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RESUMO

As causas e mecanismos biologicos do transtorno depressivo maior
(TDM) sdo multifatoriais. Possivelmente, como consequéncia da
heterogeneidade de fatores, as respostas aos tratamentos sdo ainda
bastante inconsistentes, exigindo um longo periodo para estabelecer uma
resposta terapéutica e, ainda, um grande percentual de pacientes é
refratdrio aos antidepressivos classicos ou outras estratégias
terapéuticas. O estresse no inicio da vida e alguns mecanismos
fisiologicos inerentes a ele parecem envolvidos na depressdo resistente a
tratamentos (DRT). A quetiapina, um antipsicdtico atipico, exerce
resposta terapéutica e induz alteragdes fisiologicas que parecem
subjacentes @ DRT. Portanto, o objetivo deste estudo foi analisar em
estruturas cerebrais o efeito do tratamento agudo e cronico (14 dias)
com quetiapina sobre pardmetros bioquimicos que refletem as atividades
dos complexos enzimaticos da cadeia respiratoria mitocondrial (CRM),
da enzima creatina quinase (CK) e o estresse oxidativo. Além disso,
avaliar o efeito da administracdo aguda e cronica da quetiapina sobre o
comportamento semelhante a depressdo no teste de natagdo forgada
(TNF) e do tratamento cronico (14 dias), no comportamento tipo
depressivo de ratos submetidos a privacdo materna (PM), bem como
sobre atividades enzimaticas de histonas acetiltransferases (HAT),
histonas desacetilases (HDAC) e DNA metiltransferases (DNAMT) nos
animais submetidos a PM. A atividade enzimatica da CRM variou de
acordo com a concentragdo de quetiapina (20, 40 ou 80 mg/kg), a regido
cerebral e o tratamento agudo (uma injecdo i.p.) ou cronico (14 dias). De
uma forma geral a atividade dos complexos I a III foi aumentada,
especialmente apds a administracdo aguda. A administragdo aguda
aumentou a atividade do complexo IV e da CK na amigdala, enquanto o
complexo I foi inibido no coértex pré-frontal e no nticleo accumbens. A
quetiapina reduziu o tempo de imobilidade no TNF apds o tratamento
agudo (20 mg/kg). Apos o tratamento cronico, a quetiapina reduziu o
tempo de imobilidade e aumentou o tempo de escalada. Sobre os
parametros do estresse oxidativo, o tratamento agudo (20 mg/kg)
reduziu a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) na amigdala.
Apds tratamento cronico (14 dias), a MPO foi reduzida na amigdala,
cortex pré-frontal e hipocampo.






Também, apds tratamento cronico, os niveis de espécies reativas ao
acido tiobarbitirico (TBARS) foram reduzidos na amigdala e nucleo
accumbens, ¢ o contetdo de proteinas carbonilas foi reduzido no cortex
pré-frontal. A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)
aumentou no nucleo accumbens, apds os tratamentos agudo e cronico. A
atividade catalase (CAT) aumentou no cortex pré-frontal apoés o
tratamento agudo e no nicleo accumbens apds os tratamentos agudo e
cronico. A concentragdo de nitrito/nitrato reduziu no cortex pré-frontal
apos tratamento cronico. O estresse da PM induziu um comportamento
tipo depressivo, aumentando a imobilidade no TNF e também aumentou
atividade da HDAC e da DNAMT no hipocampo e nucleo accumbens.
O tratamento crénico com a quetiapina (20mg/kg) reduziu a imobilidade
no TNF e a atividade da DNAMT no hipocampo. Os resultados indicam
que a quetiapina tem um perfil antioxidante e apresenta efeito
possivelmente benéfico sobre a CRM. A quetiapina promoveu efeito do
tipo antidepressivo e, nos animais PM, também interferiu positivamente
em mecanismos epigenéticos hipocampais, um fendémeno que,
possivelmente, esta associado a atividade transcricional no hipocampo.

