacientes, além de seu potencial de abuso (SINGH et al.,
2016).

Cetamina racémica

/
HN
© i
(S)-cetamina (R)-cetamina
/
HN,
9 cl

Cl

Figura 5. Estrutura quimica da cetamina racémica e de seus enantidmeros. Por ser uma mistura racémica, a
cetamina € um composto opticamente inativo, enquanto seus isdmeros apresentam propriedades fisiol6gicas
distintas entre si. Enantibmeros sdo moléculas que apresentam imagens especulares e ndo sobreponiveis, sendo
dois compostos diferentes apesar de apresentarem composic¢do quimica idéntica. A (S)-cetamina e a (R)-cetamina

representam, respectivamente, os enantiémeros levogiro e dextrogiro da cetamina racémica. Elaborado pela autora.

Recentemente, a industria farmacéutica — atai Life Sciences — anunciou os resultados de
um estudo de fase 2a, multicéntrico randomizado, duplo-cego e controlado por placebo
avaliando a seguranca, tolerabilidade e eficicia da (R)-cetamina em pacientes com DRT.
Apesar de ndo ter alcancado significancia estatistica no desfecho primario — avaliacdo de

sintomas depressivos pela Montgomery-Asberg Depression Rating Scale (MADRS) — uma
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Unica dose intravenosa (60 mg) de (R)-cetamina demonstrou um perfil de seguranca
encorajador e sinais de eficacia, juntamente com uma proporcdo consideravel de pacientes
definidos como respondedores e importante taxa de remissdo de sintomas (“atai Life Sciences
Announces Results from Phase 2a Trial of PCN-101 (R-ketamine) for Treatment-Resistant
Depression | ATAI Life Sciences N.V.”, 2023). Mais recentemente, a mesma empresa anunciou
resultados de um segundo estudo de fase 1, comparando as vias de administragdo intravenosa e
subcutanea de (R)-cetamina. A dose subcutanea mais elevada (120 mg) apresentou taxas de
sedacdo e dissociacdo em torno de 14%, em comparacdo a estudos anteriores com a (S)-
cetamina (Spravato®), cujas taxas foram, respectivamente, de 50-61% e 61-69%. Esses
resultados incentivam o uso domeéstico de (R)-cetamina em estudos futuros (“atai Life Sciences
Announces Results from the Phase 1 1V-to-Subcutaneous Bridging Study of PCN-101 (R-
Ketamine) | ATAI Life Sciences N.V.”, 2023). E importante destacar que a (S)-cetamina
apresenta uma afinidade de 3 a 4 vezes maior pelos NMDARs em comparacéo a (R)-cetamina
(EBERT et al., 1997), o que parece, em parte, estar relacionado com a manifestacdo dos seus
efeitos adversos.

No ambito pré-clinico, modelos animais tém evidenciado efeitos antidepressivos mais
potentes e duradouros da (R)-cetamina em comparacao a (S)-cetamina (YANG et al., 2015a;
ZANOS et al., 2016). Semelhante ao observado em humanos, a exposicdo a (R)-cetamina em
roedores ndo esteve associada aos efeitos adversos proeminentes no tratamento com a (S)-
cetamina, tais como: comportamento psicomimético, neurotoxicidade e potencial de abuso
(YANG et al.,, 2015a). Dessa forma, a (R)-cetamina parece promover uma resposta
antidepressiva semelhante a cetamina e a (S)-cetamina, com um melhor perfil de tolerabilidade,
podendo representar uma alternativa terapéutica para a DRT (HASHIMOTO, 2016a, 2016b).
Adicionalmente, Fukumoto e colaboradores avaliaram o perfil farmacocinético de ambos
estereoisémeros, constatando que concentragcdes semelhantes de (R) e (S)-cetamina séo
encontradas no sangue periférico, cérebro e liquor de roedores, podendo ser detectadas no
plasma em até 8 horas apds a administracdo. Nesse sentido, demonstrou-se que os efeitos
prolongados desses farmacos ndo sdo dependentes de sua concentracdo e podem ser resultado
de modificacGes secundarias, possivelmente envolvendo mecanismos de plasticidade sinaptica
adaptativa (FUKUMOTO et al., 2017; YANG et al., 2015a).

A administracdo de antagonistas de AMPAR inibe os efeitos antidepressivos, tanto da
(S) quanto da (R)-cetamina (YANG et al., 2015a). Além disso, é proposto que a ativagdo desses
receptores possa levar ao aumento da neurotransmissdo excitatoria, resultando na

despolarizacdo da membrana, no aumento do influxo de calcio e da liberacdo do BDNF



16

(JOURDI et al., 2009). Ao ligar-se ao receptor tirosina cinase B (TrkB), o BDNF promove a
ativacdo de vias como da mTOR e de proteinas cinases ativadas por mitdgeno (MAPKSs)/cinase
regulada por sinais extracelulares (ERK), que estdo relacionadas com a modulacdo da sintese
proteica necessaria para a potenciacdo sinaptica, fendmeno associado a neuroplasticidade
(ZHOU et al., 2010). Considerando que a inibicdo do TrkB bloqueia os efeitos antidepressivos
dos dois enantidomeros, suas diferentes agdes parecem estar relacionadas a vias que sucedem a
sinalizacdo BDNF-TrkB (FUKUMOTO et al., 2017; YANG et al., 2015a). Nesse sentido,
considerando o potencial terapéutico da (R)-cetamina e a atenuacdo dos efeitos adversos
dissociativos que séo inerentes a (S)-cetamina e a cetamina racémica, faz-se necessario elucidar
mais profundamente os mecanismos moleculares implicados nos efeitos antidepressivos desse

farmaco.

1.3 MODELO ANIMAL DE ESTRESSE CRONICO VARIAVEL (CVS) E O
COMPORTAMENTO TIPO-ANEDONICO

Os modelos animais neuropsiquiatricos representam uma ferramenta pré-clinica valiosa
porém extremamente desafiadora, dada a natureza subjetiva de muitos sintomas, a auséncia de
biomarcadores especificos e as dificuldades de transpor os achados experimentais para o
contexto clinico dos transtornos psiquiatricos. No entanto, o0 progresso na compreensao da
fisiopatologia dessas doencas, assim como 0 avango acerca dos possiveis tratamentos e a
melhora da resposta terapéutica podem ser viabilizados por essa abordagem (NESTLER,;
HYMAN, 2010).

Devido ao cumprimento das trés validades — construto, face e preditiva — preconizadas
para 0 uso de modelos animais, os protocolos de estresse cronico tém sido amplamente
explorados para mimetizar a neurobiologia da DM (WILLNER, 2017a). O estresse cronico foi
pioneiramente proposto como um modelo de DM em 1982 por Katz (KATZ, 1982).
Posteriormente, a metodologia foi modificada por Willner, com a introducdo de fatores
estressores mais naturalistas e imprevisiveis, dando origem ao modelo de estresse crdnico
imprevisivel leve (CUMS) - que também pode apresentar a nomenclatura de CVS (WILLNER
etal., 1987).

O modelo de CVS é fundamentalmente baseado na perda de resposta a recompensa em
animais submetidos a um cronograma varidvel de estressores e na reversdo desse
comportamento apds tratamento antidepressivo (KATZ, 1982; WILLNER et al., 1987). Nesse

protocolo, 0s animais sdo expostos diariamente a diferentes estressores, a fim de estimular a
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resposta ao estresse, prevenindo uma possivel adaptacdo. Cabe destacar que, segundo a
literatura, existem varia¢fes metodoldgicas do protocolo (WILLNER, 2017b) e, nesse contexto,
a Tabela 1 compila os estressores predominantemente utilizados no CVS. A exposi¢do
sustentada ao estresse é capaz de estimular a carga alostatica — ou seja, a ativacao frequente dos
sistemas neuroenddcrino, imunolégico, metabdlico e cardiovascular — promovendo respostas
cumulativas ao estresse e tornando os individuos mais suscetiveis a problemas de satde, como
a DM (MCEWEN et al., 2015). Esse processo leva a perturbacdo da homeostase, causando

alteracdes neurobiologicas, bioguimicas e comportamentais (DOAN, 2021).

Tabela 1. Componentes mais frequentes em protocolos de CVS com ratos.

Estressor Frequéncia de uso (%0)
Privacdo de comida 86
Privacdo de 4gua 83
Maravalha molhada 71
Reversdo de ciclo claro-escuro 71
Inclinacdo da caixa 66
Superpopulagao 51
Luz estroboscopica 46
Imobilizacdo 40
Barulho 37
Nado forcado 37
Nado gelado 23

CVS, estresse cronico variavel. Adaptado de Willner, 2017.

As consequéncias do CVS incluem atrofia da regido cortical e limbica do cérebro
(MARSDEN, 2013), prejuizo da neurogénese hipocampal (SCHOENFELD et al., 2017),
sensibilizagdo do sistema serotoninérgico e hiperativacdo do sistema noradrenérgico
(PEREIRA; CARVALHO; PADOVAN, 2019), distlrbios do eixo HPA (MENARD et al.,
2017), além de neuroinflamacdo com aumento de marcadores inflamatorios (YIRMIYA,;
GOSHEN, 2011) e ativagdo microglial (WANG et al., 2017). Adicionalmente, a exposi¢ao ao

CVS é capaz de induzir comportamento tipo-anedénico em animais suscetiveis ao estresse — 0
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que pode ser detectado pelo Teste de Preferéncia por Sacarose (TPS) — fazendo referéncia a
anedonia, um sintoma central da DM (ANTONIUK et al., 2019; GEA et al., 2019; SCOTTON
etal., 2020). Um esquema representativo do protocolo de CVS e suas implicagdes esté ilustrado

na Figura 6.
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Figura 6. Implicacdes biol6gicas e comportamentais do protocolo de CVS. A exposicdo imprevisivel e
sustentada a diferentes estressores gera uma resposta exacerbada ao estresse. Algumas das consequéncias
bioldgicas incluem a hiperativacdo do eixo HPA, o aumento de marcadores inflamatorios acompanhados de
ativagdo microglial, o aumento da transmissdo glutamatérgica com efeitos deletérios, prejuizos na formagédo de
novos neurdnios e estabelecimento de novas sinapses bem como a diminui¢do do volume de estruturas cerebrais.
Em nivel comportamental, os animais suscetiveis ao estresse manifestam comportamento tipo-aneddnico, o que
pode ser identificado pela diminuicdo da preferéncia por sacarose, uma solucéo palatavel. Todas essas implicagdes
sdo amplamente descritas na neurobiologia da DM. CVS, estresse cronico variavel; DM, Depressao Maior; HPA,

hipotalamo-pituitaria-adrenal. Fonte: Elaborada pela autora.

As bases neurobioldgicas da anedonia abrangem estruturas dos circuitos de recompensa,
as quais fisiologicamente exercem um papel fundamental no processamento de estimulos
positivos e negativos (HESHMATI; RUSSO, 2015). O circuito mesolimbico compreende o
CPF, nacleo accumbens (NAc), area tegmental ventral (VTA), amigdala (AMY) e hipocampo
(HIP) (RUSSO; NESTLER, 2013; SESACK; GRACE, 2010), além de regides adicionais como
o0 hipotalamo lateral (LH) (LARSON et al., 2015; NIEH et al., 2015), a habenula lateral (LHb)
(SHABEL et al., 2014) e o corpo estriado dorsal (ISOMURA et al., 2013). O NAc é uma regiao
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chave nesse circuito, o qual integra diferentes entradas excitatorias e inibitdrias, modulando a
sinalizacdo dos estimulos de recompensa (SMITH; BERRIDGE; ALDRIDGE, 2011). Apesar
de também receber projecdes dopaminérgicas e GABAEérgicas, a maioria das sinapses no NAc
sdo glutamatérgicas e surgem de aferentes excitatorios como o CPF, AMY e HIP (HESHMATI;
RUSSO, 2015). Em situagdes fisioldgicas, a ativagdo do NAc - um ponto de acesso hedénico -
aumenta a reacdo de prazer em resposta a substancias palatdveis, como, por exemplo,
preferéncia por sacarose em roedores (BERRIDGE; KRINGELBACH, 2008). Contudo, tanto
em pacientes com DM como em animais suscetiveis ao estresse expostos ao protocolo de CVS,
é observada uma disfuncéo da via mesolimbica concomitante aos sinais de anedonia (RINCON-
CORTES; GRACE, 2020; WILLNER; MUSCAT; PAPP, 1992). A cetamina, por sua vez, ao
exercer seu efeito antidepressivo modula a plasticidade sinaptica, implicando na restauracédo
dos mecanismos de recompensa (KOTOULA et al., 2022; YAO et al., 2018). Dados de uma
metanélise destacam o aumento dos niveis de dopamina sindptica no cortex frontal, corpo
estriado, NAc e VTA em roedores ap0s tratamento agudo com cetamina (KOKKINOU;
ASHOK; HOWES, 2018). Ainda, Strong e colaboradores demonstraram que a administracéo
repetida de cetamina (5 mg/kg) esteve associada ao aumento da densidade dendritica e dos
niveis de BDNF no NAc (STRONG et al., 2017), e achados recentes sugerem que 0 USO
prolongado de cetamina oral em baixas doses pode ser um tratamento preventivo eficaz para a
anedonia, acompanhado de alteraces na atividade neuronal em estruturas limbicas como o
NAc e LHb (KINGIR; SEVINC; UNAL, 2023).

1.4 BIOLOGIA DE SISTEMAS E ANALISE PROTEOMICA

O uso de tecnologias de alto rendimento (high throughput) tem sido cada vez mais
empregado no estudo dos transtornos psiquiatricos, pois elas viabilizam a obtencdo de
informacdes em larga escala que, associadas as metodologias 6micas, representam ferramentas
robustas para estudar a neurobiologia de doencas complexas, além de guiar novas
possibilidades de esquemas terapéuticos (SATHYANARAYANAN et al., 2023). Por sua vez,
a biologia de sistemas, também conhecida como biologia de redes, representa um estudo
integrado de processos biologicos complexos. Ela considera as interagcdes entre todos 0s
componentes de um sistema operante, visando acessar o seu funcionamento como um todo
(MESAROVIC; SREENATH; KEENE, 2004). Ao estudar um sistema bioldgico sob a
perspectiva da biologia de sistemas, diversos niveis hierarquicos e suas respectivas

funcionalidades devem ser considerados, pois entende-se que os elementos individuais de cada
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nivel atuam de forma cooperativa, buscando atingir a homeostase do sistema (NIJHOUT;
BEST; REED, 2019). Segundo o dogma central da biologia, proposto por Crick em 1958, a
informacdo genética flui apenas em uma direcdo, do DNA para 0 RNA, para a proteina, ou do
RNA diretamente para a proteina (CRICK, 1958). Nesse cenario, diversos niveis de
organizagao sdo subjacentes ao armazenamento e processamento e traducéo dessa informagéo,
denominados genoma, transcriptoma e proteoma (OLTVAI; BARABASI, 2002).

A tecnologia protedmica apresenta um grande potencial para auxiliar no diagndstico,
prognostico e avaliagdo da progressdo de doencas, bem como para contribuir com o
desenvolvimento de novos medicamentos. Etimologicamente, o termo proteémica foi cunhado
na década de 1990, e consiste em uma jungdo de “proteina” e “gendmica” (WILKINS et al.,
1996). Estando a frente do genoma, em grau hierdrquico e de complexidade, a proteébmica
abrange a andlise da expressdo proteica, funcdo, localizacdo subcelular, sequenciamento de
peptideos, interacdes proteina-proteina, interacGes proteina-metabdlito e modificacdes pds-
traducionais (ZHANG et al., 2013). A protedmica permite tanto a identificagdo quanto a
quantificacdo de peptideos e proteinas, fornecendo evidéncias diretas para o estudo de eventos
em nivel proteico. Devido ao alto grau de complexidade do proteoma, sua investigacao é muito
desafiadora, mas ao mesmo tempo tem conquistado um papel importante na pesquisa cientifica.
O desenvolvimento de avangos tecnoldgicos levou a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS) a ser um método muito popular para analise protedmica
em larga escala. Nesse contexto, a separacdo dos analitos ocorre via um sistema de
cromatografia liquida e, sequencialmente, o espectrobmetro de massa - que consiste em uma
fonte de ions, um analisador de massa e um detector, sendo utilizado para medir a relacdo
massa/carga (m/z) - determina o peso molecular e viabiliza a identificacdo dos analitos em
questdo (AEBERSOLD; MANN, 2003), conforme ilustrado na Figura 7.
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Figura 7. Representacdo da analise protedmica quantitativa por LC-MS/MS. Brevemente, a amostra
bioldgica é homogeneizada para a preparagao do extrato proteico. Posteriormente, 0 material segue para as etapas
de digestdo e tripsinizacdo, e é submetido a LC-MS/MS para a separacdo dos peptideos, identificacdo e
quantificacdo das proteinas. Por fim, é feita a analise estatistica para a determinagdo das DEPs. DEPs, proteinas
diferencialmente expressas; LC-MS/MS, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. Fonte:

Elaborada pela autora.

A expressao “protedmica” foi originalmente definida como o estudo do conjunto total
de proteinas expressas por uma célula, tecido ou organismo em um determinado momento sob
uma condicdo especifica (WILKINS et al., 1996). Considerando as modificacbes pos-
traducionais e a provavel inconsisténcia na regulacdo do processo de traducdo, esse método
apresenta algumas vantagens como instrumento de investigacdo. Nesse sentido, a utilizacdo de
analises protebmicas em estudos envolvendo humanos com DM ou animais com
comportamento tipo-depressivo pode promover uma melhor compreensédo da fisiopatologia
desta condicdo psiquiatrica, bem como a identificacdo de biomarcadores e novos potenciais
alvos terapéuticos para 0 manejo da DM (MARTINS-DE-SOUZA, 2009).

Diversos pesquisadores tém usado abordagens protedmicas em populagdes com DM nos
ultimos anos em amostras de liquor (DITZEN et al., 2012; FRANZEN et al., 2020), sangue
periférico (ARNOLD et al., 2012; BOT et al., 2015; LAMERS et al., 2016; LU et al., 2013;
SIMON et al., 2008; STELZHAMMER et al., 2014; XU et al., 2012a, 2012b) e tecido cerebral
post mortem (MARTINS-DE-SOUZA, 2012; MARTINS-DE-SOUZA et al., 2012; ZUCCOLI
et al., 2017). As proteinas diferencialmente expressas nesses estudos estdo fundamentalmente
implicadas em processos envolvendo inflamacéo, metabolismo energético e lipidico, protecéo
neuronal, funcdo sinaptica, neurotransmissdo, vias relacionadas a insulina e metaloproteinases.
Contudo, além da heterogeneidade inerente aos pacientes, as principais limitaces enfrentadas

no estudo da expresséo proteica em individuos com DM consistem no fato de que, na sua grande
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maioria, esses pacientes sdo polimedicados, as amostras de sangue periférico ndo contemplam
em sua totalidade a fisiopatologia da DM em nivel central, e amostras de liquor e de tecido
cerebral post mortem séo de dificil acesso.

Alternativamente, pesquisadores tém utilizado técnicas protedmicas em experimentos
pré-clinicos, cuja execucdo € mais vidvel e os fatores de confusdo podem ser mais facilmente
controlados. Nesse sentido, o modelo animal de CVS tem evidenciado proteinas
diferencialmente expressas em estruturas relevantes para a patogénese da DM. Um estudo de
Yang e colaboradores identificou alteracbes em processos biologicos envolvendo o
metabolismo da glutationa e o metabolismo energético no CPF de animais expostos ao CVS
(YANG et al., 2013). Outros achados sugerem um prejuizo no metabolismo do glutamato,
alteracdes no metabolismo de &cidos graxos bem como a expressdao anormal de proteinas
sinapticas no hipocampo de animais suscetiveis ao estresse (ZHANG et al., 2018), além de
alteracOes envolvendo proteinas importantes para a neurogénese (MU et al., 2007). Ademais,
Zhou e colaboradores reportaram a alteracdo de proteinas relacionadas a neurotransmissao
glutamatérgica e ao processo de sinapse na amigdala de ratos expostos ao estresse cronico,
sugerindo que mudancas na regulacdo e na estrutura dessas proteinas possam estar envolvidas
com 0 prejuizo dos mecanismos de neuroplasticidade em animais suscetiveis ao estresse
(ZHOU et al., 2018).