Palavras-chave:  quetiapina;  depressdo; cadeia  respiratoria
mitocondrial; estresse oxidativo; privagdo materna; epigenética.






ABSTRACT

The biological mechanisms of major depressive disorder (MDD) are
multifactorial. Possibly, as a consequence of the heterogeneity of
factors, terapeutic responses tipically take a long time to occur. In
addtion, many patients do not respond to the classical antidepressants.
Stress in early life and some physiological mechanisms associated to
stress appear to be involved in treatment-resistant depression (TRD).
Quetiapine, an atypical antipsychotic, exerts therapeutic response and
induces physiological changes that seem to underlie the TRD.
Therefore, the aim of this study was to analyze the effects of acute and
chronic treatments with quetiapine on biochemical parameters, such as
activities of the enzymatic complexes of the mitochondrial respiratory
chain (MRC), creatine kinase (CK) enzyme and oxidative stress in the
rat brain. Also, we evaluated the effects of acute and chronic
administration of quetiapine on depressive-like behavior in forced
swimming test (FST) and chronic treatment in depressive-like behavior
of animals subjected to maternal deprivation (MD), as well as the
activities of histone acetyl transferases (HAT), histone deacetylases
(HDAC) and DNA methyltransferases (DNAMT) in MD rats. The
enzymatic activity of MRC was altered according to the concentration of
quetiapine (20, 40 or 80 mg/kg), and brain region. Complex I-1II activity
was increased, especially after acute quetiapine administration. Acute
administration increased the activity of complex IV and CK in the
amygdala, while the complex I was inhibited in the prefrontal cortex and
nucleus accumbens. Quetiapine reduced the immobility time in the FST
after acute treatment. After chronic treatment quetiapine reduced the
immobility time and increased climbing time. Acute treatment (20
mg/kg) reduced the activity of the myeloperoxidase enzyme (MPO) in
the amygdala. After chronic treatment (14 days), MPO was reduced in
the amygdala, prefrontal cortex and hippocampus. Also, after chronic
treatment, the levels of thiobarbituric reactive species (TBARS) were
reduced in the amygdala and nucleus accumbens, and the carbonyl
protein content was reduced in the prefrontal cortex. The superoxide
dismutase (SOD) enzyme activity increased in the nucleus accumbens
after acute and chronic treatments. The catalase (CAT) activity
increased in the prefrontal cortex after acute treatment and in the






nucleus accumbens after acute and chronic treatments. The
concentration of nitrite/nitrate was reduced in the prefrontal cortex after

chronic treatment. The MD stress induced depressive-like behavior,
increasing immobility time in the FST, and increased the activity of
HDAC and DNAMT in the hippocampus and nucleus accumbens.
Treatment with quetiapine (20 mg/kg) reduced the immobility in the
FST and DNAMT activity in the hippocampus. The results indicate that
quetiapine has an antioxidant profile and possibly exerts beneficial
effect on the MRC. Quetiapine promoted antidepressant-like effect and
positively altered hippocampal epigenetic mechanisms of MD rats, a
phenomenon that is possibly associated with transcriptional activity in
the hippocampus.

Keywords: quetiapine; depression; mitochondrial respiratory chain;
oxidative stress; maternal deprivation; epigenetics.
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1 INTRODUCAO

1.1 DEPRESSAO

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), o transtorno
depressivo maior (TDM) ocupava em 2004 o primeiro lugar no ranque
das principais causas de incapacitagdo ndo fatal, o terceiro lugar em
carga global de incapacidade e a estimativa é que ocupard o primeiro
lugar em 2030, entre as doencgas com maior carga global (WHO 2008).