E importante destacar que, até o0 presente momento, poucos estudos clinicos e pré-
clinicos exploraram técnicas protebmicas para estudar os mecanismos antidepressivos da
cetamina e de seus enantibmeros. Adicionalmente, os resultados disponiveis na literatura séo,
em grande maioria, provenientes de animais que nao passaram pela indugdo de comportamento
tipo-depressivo ou de voluntéarios saudaveis, mas que, em ambos 0s casos, foram expostos aos
farmacos em questdo. Ainda assim, informacgdes importantes tém sido reportadas, como, por
exemplo, no trabalho recente de Moaddel e colaboradores, onde foi conduzida uma analise
protedmica exploratoria no liquor de nove individuos saudaveis que receberam cetamina por
via intravenosa (0,5 mg/kg). Os achados indicam que a cetamina e seus metabdlitos cruzaram
prontamente a barreira hematoencefalica. Além disso, foi detectado que algumas das proteinas
diferencialmente expressas sdo da classe de tirosina cinases, moléculas de adesdo celular e
fatores de crescimento, sugerindo uma influéncia da cetamina sobre processos de
neurotransmissao, neuroplasticidade, neurogénese, sinaptogénese e funcdes da rede neural
(MOADDEL et al., 2023).

Wesseling e colaboradores investigaram alteragdes protedmicas no CPF, hipocampo e

soro de ratos apds tratamento agudo com cetamina. Em nivel periférico os achados sugeriram
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a modulacdo da resposta inflamatéria, enquanto os principais efeitos do tratamento com
cetamina no cérebro envolveram a regulacdo de proteinas fosfatases e cinases (como ERK1 e
mTOR) além de proteinas relacionadas com o metabolismo de neurotransmissores
(WESSELING et al., 2015). Adicionalmemte, o proteoma hipocampal de camundongos
tratados com cetamina foi analisado e apontou o metabolismo energético mitocondrial e o
sistema de defesa antioxidante como mecanismos relacionados aos efeitos antidepressivos da
cetamina (WECKMANN et al., 2017). Outro estudo realizado em camundongos demonstrou
que a (S)-cetamina exibe um efeito mais pronunciado na amigdala em comparacdo ao
hipocampo. O tratamento de curto prazo com (S)-cetamina induziu a regulagdo negativa do
receptor metabotropico de glutamato 5 (Grm5) e das subunidades alfa 1 e beta 3 do receptor de
GABA, sugerindo uma influéncia no equilibrio de sinais excitatorios e inibitorios na amigdala.
Dado o papel fundamental dessa estrutura no processamento emocional (SIMIC et al., 2021) e
0 Viés em sua hiperativacdo na DM (BOUKEZZI et al., 2022; ZHONG et al., 2011), as
alteracOes induzidas pela (S)-cetamina no proteoma da amigdala podem contribuir para o seu
efeito antidepressivo rapido (AL SHWEIKI et al., 2020).

Com destaque, um Unico estudo avaliou os efeitos da (R)-cetamina sobre o proteoma do
CPF medial em animais suscetiveis ao protocolo de estresse cronico de derrota social (CSDS).
Os resultados sugerem que, na microglia, vias envolvendo ERK-NRBP1-CREB-BDNF sé&o
requeridas para o efeito antidepressivo da (R)-cetamina e que a arborizacao dendritica no CPF
medial dos camundongos suscetiveis ao CSDS foi estimulada ap6s a exposi¢do ao tratamento
(YAO et al., 2022). Nesse sentido, considerando o potencial papel terapéutico da (R)-cetamina
acompanhado de um perfil mais brando de eventos adversos, bem como a escassez de dados
em torno dos mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo da (R)-cetamina em animais
suscetiveis ao estresse, novos estudos investigando as alteracGes protedmicas subjacentes a

reversdo de comportamentos tipo-depressivos em protocolos de CVS sdo necessarios.

1.5 JUSTIFICATIVA

A DM é uma doenca incapacitante que representa um grave problema de salude
publica mundial, além de estar associada a altas taxas de suicidio. Nesse cenario, estima-
se que apenas um tergo dos pacientes atinja a remissédo completa dos sintomas, com uma
grande proporcdo de individuos permanecendo com quadros refratarios ao tratamento,
mesmo apos varias tentativas de antidepressivos. Nos ultimos anos, evidéncias crescentes

ressaltam um potencial antidepressivo inovador dos moduladores glutamatérgicos, como



a cetamina e a (S)-cetamina. Apesar de induzirem uma rapida resposta, estes agentes estao
associados a efeitos psicomiméticos e dissociativos consideraveis e potencial de abuso, o
que restringe seu uso a centros especializados.

Em contrapartida, a (R)-cetamina tem demonstrado acdo antidepressiva
importante, aliada a um perfil mais brando de efeitos adversos em modelos animais de
depressdo, destacando seu potencial como um farmaco promissor e potencialmente mais
seguro para o tratamento da DRT. Considerando que o0s mecanismos moleculares
envolvidos na agdo da (R)-cetamina estdo minimamente elucidados, faz-se necessario mais
estudos para este fim. Neste sentido, a utilizacdo de perspectivas de maior complexidade
que permitam explorar condi¢des clinicas complexas — como a biologia de sistemas e a
abordagem protedbmica — podem revelar mecanismos chave para os efeitos antidepressivos
rapidos da (R)-cetamina. Adicionalmente, a busca por moléculas associadas a resposta ao
tratamento pode significar a identificacdo de novos alvos em potencial e até mesmo

promover inovagdo no desenvolvimento de esquemas terapéuticos.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os mecanismos subjacentes ao efeito antidepressivo rapido da cetamina
racémica e de seus enantidbmeros, além de desvendar novos alvos moleculares associados
a resposta ao tratamento com (R)-cetamina em ratos Wistar com comportamento tipo-

anedonico induzido por CVS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Compilar os principais mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo rapido e nos
efeitos adversos da cetamina racémica, (S)-cetamina e (R)-cetamina;

b) Analisar as possiveis vantagens no uso da (R)-cetamina como um antidepressivo de
acao rapida mais seguro em comparacéo a cetamina racémica e a (S)-cetamina;

c) Identificar, através de uma abordagem semantica precedida por biologia de sistemas,
biomoléculas cuja modulacdo € compartilhada pela cetamina racémica e seus
enantibmeros, bem como os alvos moleculares regulados especificamente pela (R)-
cetamina;

d) Awvaliar, através do teste de preferéncia por sacarose, a indu¢do do comportamento

tipo-anedonico em ratos Wistar expostos ao CVS e os efeitos da administracdo aguda
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f)

da (R)-cetamina neste comportamento;

Investigar, através da analise protedmica, as proteinas diferencialmente expressas no
CPF de animais com comportamento em relacdo aos controles e de animais
respondedores a (R)-cetamina em comparacao ao grupo ndo-respondedor;

Detectar uma assinatura molecular subjacente a resposta ao tratamento com (R)-
cetamina, a fim de lancar luz sobre novos possiveis alvos farmacoldgicos para o

manejo rapido de sintomas depressivos.
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4. DISCUSSAO

A DM é uma doenga com neurobiologia complexa e heterogénea, envolvendo uma série
de fatores genéticos e ambientais, alteraces na estrutura e funcdo cerebral, desequilibrio no
eixo cérebro-intestino, inflamacdo e desregulagéo da resposta ao estresse via eixo HPA (MARX
et al., 2023). Além disso, a suscetibilidade bioldgica aliada a exposi¢do a diferentes fatores de
risco ao longo da vida apresenta um papel deterministico na manifestacdo da DM (HERRMAN
et al., 2022). Estima-se que um terco dos pacientes com DM apresente falha na resposta a pelo
menos dois medicamentos antidepressivos em dose e duracdo adequadas, experimentando a
DRT (CONWAY; GEORGE; SACKEIM, 2017; JOHN RUSH et al., 2006; ZEFIROVA et al.,
1986). Ademais, menos da metade dos individuos atinge a remissdo completa dos sintomas,
mesmo apos varias tentativas de tratamento (SINYOR; SCHAFFER; LEVITT, 2010). Em
comparacdo a pacientes com DM, os individuos refratarios possuem mais comorbidades, pior
qualidade de vida, representam maiores custos no ambito de salde publica e estdo mais
suscetiveis a desfechos graves como incapacidade funcional e, em Gltima escala, o suicidio
(DIBERNARDO et al., 2018; JOHNSTON et al., 2019; KERN et al., 2023; KUBITZ et al.,
2013; MRAZEK et al., 2014; PILON et al., 2019; SOARES et al., 2021).

Dada a eficécia limitada dos tratamentos convencionais, sua repercussdo na vida dos
pacientes refratarios, bem como o impacto social e econdémico da DRT, a busca por novos
esquemas terapéuticos mais eficazes tem sido um importante foco da comunidade cientifica.
Crescentes evidéncias tém indicado que interacBes entre o sistema imune e o cérebro estdo
intimamente ligadas a resisténcia ao tratamento (ALMUTABAGANI et al., 2023; AMODEDOQ;
TRUSSO; FAGIOLINI, 2017; HUANG et al., 2018; STRAWBRIDGE et al., 2019). Como
descrito anteriormente, em consequéncia ao aumento da resposta inflamatéria, ocorre a ativagédo
exacerbada dos NMDAR por glutamato ou acido quinolinico, sendo essa, uma via pela qual a
inflamacdo parece contribuir com os sintomas depressivos (CARVALHO et al., 2013;
KOPSCHINA FELTES et al., 2017). Nesse contexto, a descoberta do efeito antidepressivo
agudo e sustentado provocado por doses sub-anestésicas de cetamina - um antagonista de
NMDAR - em pacientes com DRT mudou a dire¢do das pesquisas voltadas para 0 manejo dessa
condigéo.

No artigo que compde o capitulo 1 desta tese, realizamos uma revisdo narrativa da
literatura, abordando os mecanismos envolvidos no potencial efeito antidepressivo rapido da
cetamina e de seus enantidmeros, além de discutirmos os efeitos adversos desses agentes

glutamatérgicos (SCOTTON et al., 2022). A cetamina é um antidepressivo de nova geragdo
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que, em contraste com farmacos de agdo monoaminérgica, exerce efeito antidepressivo poucas
horas ap6s a administragdo em pacientes com DM e DRT (ATES-ALAGOZ; ADEJARE, 2013;
MACHADO-VIEIRA et al., 2010; THASE et al., 2002). No entanto, alguns efeitos colaterais
sdo frequentemente observados, tais como sintomas dissociativos e psicotomiméticos, além do
potencial de abuso ap6s tratamento cronico (FREEDMAN, 2016).