O TDM ¢é um transtorno grave que tem enormes prejuizos para
a qualidade de vida das pessoas e ¢ uma das formas mais prevalentes de
doenga mental (Larsen et al., 2010). Além disso, pacientes que sofrem
de depressdo severa apresentam altas taxas de morbidade e mortalidade,
com consequéncias econOmicas e sociais profundas (Nemeroff e
Owens, 2002). Além dos sérios prejuizos aos quais o paciente ¢
submetido durante o estado depressivo, ¢ importante destacar que a
depressdo ¢ uma doenga cronica e recorrente (Keller et al., 1992;
Mueller et al, 1999), frequentemente cursando com constante
preocupagio e expectativas ruins. E importante também enfatizar que o
TDM ¢ altamente predisponente ao suicidio (Cuijpers e Smit, 2002).

A patogénese do TDM e os mecanismos de acdo dos
antidepressivos disponiveis para uso atualmente na clinica ainda nio
sdo claramente entendidos (Leuchter et al., 2010). Os estudos apontam
que o TDM envolve causas e mecanismos bioldgicos multifatoriais,
envolvendo fatores genéticos e ambientais e a interagdo entre esses
fatores (Caspi et al., 2003; Ignacio et al., 2014). Possivelmente, como
consequéncia da heterogeneidade de fatores, as respostas aos
tratamentos sdo ainda bastante inconsistentes (Belmaker e Agam,
2008). Comorbidades e uma relagdo bidirecional com diversas
patologias sdo apontadas em varios estudos, sendo que entre elas estdo:
dor, diabetes, doencas cardiacas, alteragbes autoimunes, além de
prejuizos cognitivos associados (Demyttenaere et al., 2006; Barnes et
al., 2006; Weissman et al., 2006; aan het Rot et al., 2009).
Adicionalmente, a depressdo apresenta comorbidade com vérios
transtornos psiquidtricos, sendo que algumas das comorbidades
parecem estar envolvidas na pobre resposta a tratamentos com
antidepressivos classicos (De Carlo et al., 2016).

Varios estudos mostram que o TDM tem um componente
familiar altamente prevalente (Marazita et al., 1997; Holmans et al.,
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2007), com a herdabilidade transcorrendo em varias geragdes, com
indicativos precoces na vida das, em grande parte na adolescéncia
(Weissman et al., 2005; Weissman et al., 2006). Entretanto, como em
outros transtornos psiquiatricos, o TDM mais frequentemente pode
estar associado a fendmenos genéticos mais complexos, como a
epistasia e a epigenética (Burmeister, 1999; Igndcio et al., 2014).

O entendimento acerca dos sistemas de neurotransmissio,
como base subjacente aos mecanismos fisiopatologicos do TDM,
emergiu a partir da acdo na recaptacdo de monoaminas, exercida por
substancias com efeito antidepressivo, culminando posteriormente na
hipétese monoaminérgica, formulada em meados dos anos 1960
(Belmaker, e Agam, 2008). Esta hipotese sugere que a depressdo
envolve uma deficiéncia ou desequilibrio nos neurotransmissores
monoaminérgicos, tais como dopamina, serotonina (5-HT) e
norepinefrina (NE). Entre os agentes terapéuticos, os antidepressivos
triciclicos (ATC), inibidores da monoamina oxidase (IMAO) e
inibidores seletivos da recapta¢do da serotonina (ISRS) exercem sua
acdo terapéutica através de sua capacidade em aumentar o conteido
sinaptico dos neurotransmissores monoaminérgicos (Morilak e Frazer,
2004). Embora as agdes dos farmacos mais utilizados na clinica
envolvam o sistema monoaminérgico, o efeito terapéutico apo6s longo
prazo de tratamento parece estar associado a mecanismos celulares e
bioquimicos ainda bastante desconhecidos. Evidéncias indicam que os
fatores neurotroficos e neurogénicos mediam as adaptacdes neurais
envolvidas na resposta de longo prazo apds o uso croénico dos
antidepressivos classicos (Schmidt et. al., 2008; Hodes et al., 2010;
Ignacio et al., 2014).