A cetamina é uma mistura racémica que compreende partes iguais de dois enantidbmeros:
(R)-cetamina e (S)-cetamina. A (S)-cetamina tem maior afinidade de ligacdo ao NMDAR (~4
vezes) e poténcia anestésica (~3—4 vezes) do que a (R)-cetamina (DOMINO, 2010; EBERT et
al., 1997). Apos resultados encorajadores com 0 uso de cetamina racémica em pacientes com
DRT, a industria farmacéutica concentrou-se na investigacao da (S)-cetamina, e desenvolveu
uma nova terapia antidepressiva baseada em sua administracdo intranasal denominada
Spravato®. Estudos de fase 11 asseguram a eficacia e seguranca do spray nasal de (S)-cetamina
como antidepressivo de acdo rapida para pacientes com DRT, embora os efeitos colaterais mais
comuns incluam dissociacao, nausea, vertigem, disgeusia e tontura (FEDGCHIN et al., 2019;
POPOVA et al., 2019). Em marco de 2020, o uso de Spravato® foi aprovado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), em conjunto com terapia antidepressiva oral, para a
rapida reducdo dos sintomas depressivos em pacientes adultos com DM com comportamento
ou ideac&o suicida aguda (“SPRAVATO ® (cloridrato de escetamina)”, 2020). Apesar do efeito
antidepressivo robusto, as limitac@es intrinsecas ao uso da (S)-cetamina conduzem a atencao
da ciéncia para estudos pré-clinicos focados na investigacdo dos efeitos da (R)-cetamina em
roedores. Até o presente momento, essas evidéncias apontam para uma maior poténcia
antidepressiva, acompanhada de efeitos mais duradouros em comparacao a cetamina racémica
e a (S)-cetamina, além de efeitos colaterais mais brandos (GETACHEW et al., 2018; YANG et
al., 2015a, 2016; ZHANG,; LI; HASHIMOTO, 2014).

Os principais mecanismos antidepressivos propostos para a cetamina e seus
enantibmeros envolvem a sinapse glutamatérgica tripartite no CPF medial, bem como
caracteristicas anatomofuncionais especificas (SCOTTON et al., 2022). A cetamina atua
bloqueando os NMDARSs pré-sinapticos localizados nos interneurdnios GABAérgicos do CPF
medial, 0 que, por sua vez, leva a desinibicdo de neurbnios piramidais glutamatérgicos
(MILLER; MORAN; HALL, 2016). Com o aumento da atividade de disparo das células
piramidais, ocorre maior liberacéo de glutamato. A atividade glutamatérgica aprimorada ativa
0s AMPARs pds-sinapticos, estendendo seus efeitos excitatorios a outros neurdnios. A
cetamina também bloqueia os NMDARs poés-sindpticos localizados nos neurdnios

glutamatérgicos. Consequentemente, ocorre uma diminuicdo da fosforilagdo do fator de
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elongacéo eucaridtico 2 (eEF2) dependente de célcio, levando a dessupressdo da traducdo do
BDNF no hipocampo. Os efeitos da cetamina também promovem a ativagdo da via mTOR e a
dessupressdo do BDNF, estimulando a traducdo de proteinas sinapticas como a proteina de
densidade pos-sinaptica 95 (PSD95), a sinapsina 1 (SYN1) e uma subunidade de AMPAR
denominada GIuAl, a qual reforca a internalizagdo de AMPAR em vesiculas que medeiam o
seu trafego para sinapses, permitindo a maior inser¢do de AMPAR na membrana pos sinéptica,
aumentando a arborizacdo dendritica e promovendo, por fim, a sinaptogénese (SCOTTON et
al., 2022; ZHOU et al., 2014).

A presenca constante de glutamato extracelular pode levar a excitotoxicidade neuronal
devido a ativacdo de NMDARSs extra-sinapticos. A inibicdo desses receptores pela cetamina
dessuprime a fungdo mTORC1, que, por sua vez, induz a sintese de proteinas sinapticas e atenua
a ativacdo de vias apoptéticas (MILLER et al., 2014). Além disso, as células gliais, 0s
interneurdnios GABAGérgicos e 0s neur6nios glutamatérgicos pré-sinapticos apresentam
transportadores de aminoacidos excitatorios (EAATS) responsaveis por recapturar o glutamato
extracelular (SCHOUSBOE et al., 2014). Dessa forma, o processo de recaptacdo astrocitaria,
concomitante ao bloqueio dos NMDARs extra-sinapticos pela acdo da cetamina, previne a
ocorréncia de excitotoxicidade glutamatérgica.

De forma semelhante a cetamina racémica, seus enantibmeros bloqueiam, com
afinidades diferentes, os NMDARs localizados nos interneurbnios GABAérgicos e, assim,
ativam os AMPARs de células piramidais, promovendo o aumento da sinalizacdo BDNF-TrkB.
Eles também antagonizam o0os NMDARs pds-sinapticos localizados em neur6nios
glutamatérgicos, levando a diminuicéo da fosforilacdo do eEF2 e dessupressao da traducdo do
BDNF no hipocampo, com o estimulo da via de sinalizacdo BDNF-TrkB. Além disso, alguns
estudos mostram que a (S) e (R)-cetamina podem ativar a mTORCL1 e ERK, respectivamente,
estimulando a sinalizacgdo BDNF-TrkB. Ambas as vias promovem a traducdo de proteinas
relacionadas a sinaptogénese, incluindo o proprio BDNF (HARE; GHOSAL; DUMAN, 2017;
SCOTTON etal., 2022). E importante mencionar que todos 0s mecanismos mencionados acima
melhoram a arborizac&o dendritica e parecem corroborar com o efeito antidepressivo associado
a (S)-cetamina e a (R)-cetamina.

Chang e colaboradores compararam a poténcia do efeito antidepressivo e os efeitos
colaterais da cetamina racémica e de seus enantidmeros quando administrados em dose Unica
por via intranasal a camundongos expostos ao modelo de CSDS. Na mesma dire¢cdo de
evidéncias prévias, a (R)-cetamina apresentou um efeito antidepressivo mais potente e efeitos

colaterais mais amenos do que a cetamina e a (S)-cetamina (CHANG et al., 2019). Através de
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exames de tomografia por emissdo de positrons (PET) demonstrou-se que a (S)-cetamina, mas
ndo a (R)-cetamina, provocou 0 aumento da atividade cerebral de areas corticais e talamicas em
voluntarios saudaveis juntamente com caracteristicas psicotomiméticas (VOLLENWEIDER et
al., 1997). Via de regra, antagonistas de NMDARs sdo reconhecidos pelo seu potencial de
inducdo sobre a atividade dopaminérgica nas areas mesolimbica e mesoestriatal. No entanto,
Hashimoto e colaboradores demonstraram que, diferente da (R)-cetamina, apenas a (S)-
cetamina induziu a liberacdo de dopamina ap0s a exposicdo ao tratamento, 0 que parece estar
associado aos efeitos colaterais subsequentes a administracdo desse farmaco (HASHIMOTO et
al., 2017). O aumento da liberacdo de dopamina nos terminais pré-sinépticos e a ocupacéo dos
receptores de dopamina em regiGes mesolimbicas sdo considerados caracteristicas centrais de
transtornos psicéticos, bem como 0s mecanismos associados as propriedades de recompensa
para diversas substancias (KOKKINOU; ASHOK; HOWES, 2018). De modo geral, a atividade
dopaminérgica exacerbada parece estar associada aos efeitos adversos inerentes ao uso de (S)-
cetamina, bem como seu potencial de abuso (CHANG et al., 2019; YANG et al., 2015a). Além
disso, a menor afinidade da (R)-cetamina pelos NMDARs em comparacéo a (S)-cetamina pode
representar um efeito protetor que previne os efeitos colaterais, ao mesmo tempo que induz
acdo antidepressiva pelo estimulo da sinaptogénese.

Considerando os dados compilados no primeiro capitulo, os quais tangem o potencial
antidepressivo e o perfil de seguranca encorajador da (R)-cetamina, conduzimos nosso segundo
artigo, que compde o capitulo 2 desta tese. Em nosso conhecimento, este € o primeiro estudo
da literatura utilizando uma abordagem semantica associada a biologia de sistemas para
identificar potenciais biomoléculas envolvidas nos efeitos antidepressivos de acao rapida da
cetamina e de seus enantidmeros. Nesse trabalho, realizamos uma andlise in silico, precedida
por uma revisao sistematica, com o objetivo principal de identificar possiveis alvos moleculares
regulados especificamente pela (R)-cetamina.

Inicialmente, analisamos a rede de interacdo proteina-proteina de biomoléculas com a
regulacdo compartilhada pelos trés farmacos. Dentre os principais achados, detectamos a
regulagdo positiva de subunidades dos receptores AMPARs, BDNF, TrkB e PSD-95, proteinas
amplamente descritas como mediadores dos efeitos antidepressivos da cetamina e de seus
enantiomeros (L1 et al., 2010; NOSYREVA et al., 2013; SCOTTON et al., 2022). Além disso,
como esperado, encontramos subunidades dos NMDARs reguladas negativamente, refletindo
o antagonismo dos farmacos sobre este receptor. A analise de enriquecimento génico
envolvendo esses alvos destacou processos biologicos relacionados com a modulagéo sinaptica,

incluindo transmissdo glutamatérgica, sinalizacdo sinaptica, regulacdo da plasticidade
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sinaptica, densidade pos-sinéptica, espinhos dendriticos e projecao de neurénios. Esses achados
védo ao encontro dos mecanismos descritos no artigo do capitulo 1.

Adicionalmente, algumas vias biologicas relacionadas a doencas neurodegenerativas
foram enriquecidas em nossa analise. Identificamos que a proteina beta amiloide (Ap) - um
marcador de neuroprogressdo da doenca de Alzheimer (AD) - é regulada negativamente pela
cetamina racémica. E valido destacar que genes envolvidos com a progressdo da AD geralmente
estdo relacionados ao comprometimento de funcBes cognitivas e executivas, dominios
tipicamente afetados na DM (AVILA-VILLANUEVA et al., 2022; CALABRO et al., 2020).
Dessa maneira, como a DM ¢ um fator de risco para AD, a infrarregulacao da AP pela cetamina
sugere uma sobreposicdo na neurobiologia de ambas doencgas e um potencial beneficio deste
agente na funcédo cognitiva de individuos que sofrem de DM (AMAKIRI et al., 2019; LUTZ et
al., 2020).

Como objetivo central, nosso trabalho identificou alvos modulados especificamente
pela (R)-cetamina, apontando para a regulacgéo positiva de receptores TGF-1 e MAPKSs, e para
a regulacdo negativa de ligante do receptor ativador do fator nuclear-kappa B (RANKL) e
SERT. O TGF-B1 ¢é uma citocina pleiotropica, com propriedades imunossupressoras e anti-
inflamatorias, expressa constitutivamente na microglia, previamente descrita como um potente
imunoregulador em experimentos in vivo e in vitro (MAKWANA et al., 2007; SPITTAU et al.,
2013; TAYLOR et al., 2017). Ele também atua como um fator essencial para a maturacao
microglial e é responsavel por modular as fungdes da microgliano SNC (ZOLLER et al., 2018).
O RANKL, por sua vez, € uma citocina que pode induzir mecanismos de neuroinflamacao
quando atuante sobre os astrécitos, bem como é capaz de suprimir a resposta inflamatoria
quando atua sobre a microglia (ONO et al., 2020). Nesse cenério, a regulacao dos receptores de
TGF-B1 e do RANKL pela (R)-cetamina pode ser pertinente em doencas de base inflamatoria,
como a DM.

Além das biomoléculas acima discutidas, identificamos que a (R)-cetamina regula de
forma positiva diversas MAPKSs, as quais estdo envolvidas com vias de transducéo de sinal que
medeiam diversas fungdes celulares, como crescimento, diferenciagdo e sobrevivéncia celular
(WANG; MAO, 2019). A ativacao da via MAPK/ERK est4 associada ao aumento da sintese de
BDNF e de sua sinalizagdo, estimulando o processo de neuroplasticidade, o que poderia
justificar os efeitos mais potentes e duradouros da (R)-cetamina, evidenciados em estudos pre-
clinicos (YANG et al., 2018; YAO et al., 2022b). Ademais, o enantibmero (R) parece regular
de forma negativa o transportador de serotonina, conhecido como SERT, responsavel pela

recaptacdo desse neurotransmissor. Dessa forma, sugere-se que a infrarregulacdo do SERT
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possa promover 0 aumento de serotonina na fenda sindptica - mecanismo classicamente
explorado nos antidepressivos convencionais - sustentando o efeito antidepressivo da (R)-
cetamina. Esses resultados reforcam o envolvimento da neurotransmissdo glutamatérgica e da
neuroplasticidade nos efeitos antidepressivos dos trés farmacos estudados. Adicionalmente,
identificamos algumas particularidades na agdo da (R)-cetamina em relacdo a cetamina
racémica e a (S)-cetamina, o que nos levou a elaboragdo de um terceiro artigo, que compde o
capitulo 3 desta tese.

Neste trabalho, detectamos experimentalmente uma assinatura molecular subjacente a
resposta antidepressiva rapida da (R)-cetamina em um modelo animal que mimetiza a DM.
Ap0s cinco semanas, a exposicdo ao CVS induziu comportamento-tipo aned6nico nos ratos
Wistar suscetiveis ao estresse, identificado pela diminuicdo da preferéncia por sacarose em
relacdo aos animais controle e resilientes. Apesar da disfuncionalidade de varias regides
cerebrais na DM, altera¢Bes no funcionamento do CPF podem ser criticas devido ao seu papel
fundamental na modulacdo do comportamento e no controle da resposta ao estresse
(ARNSTEN, 2015). Sabe-se que a exposi¢do sustentada ao CVS induz mudancas funcionais no
circuito CPF-mesolimbico, podendo contribuir para a manifestacdo do comportamento tipo-
aneddnico (MCEWEN; MORRISON, 2013; STANTON et al., 2019). Além disso, 0 estresse
cronico representa um fator de risco significativo para a DM (KENDLER; KARKOWSKI,;
PRESCOTT, 1999; OTTE et al., 2016), sendo um estimulo ambiental amplamente utilizado
para reproduzir aspectos da neurobiologia dessa doenca em roedores, como a inducdo da
resposta inflamatdria e a hiperativacdo do eixo HPA (BOYLE et al., 2023). As anormalidades
resultantes do CVS podem incluir disfuncdo da neurotransmissdo glutamatérgica e da
sinaptogénese (DUMAN, 2014; SCOTTON et al., 2022).

As andlises de enriquecimento funcional realizadas no CPF dos animais com
comportamento tipo-anedonico destacaram processos bioldgicos complexos prejudicados apds
exposicdo ao CVS, os quais convergem para a fisiopatologia da DM, conforme descrito acima.
Dentre eles destacam-se o0 sistema imune, a resposta inflamatoria e a atividade de receptores
envolvidos na neurotransmissdo. A sinapse glutamatérgica, considerada o nucleo dos
mecanismos antidepressivos de acdo rpida, foi identificada como o componente celular mais
pronunciado pela analise. Além disso, a proteémica revelou uma diminuicdo da expresséo de
duas proteinas - Nptxr e Gal-1 - no CPF de animais com comportamento tipo-anedonico em
comparagdo ao grupo controle.

O Nptxr consiste em um receptor que viabiliza o agrupamento pés-sinaptico de

AMPARs em sinapses excitatorias, sendo fundamentalmente implicado nos processos de
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sinaptogénese (SIA et al., 2007) e plasticidade sinéptica (XU et al., 2003). Em contraste,
postula-se que o estresse cronico reduz a arborizacdo dendritica e a densidade dendritica no
CPF e no hipocampo de roedores (HARE; GHOSAL; DUMAN, 2017; LISTON et al., 2006;
VYAS et al., 2002), assim como promove a hipoconectividade da rede neuronal no CPF através
da diminuicdo da funcdo e da expressdao de AMPARs, resultando no comportamento tipo-
depressivo (LEE et al., 2022; WEI et al., 2016, 2018). O Nptxr também foi identificado como
um biomarcador de progressdo da AD, apresentando-se em maior nivel nos pacientes com
comprometimento cognitivo leve e em niveis reduzidos nos pacientes em estagio avancado de
doenca (HENDRICKSON et al., 2015; LLANO et al.,, 2017; SPELLMAN et al., 2015;
WILDSMITH et al., 2014). Em uma reviséo sistematica recente, Kriesche e colaboradores
demonstram uma correlacdo positiva entre o declinio cognitivo e 0 nimero de episddios
depressivos bem como a gravidade da doenca (KRIESCHE et al., 2023). Adicionalmente,
alteracdes cognitivas precoces parecem predizer uma pior resposta ao tratamento antidepressivo
(PARK etal., 2018), e 0 prejuizo de dominios cognitivos esta associado a resisténcia terapéutica
na DM (ETKIN et al., 2015). Assim, a diminuicdo da expressao de Nptxr pode estar associada
ao declinio neuronal como resultado da disfuncionalidade da neurotransmissao glutamatérgica
dependente de AMPAR e suas respectivas implicacGes bioldgicas.

Além disso, nossos resultados evidenciaram uma expressdo diminuida de Gal-1 em
animais com comportamento tipo-aned6nico em comparagao ao grupo controle. Essa proteina
desempenha um papel essencial na modulacdo da resposta inflamatoria e remodelamento de
tecidos danificados no SNC (AALINKEEL; MAHAJAN, 2016; VERSCHUERE et al., 2014).
Em nivel central, a Gal-1 atenua a microglia pré-inflamatéria (fen6tipo tipo M1), protegendo o
SNC da neurodegeneracdo induzida pela inflamacdo (STAROSSOM et al., 2012). Através da
ativacdo do antigeno leucocitario comum (CD45), seu ligante endégeno (WALZEL et al.,
1999), a Gal-1 regula negativamente a ativacdo de M1, e induz a ativacdo do fenotipo anti-
inflamatorio da microglia (M2) (STAROSSOM et al., 2012). Embora seus mecanismos
neuroprotetores nao sejam totalmente compreendidos, essa proteina parece atenuar a toxicidade
do glutamato (LEKISHVILI et al., 2006), além de aumentar a sintese e liberacdo de BDNF
(ENDO, 2005; QU et al., 2010; SASAKI et al., 2004). Devido a expressdo de BDNF ser
induzida pela Gal-1, sugere-se que essa proteina favoreca o crescimento de neuritos e a
conectividade sinaptica, processos prejudicados em transtornos psiquiatricos relacionados ao
estresse, como a DM (BONSACK; SUKUMARI-RAMESH, 2019; QU et al., 2010; SARTIM
et al., 2020; SASAKI et al., 2004). A luz das propriedades neuroprotetoras da Gal-1, a

modulacédo desta proteina pode resultar na diminuicdo da neuroinflamacdo e no aumento de
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BDNF, sugerindo que ela possa atuar como um novo alvo terapéutico para a DM e outras
doengas do SNC.

Adicionalmente, constatamos que uma unica administracéo de (R)-cetamina (20 mg/kg,
i.p.) foi capaz de reverter o comportamento tipo-anedénico em metade dos animais com esse
comportamento expostos & intervencdo farmacologica. Diversas evidéncias prévias
demonstram o efeito antidepressivo da (R)-cetamina (RAFALO-ULINSKA; PALUCHA-
PONIEWIERA, 2022; XIONG et al.,, 2019) em modelos animais de DM, mas, até onde
sabemos, o presente estudo é o primeiro a avaliar a resposta ao tratamento em animais com
comportamento tipo-anedonico, classificando-os como respondedores e ndo-respondedores a
(R)-cetamina. Ao compararmos o proteoma do CPF de ambos os grupos, identificamos alvos
envolvidos na modulacdo do estresse oxidativo, metabolismo energético, sinaptogénese,
arborizacdo dendritica, neuroinflamacgdo, expressdo génica e comprimento dos telémeros,
convergindo para temas biol6gicos amplamente documentados na fisiopatologia da DM. Dentre
eles, detectamos a expressao aumentada de sete DEPs: anexina 5 (Anxa5), regulador da via de
sinalizacdo TOR (Tiprl), alfa estéril e motivo TIR contendo 1 (Sarm1l), scaffold attachment
factor B (Safb), ribonucleoproteina heterogénea (HNRNP) C, HnRNP A2/B1l e Glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6pd), além da expressao diminuida de enzima mélica 1 (Mel) e tweety-
homolog 1 (Ttyh1) nos animais respondedores em comparacao aos nao-respondedores, as quais
serdo brevemente discutidas a seguir.