Considerando o longo tempo de laténcia para o efeito
terapéutico, os efeitos colaterais e o fato de um niimero significativo de
pacientes ndo responderem aos tratamentos com os antidepressivos
disponiveis atualmente, as pesquisas devem focalizar sobre a
necessidade de novos agentes terapéuticos com agdo rapida e que sejam
mais seguros e efetivos para o tratamento do TDM (Berton e Nestler,
2006).

Recentemente, muitas pesquisas t€ém propiciado emergir novas
teorias sobre a fisiopatologia da depressdo e possiveis mecanismos de
acdes dos antidepressivos, considerando os processos neurobiologicos
subjacentes a plasticidade neuronal e sinaptica e os fatores convergentes
entre todas as evidéncias (Sanacora et al., 2008; Zarate ¢ Manji, 2008).
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Portanto, a investigacdo pré-clinica de mecanismos subjacentes a agdo
de farmacos ja utilizados na clinica, além de contribuir para desvendar
0s mecanismos fisiopatologicos, ¢ um meio importante para descobertas
de novos agentes com possibilidades de maior eficacia, menos efeitos
colaterais e que possam ser responsivos a todos ou, se ndo, a um numero
bem maior de pacientes que sofrem de TDM.

1.2 DEPRESSAO E MODELOS ANIMAIS

Ao longo dos ultimos 50 anos muitos modelos animais de
depressdo foram desenvolvidos, os quais tem se mostrado cruciais para
as descobertas e desenvolvimento de farmacos efetivos clinicamente
para o transtorno (McArthur e Borsini, 2006). Em algumas doengas
neurologicas, como o Parkinson, Alzheimer ou Huntington, os modelos
animais tém se apresentado com bastante vantagens, tendo em vista
principalmente, porque algumas caracteristicas genéticas ja sdo
conhecidas, enquanto que nos transtornos de humor, os critérios de
validade quase sempre ndo estdo presentes em um Unico modelo
(Nestler et al., 2002; Cryan et al., 2002).

Hé bastante tempo também que a ciéncia vem discutindo e
propondo caracteristicas para que os modelos animais de pesquisa
possam ser transponiveis para a espécie humana. Desta forma, alguns
critérios foram teorizados e exigidos para a validade de um modelo na
pesquisa cientifica. Entre alguns fendmenos ja discutidos, um modelo
valido de transtorno psiquiatrico deve apresentar trés critérios: validade
de face, a qual determina que o modelo deve evidenciar nos animais,
similaridades com o fendtipo do transtorno avaliado; validade de
constructo, cuja exigéncia ¢ que o modelo possa reproduzir alguns
aspectos fisiopatologicos do transtorno; e validade preditiva, a qual
preconiza que o modelo deve permitir a extrapola¢do do efeito de uma
manipulagcdo experimental de uma espécie para outra, como por
exemplo, os efeitos de agentes farmacologicos (van der Staay et al.,
2009; Abelaira et al., 2013).

Existem alguns modelos animais de depressdo, através dos
quais a investigagdo de novos agentes farmacoldgicos ¢ um dos
principais objetivos (McArthur e Borsini, 2006), além da investigacdo
de mecanismos fisiopatoldgicos do transtorno (Nestler et al., 2002;
Cryan e Slattery, 2007). Entretanto, um dos mais amplamente utilizados,
o teste de natacdo forcada ou modelo de desespero comportamental
(Cryan e Holmes, 2005) ndo ¢ essencialmente um modelo animal de
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depressdo, mas um teste comportamental com potente validade preditiva
(Yan et al., 2010). Esse teste foi descrito inicialmente por Porsolt et al.
(1977a), quando os pesquisadores observaram o desespero
comportamental de ratos confinados em um cilindro com agua. Nesse
teste os animais nadam vigorosamente e escalam as paredes, tornando-se
imoveis posteriormente. Os mesmos autores verificaram que agentes
antidepressivos como também os choques eletroconvulsivos reduziram a
imobilidade de ratos e camundongos, mostrando que o procedimento ¢é
sensivel a antidepressivos (Porsolt et al., 1977a; Porsolt et al., 1977b).
Intimeros estudos vém mostrando que agentes antidepressivos reduzem
a imobilidade dos animais (Cryan e Slattery, 2007; Garcia et al., 2008a;
Réus et al., 2011), caracterizando um modelo com validade preditiva
(Abelaira et al., 2013). Além disso, o proprio teste é um potente
estressor e também ¢ sensivel a alteragdes comportamentais geradas por
outros estressores ou condigdes fisiologicas que podem estar subjacentes
a depressdo (Bogdanova et al., 2013).