A Anxab consiste em uma proteina com papel neuroprotetor, sendo sua expressao
intimamente relacionada a modulacdo da resposta inflamatoria, incluindo a supressdo do
fendtipo microglial M1 e diminuicdo de niveis de citocinas pro-inflamatérias, como IL-1B e IL-
6 (GAO et al., 2023). Além disso, a Anxa5 exerce controle sobre a apoptose celular (EWING
et al., 2011) e apresenta funcdo antioxidante, diminuindo e aumentando, respectivamente, a
ativagcdo de vias reguladas pelo fator nuclear kB (NF-xB) e pelo fator nuclear-eritroide 2
relacionado ao fator 2 (Nrf2)(GAO et al., 2023; GIDROL et al., 1996; ZHANG et al., 2019).

Também identificamos um aumento da expressao de Tiprl - uma proteina reguladora da
proteina fosfatase 2A (PP2A) - em animais respondedores ao tratamento. A inibicdo de PP2A
por Tiprl pode estimular a sinalizacdo dependente da mTOR (NAKASHIMA et al., 2013) e
ERK (LETOURNEUX; ROCHER; PORTEU, 2006), vias que convergem para 0 aumento da
traducdo de proteinas sinapticas (como o BDNF), bem como com o aumento da arborizacéo
dendritica, desfechos previamente associados aos efeitos antidepressivos rapidos da (R)-
cetamina (DUMAN, 2014; HA; REDMOND, 2008; URBANSKA et al., 2012; VAILLANT et

al., 2002). Ao mesmo tempo foi detectada a expressao diminuida de Ttyh1, uma proteina com
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funcdo de canal de cloreto (HAN et al., 2019), previamente associada ao prejuizo da
plasticidade sindptica in vivo (STEFANIUK et al., 2010). Evidéncias indicam que o aumento
dessa proteina esta envolvido no processo de epileptogénese, sugerindo o envolvimento da
Ttyh1 na disfuncéo cerebral (LUKASIUK; KONTULA; PITKANEN, 2003; STEFANIUK et
al., 2010; STEFANIUK; LUKASIUK, 2010).

Em contrapartida, o aumento de Sarml, um membro da familia do receptor
Toll/interleucina-1 (TIR), esteve associado a resposta a (R)-cetamina. Essa proteina atua na
reducdo de citocinas inflamatorias (como a IL-18 e 0 TNF-a)) (LIN et al., 2014) e da plasticidade
sinptica (DEL REY et al., 2013; GRUBER-SCHOFFNEGGER et al., 2013), além de regular
a arborizagdo dendritica, o crescimento axonal e a polaridade neuronal (CHEN et al., 2011).
Sua expressdo reduzida em células neuronais leva a mudancgas na composicao de proteinas pés-
sinapticas, incluindo a subunidade de NMDAR - N1 (GIuN1) e N2A (GIuN2A) - o que lhe
confere um papel essencial na manutencdo da homeostase sinaptica glutamatérgica (LIN;
HSUEH, 2014).

Os neurdnios transcrevem um ndmero mais significativo de genes do que outros tipos
de células (DJEBALI et al., 2012) e, portanto, proteinas de ligacdo ao RNA (RBPs) devem ser
expressas em niveis elevados para coordenar o processamento do RNA (GERSTBERGER,;
HAFNER; TUSCHL, 2014). Nesse contexto, os animais respondedores a (R)-cetamina
apresentaram aumento na expressao de trés RBPs: Safb, HhNRNP A2/B1 e HnRNP C. Uma
analise protedmica prévia mostrou que Safb coordena genes envolvidos no processo de splicing,
funcionamento axonal e sindptico, bem como na regulacdo da densidade dendritica, sugerindo
que essa proteina age como um modulador chave de processos neuronais. O Safb também atua
sobre o splicing alternativo da molécula de ades&o de células neurais 1 (Ncam1), um regulador
central da funcdo sinaptica (GNANAPAVAN; GIOVANNONI, 2013). Ademais, como o papel
central dos HnRNPs na regulacdo da expressdo génica e do metabolismo celular confere
integridade aos processos biologicos, 0 bom funcionamento do SNC é altamente dependente de
suas funcdes (HUANG et al., 2017; LOW et al., 2021). Estudos anteriores mostraram que a
HnRNP A2/B1 regula a atividade da telomerase e pode estar envolvida na manutencdo da
estabilidade dos telémeros (HE; SMITH, 2009; THIBAULT et al., 2021). O comprimento dos
telomeros € um marcador de envelhecimento bioldgico, e telémeros mais curtos tém sido
associados a varios disturbios do SNC, incluindo a DM (RIDOUT et al., 2016). Além disso, um
menor comprimento dos teldmeros e a maior atividade da telomerase predizem uma resposta
pior ao tratamento com ISRSs (HOUGH et al., 2016; RAMPERSAUD et al., 2023). Dessa

forma, ao aumentar a expressao de HNRNP A2/B1, a (R)-cetamina modula um alvo que pode
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ser critico para a resisténcia ao tratamento. Demais achados apontam para a atuagdo de HNRNP
A2/B1 sobre genes envolvidos na projecéo de neuritos e no processo de mielinizacéo e projecéo
(BIAMONTI et al., 1994), semelhante a funcdo de HNRNP (IWATA et al., 2011).

A integridade bioquimica é vital para o funcionamento adequado do SNC. Devido ao
elevado consumo de oxigénio, conteddo rico em lipidios e alto metabolismo energético
(SALIM, 2017), juntamente com os niveis relativamente baixos de enzimas antioxidantes
(SOHAL; SOHAL; ULF, 1990), o SNC é altamente suscetivel ao estresse oxidativo. A
disfuncdo mitocondrial é uma anormalidade comum em pacientes com DM, juntamente com
alterac6es no metabolismo energético, desequilibrio redox, e dano celular via espécies reativas
de oxigénio (EROs) (RAPPENEAU; WILMES; TOUMA, 2020). Nesse contexto, a G6pd,
encontrada super expressa em animais respondedores a (R)-cetamina, € uma enzima essencial
na sintese de fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH), desempenhando um
papel chave na regulacdo do estresse metabolico e da inflamagdo (KUM-TATT; TAN; SEET,
1975; STANTON, 2012). Concomitante a expressdo aumentada de G6pd, identificamos a
diminuicdo da expressdo de Mel. Ambas as enzimas estdo significativamente envolvidas na
geracdo de NADPH através da via das pentoses, sugerindo que estas alteraces simultaneas na
atividade de G6pd e Mel podem refletir uma redistribuicéo do fluxo metabdlico, a fim de atingir
um estado redox fisioldgico.

Em suma, nossos resultados experimentais estdo alinhados com descobertas prévias,
mostrando que a exposi¢cdo ao CVS leva ao prejuizo da atividade glutamatérgica e a
mecanismos relacionados a neuroinflamagdo. De forma inovadora, a analise protedmica do
presente estudo identificou duas novas proteinas associadas ao comportamento tipo-aneddnico
(Nptxr e Gal-1), as quais apresentam papel crucial nos processos biolégicos acima
mencionados. Ainda, ao nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que avalia a resposta ao
tratamento com (R)-cetamina, incluindo a investigacdo do proteoma de animais respondedores
em comparagdo aos ndo respondedores. Nossos resultados sugerem novos potenciais alvos
terapéuticos associados com a resposta antidepressiva rapida a (R)-cetamina, incluindo o
aumento da expressdo de Anxab, Tiprl, Sarml, Safb, HhNRNP C, HhRNP A2/B1, G6pd, bem
como a diminuico da expressdo de Mel e Ttyhl. E importante destacar que todas as DEPs
mencionadas modulam processos classicamente documentados na DM, como 0 estresse
oxidativo, metabolismo energético, sinaptogénese, arborizacdo dendritica, neuroinflamacéo,
expressao génica e comprimento dos teldmeros, alguns ja explorados nos capitulos 1 e 2 desta

tese.
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Curiosamente, apesar de em nosso artigo experimental ndo termos identificado os
mesmos alvos da analise in silico, ao compararmos as biomoléculas reguladas especificamente
pela (R)-cetamina (descritas no capitulo 2), com as DEPs associadas a resposta ao tratamento
com (R)-cetamina (descritas no capitulo 3), é possivel destacar algumas convergéncias em
ambos resultados. A Gal-1, cuja expressdo estava diminuida nos animais com comportamento
tipo-anedénico, apresenta um papel anti-inflamatério importante, atenuando o fenotipo
microglial M1. Nesse sentido, identificamos que tanto a agdo do TGF-B1 sobre seus receptores
e RANKL (regulados positivamente pela (R)-cetamina) como a Anxa5 (cuja expressao foi
aumentada apo6s o tratamento com (R)-cetamina) apresentam como propriedade comum a
modulagédo da microglia, sugerindo uma atuacao direta sobre a neuroinflamagéo induzida pela
exposicdo sustentada ao estresse, dado congruente com mecanismos sumarizados em nosso
artigo de revisdo. Adicionalmente, os animais com comportamento tipo-aned6nico
apresentaram a diminuigdo da expressdo de Nptxr, um receptor que viabiliza 0 agrupamento
pos-sinaptico de AMPAR nas sinapses excitatorias, mecanismo essencial para o processo de
sinaptogénese e plasticidade sinaptica. Nesse contexto, as analises in silico identificaram que
as vias MAPK/ERK sdo reguladas positivamente pela (R)-cetamina, 0 que ja haviamos
discutido no capitulo 1, e nossos resultados experimentais apontaram para 0 aumento da
expressdo de Tiprl em animais respondedores ao tratamento com (R)-cetamina. Essa proteina
estimula indiretamente - pela regulagdo de PP2A - a sinalizacdo via ERK, aumentando a
traducdo de proteinas sinapticas, bem como a arborizacdo dendritica, mecanismos essenciais
para a ocorréncia do efeito antidepressivo rapido.

Por fim, ressaltamos que ndo foram identificadas diferencas entre o proteoma dos
animais com comportamento tipo-aneddnico tratados com salina e 0s animais que n&o
responderam ao tratamento com (R)-cetamina. Esse dado sugere que o tratamento com placebo
resultou em um perfil molecular altamente semelhante ao dos animais n&o-respondedores a (R)-
cetamina, reforcando a importancia de mais estudos que busquem marcadores de resposta
farmacologica, a fim de auxiliar no desenvolvimento de esquemas terapéuticos mais efetivos e

personalizados.
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5. CONCLUSAO

De acordo com as observacfes contidas nesta tese, fica evidente a complexidade
neurobiologica da DM e da DRT, bem como os multiplos fatores envolvidos em seu
desenvolvimento. Ao mesmo tempo, independente dos efeitos adversos intrinsecos a
administracdo da cetamina racémica e da (S)-cetamina, seu uso no manejo da DRT representou
um marco importante no avango farmacoldgico em psiquiatria. No ambito pré-clinico, a (R)-
cetamina parece promover uma resposta antidepressiva semelhante a cetamina e a (S)-cetamina,
com um melhor perfil de tolerabilidade, podendo representar uma alternativa terapéutica para
a DRT. Apesar de sua eficicia antidepressiva necessitar de maiores investigacdes clinicas,
estudos recentes demonstram indicios de resposta farmacologica em pacientes refratarios, além
de resultados encorajadores quanto ao perfil de seguranca da (R)-cetamina.

Com base nos trés capitulos que compdem esta tese, podemos inferir que 0s mecanismos
subjacentes a cetamina e seus enantibmeros convergem para temas bioldgicos extensivamente
documentados na fisiopatologia da DM, com destaque para a modulacdo da neurotransmissao
glutamatérgica, sinaptogénese e inflamacdo. O gatilho molecular associado as propriedades
antidepressivas desses farmacos envolve a inibicdo dos NMDARs (em diferente escala) seguida
pela ativacdo de AMPARSs. Contudo, nossos achados sugerem particularidades no mecanismo
de acdo da (R)-cetamina em comparacdo a cetamina racémica e a (S)-cetamina, como a
regulacdo positiva de receptores TGF-B1 e da via MAPK/ERK, e a regula¢do negativa de
RANKL e SERT, conforme discutido no capitulo 2. Além disso, a partir das analises
protebmicas explanadas no capitulo 3, identificamos uma assinatura molecular subjacente a
resposta rapida ao tratamento com (R)-cetamina em um modelo de CVS, caracterizada pelo
aumento da expressdo de Anxa5, Tiprl, Sarm1, Safb, HnRNP C, HnRNP A2/B1, G6pd, bem
como a diminuicdo da expressao de Mel e Ttyh1, lancando luz sobre novos alvos potenciais
para intervencdo farmacoldgica.

Em suma, os achados da presente tese nos permitem concluir que, apesar da (R)-
cetamina atuar como antagonista parcial dos NMDAR, mecanismos moleculares subsequentes
ao bloqueio desses receptores - como a modulacdo da neuroinflamacgéo e da sinaptogénese - sdo
centrais na ocorréncia do efeito antidepressivo rapido desse farmaco. Ainda, considerando os
resultados promissores a respeito do potencial terapéutico da (R)-cetamina e de seu perfil de
seguranga, mais estudos sdo necessarios para elucidar completamente seus mecanismos
envolvidos com a reversao do comportamento tipo-aneddnico, bem como para explorar os alvos

associados a resposta antidepressiva.
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ANEXOS

ANEXO A: Carta de aprovacio da Comissio de Etica no Uso de Animais - Projeto #41720

Comisséo de Etica no Uso de Animais - Aprovado em 11/03/2022

Projato N°: 41720 Titulo: AVALIACAQ DD EFEITO ANTIDEPRESSIVO RAPIDO DA R-CETAMINA EM
EQIOO'EWD\S{__‘STAR: ELUCIDANDO 05 MECANISMOS MOLECULARES

Area de conhecimento: Farmacalogia Inicio: 07/12/2021 Previsdo de conclusdo: 07/10/2023
Situacdo: Projeto em Andamento

Origem: Instituto de Ciéncias Basicas da Saii Projeto da linha de pesquisa: Neurofarmacclogia

de
Piograma de Pés-Graduacdo em Cléncias Bloldgicas: Farmacologia e
Terapéutica

Comiss3o De Etica No Uso De Animais aprovou o referido Projeto, em reunido realizada
em 07/03/2022 por meio remoto pela plataforma MConf, em seus aspectos éticos e
metodoldgicos, para a utilizacdo de 84 ratos Wistar, machos, de 60 dias provenientes do
Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratdrio da UFRGS, drgdo
auxiliar do CEUA e do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS), de acordo com os
preceitos das Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794
de 08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdao Animal (CONCEA), que
disciplinam a produgao, manutencdo e/ou utilizagdo de animais do filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem) em atividade de ensino ou pesquisa. Vigéncia do projeto
de 07 de dezembro de 2021 a 07 de outubro de 2023.
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ANEXO B: Artigos cientificos publicados em autoria ou coautoria durante o periodo do
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Anxiety disorders (ADs) are chronic conditions that often have their onset in childhood and adolescence.
Anxiety disorder Inflammation and oxidative stress markers have been associated with the vulnerability to ADs, however it is not
Inflammation known if ADs in childhood can influence these biomarkers levels longitudinally. This study aims to investigate a
Cytokines possible association between ADs and serum levels of IL-10, IL-6, IL-1B, TNF-a, BDNF, and protein carbonyl
;LD?\IF content, assessed after 5 years of follow-up. Moreover, we studied possible mediators for these associations,

including physical activity, metabolic markers and childhood trauma. From 240 individuals evaluated at
baseline, 73 were re-evaluated in the follow-up. Psychiatric diagnoses were assessed with the K-SADS or the
MINI and child trauma questionnaire (CTQ) to evaluate presence of trauma. We searched serum levels of IL-10,
IL-6, IL-1f and TNF-a (flow cytometry), BDNF (sandwich-ELISA) and carbonyl content in proteins (PCC
method). We found a significant direct association between ADs at baseline and log IL-6 (B = 0.34, S.E. = 0.11,
p = 0.002) and between AD and log BDNF (B = —0.10, S.E. = 0.05, p = 0.033) five years later. Searching for
possible mediators of these association, we found that levels of HDL-cholesterol (AB = —0.148) partially
mediated the association between ADs and IL-6. No significant mediators were found in the association between
ADs and BDNF. Moreover, this association is no longer significant after controlling for the presence of depres-
sion. Our results demonstrated that previous AD diagnosis was associated with higher levels of IL-6 in the follow-
up evaluation, suggesting that the presence of anxiety in childhood could influence altered inflammatory
markers.

HDL-Cholesterol

1. Introduction

Anxiety disorders (ADs) are the largest group of disabling mental
disorders in most western societies (Craske et al., 2017). The onset of
most ADs is during childhood, adolescence or early adulthood (Beesdo
et al., 2011; Creswell et al., 2014; Salum et al., 2011) and if untreated,
ADs tend to be chronic with waxing and waning course associated to

the co-occurrence of depression and several other conditions (Beesdo
et al.,, 2011, 2010). New studies have been designed to evaluate bio-
logical markers (biomarkers) with high predictive value to better un-
derstand the development of neuropsychiatric disorders, as well as to
include its use into the standard diagnostic procedure and to evaluate
preventive interventions (Cuthbert and Insel, 2013).

In line with this view, potential blood-based biomarkers, such as
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Effects of lithium on inflammatory and neurotrophic factors
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Obijective: To evaluate whether an animal model of mania induced by lisdexamfetamine dimesylate
(LDX) has an inflammatory profile and whether immune activation by lipopolysaccharides (LPS) has a
cumulative effect on subsequent stimuli in this model. We also evaluated the action of lithium (Li) on
inflammatory and neurotrophic factors.

Methods: Adult male Wistar rats were subjected to an animal model of mania. After the open-field
test, they were given LPS to induce systemic immune activation. Subsequently, the animals’ blood
was collected, and their serum levels of brain-derived neurotrophic factor and inflammatory markers
(tumor necrosis factor [TNF]-a, interleukin [IL]-6, IL-1B, IL-10, and inducible nitric oxide synthase
[INOS]) were measured.

Results: LDX induced hyperactivity in the animals, but no inflammatory marker levels increased
except brain-derived neurotrophic factor (BDNF). Li had no effect on serum BDNF levels but prevented
iNOS levels from increasing in animals subjected to immune activation.

Conclusion: Although Li prevented an LPS-induced increase in serum iNOS levels, its potential anti-

inflammatory effects in this animal model of mania were conflicting.

Keywords: Bipolar disorder; mania; lithium; inflammation; lisdexamfetamine dimesylate

Introduction

Bipolar disorder is a severe psychiatric disorder affecting
1-4% of the population.” Bipolar disorder is also associ-
ated with high rates of medical comorbidities,? such as
autoimmune disorders, cardiovascular disease, and meta-
bolic dysfunction.® The connection between bipolar dis-
order and these comorbidities seems to involve multiple
biological pathways, among which inflammation stands
out as a pivotal pathophysiological mechanism.