Outro modelo comportamental, o estresse de privacdo materna
em roedores, foi proposto por Levine et al. (1956), com objetivo de
comparar os efeitos de longa duracdo que ocorrem em pessoas que
sofreram estresse traumatico na infancia, como abandono, negligéncia
de cuidados, abuso sexual, entre outros eventos estressantes. Muitos
estudos vém utilizando o modelo com o objetivo de avaliar alteragdes
comportamentais € mecanismos biologicos envolvidos na depressio,
mostrando que o modelo pode estar inerente a alteragoes em diversos
mecanismos fisiologicos (Levine, 2001; Pryce et al., 2002; McArthur e
Borsini, 2006; Réus et al., 2013; Réus et al., 2015). Um aspecto de
fundamental importancia é o fato de que o estresse no inicio da vida
parece estar envolvido na pobre resposta a tratamentos antidepressivos,
tanto em humanos (Nanni et al., 2012; Williams et al., 2016), quanto em
animais submetidos ao protocolo de privacdo materna (Zhang et al.,
2015). Portanto, o protocolo de privacdo materna torna-se importante
para o estudo de caracteristicas bioldgicas e procedimentos terapéuticos
direcionados a terapias mais efetivas a pacientes com depressdo
resistente a tratamentos (TRD).

1.3 REGIOES CEREBRAIS ENVOLVIDAS NA DEPRESSAO

Estudos clinicos e pré-clinicos tém evidenciado perda neuronal
e atrofia cerebral como resultado de estresse e depressdo. As areas que
mais sofrem os efeitos do estresse sdo o hipocampo, principalmente as
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areas piramidais CA3 (Sapolsky, 1996), e o cortex pré-frontal (Drevets
et al.,, 1997; Duman et al., 1999; Abdallah et al., 2016). O estresse
também diminui a neurogénese no giro denteado de animais adultos
(Gould et al., 1997). Esses efeitos danosos decorrentes do estresse
podem contribuir para a redu¢do do volume do hipocampo e cortex pré-
frontal, registrado em pacientes com depressdo ou com transtorno de
estresse pos-traumatico (Bremner et al., 1995; Sheline et al., 1996;
Drevets et al., 1997). Estudos com pacientes que apresentaram
depressdo em diferentes estdgios da vida, mostraram que o transtorno
quando iniciado em fase mais jovem esta relacionado com maior
redug¢do do hipocampo, enquanto que pacientes que apresentaram o
primeiro episodio em fase mais tardia, tiveram maior redugdo do cortex
entorinal, sugerindo que as areas cerebrais afetadas podem estar
relacionadas com a idade de inicio e o tempo de curso da depressdo
(Gerritsen et al., 2011).

Estudos de ressondncia magnética (MRI) mostram
consistentemente que o tamanho do cortex pré-frontal é reduzido em
pacientes adultos com TDM, em comparacdo com individuos saudaveis.
Dados de estudos post-mortem apoiam esta conclusdo e sugerem que as
células da glia podem, pelo menos em parte, contribuir para o tamanho
total reduzido da regido (Ongur et al., 1998).