A recent study by Leboyer et al. suggested that low-
grade inflammation may be present in bipolar patients,
based on alterations in peripheral and central inflamma-
tory markers, which could be associated with damage
to the central nervous system (CNS).* A meta-analysis of
30 studies found that pro-inflammatory, anti-inflammatory,
and regulatory cytokines are activated in bipolar disorder,
although their precise role in the pathophysiology of this
mental disorder remains unknown.® Inducible nitric oxide
synthase (iNOS) is involved in the production of a great
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amount of nitric oxide (NO) for sustained periods of time
and has been linked to inflammation and the potential
damaging actions of NO. In a study by Savas et al., higher
plasma NO levels were found in bipolar patients than
healthy subjects.®

Lithium (Li), the gold standard treatment for bipolar
disorder, has been implicated in immune system modula-
tion since the pioneering work of Horrobin & Lieb in the
early 1980s.” Since then, the effects of Li on inflammation
have been investigated in a number of studies. One of
them found fewer cytokine-secreting cells (interleukin [IL]-6,
IL-10, IL-2, and interferon [IFN]-y) in bipolar patients after
chronic Li treatment, suggesting that Li may normalize
immune activation.®

In addition to its effects on inflammation, Li acts on
other biological pathways related to oxidative stress and
neurotrophins,® probably helping to delay illness progres-
sion. Neurotrophins are essential for CNS development
and maintenance. Among them is the brain-derived neuro-
trophic factor (BDNF), which is widely distributed in the
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ABSTRACT

Prolonged activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis and sustained increase of glucocorticoids
have been evidenced in major depression and are related to changes involving neurotrophins and markers of
oxidative stress in response to inflammation. This study aimed to evaluate central measures of brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), oxidative damage and total antioxidant capacity in rats submitted to chronic un-
predictable mild stress (CUMS), as well as to investigate the relationship between BDNF levels and differentially
processes. For this purpose, male Wistar rats were submitted to CUMS for six weeks. Based on a sucrose pre-
ference test (SPT), the animals were divided into anhedonic or non-anhedonic clusters. Afterwards, forced swim
test (FST) and open field test (OFT) were performed, and the animals were euthanized. Brain tissue was col-
lected, followed by quantification of oxidative damage, total antioxidant capacity and BDNF levels. Anhedonic
behavior was evidenced in stress-susceptible animals through decreased sucrose preference. No differences were
found in FST or OFT results. We observed increased BDNF levels in the hippocampus (HPC) of animals exposed
to the CUMS protocol, accompanied by decreased total antioxidant capacity, despite the absence of oxidative
damage to lipids and proteins. Moreover, we used a bioinformatics approach to identify proteins involved in
oxidative stress and inflammation pathways, which were differentially expressed in anhedonic animals from
other studies with similar experimental protocol. expressed proteins (DEP) involved in oxidative stress and
inflammatory biological Anhedonic behavior was associated with peroxiredoxin-1 (PRDX-1) up-regulation and
down-regulation of proteins involved with apoptotic and inflammation signaling (RELA, ASK-1 and TAK-1) in
the HPC. Taken together, these data suggest that BDNF and PRDX-1 might be involved in initial stress response,
playing a compensatory role by preventing oxidative damage to lipids and proteins through the modulation of
antioxidant defense after CUMS in anhedonic animals.

1. Introduction

as a high risk of suicide [1-3]. Anhedonia is a clinical hallmark of MDD,
which is characterized by a lack of pleasure and loss of reactivity to

Major depressive disorder (MDD) is a severe, chronic, highly dis- positive stimuli [4,5]. Individuals with MDD exhibit functional im-
abling psychiatric disorder often associated with comorbidities, as well pairment and poor quality of life, which are important outcomes for

* Corresponding author at: Department of Psychiatry, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto alegre, RS, Brazil.

E-mail addresses: ellensc7 @hotmail.com (E. Scotton), rcolombol@ucs.br (R. Colombo), reis.jessica96@gmail.com (J.C. Reis),
gabrielappossebon@gmail.com (G.M.P. Possebon), gh231483@gmail.com (G.H. Hizo), f.e.valiati@gmail.com (F.E. Valiati), lupgea@gmail.com (L.P. Géa),
giubristot@gmail.com (G. Bristot), msalvado@ucs.br (M. Salvador), tuanimendes@yahoo.com.br (T.M. Silva), aeggodoy@gmail.com (A.E. Guerra),
tflopes@hcpa.edu.br (T.F. Lopes), adrianerrosa@gmail.com (A.R. Rosa), maukunz@gmail.com (M. Kunz).

https://doi.org/10.1016/j.bbr.2019.112245

Received 14 March 2019; Received in revised form 4 September 2019; Accepted 16 September 2019

Available online 17 September 2019

0166-4328/ © 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/01664328
https://www.elsevier.com/locate/bbr
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2019.112245
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2019.112245
mailto:ellensc7@hotmail.com
mailto:rcolombo1@ucs.br
mailto:reis.jessica96@gmail.com
mailto:gabrielappossebon@gmail.com
mailto:gh231483@gmail.com
mailto:f.e.valiati@gmail.com
mailto:lupgea@gmail.com
mailto:giubristot@gmail.com
mailto:msalvado@ucs.br
mailto:tuanimendes@yahoo.com.br
mailto:aeggodoy@gmail.com
mailto:tflopes@hcpa.edu.br
mailto:adrianerrosa@gmail.com
mailto:maukunz@gmail.com
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2019.112245
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.bbr.2019.112245&domain=pdf

Journal of Psychiatric Research 121 (2020) 207-213

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jpsychires

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Psychiatric Research

Decoding rumination: A machine learning approach to a transdiagnostic
sample of outpatients with anxiety, mood and psychotic disorders

Check for
updates

z

Erico de Moura Silveira Junior™", Ives Cavalcante Passos®, Jan Scott”, Giovana Bristot®,
Ellen Scotton?, Lorenna Sena Teixeira Mendes?, Ana Claudia Umpierre Knackfuss,
Luciana Gerchmann®, Adam Fijtman®, Andrea Ruschel Trasel”, Giovanni Abrahao Salum?,

Mércia Kauer-Sant’Anna®

2 Laboratory of Molecular Psychiatry, Graduate Program in Psychiatry, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil

Y Professor at the Academic Psychiatry, Institute of Neuroscience, Newcastle University, Newcastle upon Tyne, UK

¢ Graduate Program in Biochemistry, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil

d Section on Negative Affect and Social Processes, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Department of Psychiatry, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,

RS, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Objective: To employ machine learning algorithms to examine patterns of rumination from RDoC perspective
Rumination and to determine which variables predict high levels of maladaptive rumination across a transdiagnostic sample.
Brooding Method: Sample of 200 consecutive, consenting outpatient referrals with clinical diagnoses of schizophrenia,
Machine learning schizoaffective, bipolar, depression, anxiety disorders, obsessive compulsive and post-traumatic stress. Machine
E;Ef::agnosm learning algorithms used a range of variables including sociodemographics, serum levels of immune markers (IL-
Schizophrenia 6, IL-1f3, IL-10, TNF-a and CCL11) and BDNF, psychiatric symptoms and disorders, history of suicide and hos-
Depression pitalizations, functionality, medication use and comorbidities.

Worry Results: The best model (with recursive feature elimination) included the following variables: socioeconomic
Anxiety status, illness severity, worry, generalized anxiety and depressive symptoms, and current diagnosis of panic
disorder. Linear support vector machine learning differentiated individuals with high levels of rumination from
those ones with low (AUC = 0.83, sensitivity = 75, specificity = 71).
Conclusions: Rumination is known to be associated with poor prognosis in mental health. This study suggests
that rumination is a maladaptive coping style associated not only with worry, distress and illness severity, but

also with socioeconomic status. Also, rumination demonstrated a specific association with panic disorder.

1. Introduction

The Research Domain Criteria (RDoC) initiative, proposed by the
National Institute of Mental Health, indicated that research needed to
based on the trans-diagnostic investigation of many variables (e.g.
genes, molecules, cells, neural circuits, physiology) associated with
constructs related to motivation, cognition and social behavior (NIMH,
2018; RDoC, 2018). Since the publication of this initiative, many re-
searchers have begun to investigate symptoms as dimensional variables
co-responsible for the high comorbidity of the mental disorder diag-
noses. In this way, stand out the cognitive-emotional regulation factors
such as rumination, worry, BDNF, inflammatory markers and others
since there are several studies showing association of these factors with
different mental disorders, being clear that such symptoms/traits are

not specific to any of them (Kircanski et al., 2015).

Response Styles Theory is the most widely applied theoretical ap-
proach to study rumination. Its theoretical framework argue that ru-
mination involves repetitive and self-focused thinking which are not
necessarily engaged in solving the problems that initially gave rise the
phenomenon (Nolen-Hoeksema et al., 2008), categorized as maladap-
tive, namely brooding (Treynor et al., 2003). In contrast, another do-
main of rumination named reflective pondering, has been often corre-
lated with a coping strategy, in which a reflexive thinking about past
events and about its associated feelings would evolve to a kind of
‘distancing’ from that followed by active problem-solving (Nolen-
Hoeksema, 2000). This study adopted the term rumination as a sy-
nonym of brooding.

It is noteworthy that at least two other theories of the evolution and
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The prevalence of psychiatric disorders has increased in recent years. Among existing mental disorders, major depressive disorder
(MDD) has emerged as one of the leading causes of disability worldwide, affecting individuals throughout their lives. Currently,
MDD affects 15% of adults in the Americas. Over the past 50 years, pharmacotherapy, psychotherapy, and brain stimulation
have been used to treat MDD. The most common approach is still pharmacotherapy; however, studies show that about 40% of
patients are refractory to existing treatments. Although the monoamine hypothesis has been widely accepted as a molecular
mechanism to explain the etiology of depression, its relationship with other biochemical phenomena remains only partially
understood. This is the case of the link between MDD and inflammation, mitochondrial dysfunction, and oxidative stress.
Studies have found that depressive patients usually exhibit altered inflammatory markers, mitochondrial membrane
depolarization, oxidized mitochondrial DNA, and thus high levels of both central and peripheral reactive oxygen species (ROS).
The effect of antidepressants on these events remains unclear. Nevertheless, the effects of ROS on the brain are well known,
including lipid peroxidation of neuronal membranes, accumulation of peroxidation products in neurons, protein and DNA
damage, reduced antioxidant defenses, apoptosis induction, and neuroinflammation. Antioxidants such as ascorbic acid,
tocopherols, and coenzyme Q have shown promise in some depressive patients, but without consensus on their efficacy. Hence,
this paper provides a review of MDD and its association with inflammation, mitochondrial dysfunction, and oxidative stress and
is aimed at thoroughly discussing the putative links between these events, which may contribute to the design and development
of new therapeutic approaches for patients.

cognitive behavioral therapy, while for moderate to severe
cases, antidepressants are indicated [1]. The full benefit of
the medications occurs 4 to 6 weeks after initiation of admin-

Major depressive disorder (MDD) is a public health problem
characterized as a mental disorder and is one of the leading
causes of occupational or social disability worldwide.
According to the World Health Organization [1], 322 million
people are affected by this disorder, which is currently more
predominant among women than men.

First-line treatment for depression includes talk thera-
pies, antidepressant medications, or a combination of both.
Patients suffering from mild depression are indicated for

istration [2].

Less than half of patients worldwide (in many countries,
representing less than 10%) receive these treatments. In
addition, other difficulties include lack of resources and/or
skilled professionals, diversity of clinical manifestations,
social stigma associated with mental disorders, and inaccu-
rate assessment [1]. Despite the approaches available to treat
MDD, only about one-third of depressed patients achieve
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