Ao contrario do cortex pré-frontal e do hipocampo, os quais tém
a atividade e volume reduzidos no TDM, a amigdala possui a atividade e
a morfologia aumentadas (Drevets, 2003). Adicionalmente, estudos de
imagem mostraram um aumento no volume da amigdala em pacientes
(Bremmer et al., 2000; Lange e Irle, 2004) e em parentes de primeiro
grau de individuos com TDM (Romanczuk-Seiferth et al., 2014). O
estresse aumentou a plasticidade sindptica e a fungdo de neurdnios na
amigdala, um efeito distinto da atrofia encontrada no hipocampo e
cortex pré-frontal. Além disso, o tratamento com antidepressivos
produziu efeito oposto ao produzido pelo estresse nas estruturas
limbicas. Essas alteracdes encontradas na amigdala podem contribuir
para a ativacdo de circuitos neurais que controlam o medo, a ansiedade e
a emocdo (Pittenger e Duman, 2008).

Outra estrutura cerebral na qual a neuroplasticidade pode estar
relacionada aos efeitos do estresse ¢ aos sintomas da depressdo € o
estriado ventral, incluindo o nucleo accumbens. O nicleo accumbens
desempenha um papel central nos mecanismos de recompensa ¢ ja
foram mostradas alteragdes estruturais e funcionais no TDM, as quais
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foram relacionadas aos sintomas de anedonia (Dunn et al., 2002; Nestler
e Carlezon, 20006).

Os dados das pesquisas com relagdo a plasticidade neural
mostram que o estresse pode exercer diversos efeitos em diferentes
regides e fungdes cerebrais, um fato que impulsiona as pesquisas na
busca dos mecanismos subjacentes aos diversos efeitos do estresse.
Entre os diversos mecanismos neurais, a fun¢do de neurotransmissores,
além dos monoaminérgicos, como também, mecanismos celulares de
acdo, fatores neurotréficos e plasticidade neuronal, de acordo com a
evolucdo das pesquisas, parece formar um conjunto importantissimo de
mecanismos para a compreensao da fisiopatologia do TDM.

1.4 PLASTICIDADE, FATORES NEUROTROFICOS E DEPRESSAO

Nos ultimos anos, um nimero significativo de estudos vem
investigando a transdug@o de sinal intracelular bem como a plasticidade
celular na fisiopatologia e tratamento da depressao (Pittenger ¢ Duman,
2008). O fato de haver um tempo de laténcia para a resposta terapéutica
aos antidepressivos leva a hipotese de que a alteragdo na quantidade de
neurotransmissores na fenda sinaptica ndo seja suficiente para
estabelecer alteragdes em longo prazo. Mecanismos funcionais e
estruturais, tais como o aumento da neurogénese, crescimento das fibras
nervosas, formagdo de novas sinapses e estabilizagdo das ja existentes
podem ser as consequéncias das atividades intracelulares nas vias de
transduc¢do dos neurotransmissores ¢ neuromoduladores (Gongalves e
Coelho, 20006).

Varias pesquisas vém observando o envolvimento do fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) na patogénese da depressdo
(Altar, 1999; Rasmusson et al., 2002; Lang et al., 2004; Calabrese et al.,
2009; Kimpton, 2012). Em animais, as pesquisas t€m mostrado que o
estresse agudo e cronico provoca reducdo da expressdo do RNAm e da
proteina BDNF hipocampal (Smith et al., 1995; Vaidya et al., 1999a,b;
Roceri et al., 2002; Duman ¢ Monteggia, 2006). Em estudos post-
mortem, alguns autores observaram que o BDNF e seu receptor estavam
diminuidos no hipocampo (Dwivedi et al., 2003; Banerjee et al., 2013)
e cortex pré-frontal (Dwivedi et al., 2003) de vitimas de suicidio.
Algumas pesquisas também observaram que os niveis plasmaticos de
BDNF estavam significativamente reduzidos em individuos deprimidos
que fizeram tentativas de suicidio (Kim et al., 2007; Kavalidou e De
Leo, 2013).
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Adicionalmente ao fator protetor do BDNF na morfofisiologia
cerebral relacionada a patog€nese da depressdo, alguns estudos tém
evidenciado um papel antidepressivo deste fator neurotrofico
administrado diretamente no hipocampo e em outras regides cerebrais
(Shirayama et al., 2002; Hoshaw et al., 2005; Castrén et al., 2007).

Outra neurotrofina que tem sido relacionada aos transtornos de
humor ¢ o fator de crescimento neuronal (NGF). As pesquisas trazem
evidéncia de que o NGF promove o crescimento e sobrevivéncia de
neurdnios, bem como promove a sua reparagdo e remodelacao.
Também ¢ relatado que o NGF ¢é necessario para controlar a fungéo
sinaptica e a neuroplasticidade (Alleva e Santucci, 2001; Aloe et al.,
2002). Em modelos animais de depressao, foram observadas em varias
regides cerebrais, alteragdes nos niveis de NGF ¢ BDNF de animais
com comportamento depressivo (Angelucci et al., 2000). Um estudo
mais recente mostrou uma reducdo do NGF no cortex frontal de animais
estressados (Schulte-Herbriiggen et al., 2006).

1.5 CADEIA RESPIRATORIA MITROCONDRIAL  (CRM),
CREATINA QUINASE (CK) E DEPRESSAO

O principal recurso de energia das células vem do processo de
fosforilagdo oxidativa que ocorre na membrana interna das
mitocondrias. O processo requer a fungdo de enzimas respiratorias, as
quais estdo organizadas de forma complexa na denominada cadeia
respiratoria mitocondrial (CRM) ou cadeia de transporte de elétrons
(Berg et al., 2002). A cadeia de transporte de elétrons é composta por
cinco complexos enzimaticos (complexos I, II, III, IV e V) e dois
componentes que ndo fazem parte dos complexos, a coenzima Q, que
transporta elétrons do complexo I e I ao complexo III, e o citocromo c,
que transporta elétrons do complexo III ao complexo IV. Os elétrons
presentes nas coenzimas NADH e FADH2 sao transferidos para o
complexo I e para o complexo II, respectivamente. A partir dos
complexos I e I, os elétrons sdo transferidos para a coenzima Q, depois
para o complexo III, citocromo ¢, complexo IV e finalmente para o
complexo V ou ATP sintase (Boekema e Braun, 2007).

O cérebro é um tecido com alta demanda de energia e contém
um grande numero de mitocondrias, sendo, portanto, bastante
susceptivel a redu¢do do metabolismo aerdbico. A disfuncdo
mitocondrial esta implicada na patogénese de uma série de doengas que
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afetam o cérebro, como a deméncia, isquemia cerebral, doenca de
Alzheimer e doenca de Parkinson (Blass, 2001). Alguns estudos vém
mostrando que criangas e adultos, com alteragdes mitocondriais podem
apresentar TDM, entre outros transtornos psiquiatricos (Morava et al.,
2010; Mancuso et al., 2013). Alguns pesquisadores propdem que as
alteragdes mitocondriais estdo envolvidas em transtornos psiquidtricos
(Manji et al., 2012). Além disso, muitos pacientes com transtornos
psiquiatricos podem ter alteracdo ndo diagnosticada da fungdo
mitocondrial (Anglin et al., 2014). Estudos com humanos e com
modelos animais apontam uma relacdo entre o TDM, disfungdo
mitocondrial e doencas neurodegenerativas (Jou et al., 2009; Streck et
al., 2014). A atividade dos complexos I-III e II-III da CRM foi reduzida
em cérebro de ratos apods estresse cronico (Madrigal et al., 2001). A
atividade dos complexos I, IIl e IV da CRM foi reduzida no cortex
cerebral e cerebelo, apos estresse cronico (Rezin et al., 2008; Rezin et
al., 2009). Alguns autores observaram que o estresse de privacao
materna e o estresse cronico moderado, além de aumentar a imobilidade
no teste de natacdo forcada, induziram redugdo da atividade de
complexos da CRM em tecido cerebral de ratos. A redugdo da atividade
de complexos da CRM, como também a imobilidade foram revertidas
apos administragdo de butirato de sdédio, um inibidor de HDAC
(Valvassori et al., 2015). A redugdo da atividade dos complexos da
CRM também foi revertida com administragdo aguda de cetamina, um
antidepressivo com efeito rapido (Rezin et al., 2009). Em um estudo
post-mortem de pacientes com TDM, Ben-Shachar e Karry (2008)
observaram no cerebelo, redu¢do de RNAm e proteinas das subunidades
NDUFV1, NDUFV2 NADUFS1 do complexo I. Hroudova e Fisar
(2010), em um estudo in vitro com cortex cerebral de porco,
demonstraram que a atividade do complexo I, I e IV diminuiu sob a
acdo de varios antidepressivos e estabilizadores de humor, sugerindo
que os antidepressivos, inibindo algumas funcdes na cadeia de
transporte de elétrons, podem regular a fungdo mitocondrial no sistema
nervoso central.

A creatina quinase (CK) desempenha uma fungido importante no
metabolismo dos tecidos que apresentam alta demanda energética, tais
como o cérebro, onde ela funciona como um sistema de tamponamento
eficaz através dos niveis celulares de adenosina trifosfato (ATP). A
enzima catalisa a reversivel transferéncia do grupo fosforil da
fosfocreatina para adenosina difosfato (ADP), regenerando o ATP
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(Bessman e Carpenter, 1985). A atividade da CK foi diminuida em
cérebro de ratos submetidos a um modelo animal de mania (Streck et al.,
2008). Alguns autores observaram que os antidepressivos imipramina,
paroxetina e a cetamina aumentaram a atividade da CK no cérebro de
ratos (Assis et al., 2009; Santos et al., 2009), indicando que a modulagao
do metabolismo energético por antidepressivos pode ser um importante
mecanismo da acdo desses farmacos. Segal et al. (2007) avaliaram os
niveis séricos de CK em uma amostra obtida de individuos com TDM
em episodio depressivo psicotico e nao-psicotico. Adicionalmente a
amostra incluia sujeitos com transtorno esquizoafetivo e transtorno
bipolar que se apresentavam em episodios depressivos. Os resultados
apontaram para um aumento nos niveis de CK na depressdo ndo
psicdtica, comparado aos outros grupos.

A literatura também traz evidéncias de que prejuizos na funcio
mitocondrial podem estar relacionados a aumento no estresse oxidativo
e que essas alteracdes podem gerar um ciclo vicioso, sendo que o
estresse oxidativo e nitrosativo estdo relacionados a disfuncdo
mitocondrial (Federico et al., 2012). Portanto, a avaliagdo de parametros
relacionados ao balanco oxidativo ¢ um dos procedimentos importantes
nos estudos dos mecanismos fisioldgicos envolvidos na depressio.

1.6 ESTRESSE OXIDATIVO E DEPRESSAO

Além de alteracdes na funcdo mitocondrial ¢ metabolismo
energético, entre outros processos biologicos, muitos estudos tem
destacado que alteracdes no balango oxidativo sdo mecanismos
importantes envolvidos na patogénese da depressdo (Zhou et al., 2007;
Jou et al., 2009; Streck et al., 2014; Che et al., 2015; Garabadu et al.,
2015). Além disso, o sucesso de alguns antidepressivos classicos foi
atribuido a redugdo no estresse oxidativo e inflamagdo (Rawdin et al.,
2013).

Os principais radicais livres formados no organismo sio as
espécies reativas de oxigénio (ERO) e as espécies reativas de nitrogénio
(ERN). Aproximadamente 5% do oxigénio inalado ¢ convertido a ERO
(Harman, 1993). A redug@o do oxigénio na cadeia mitocondrial forma
intermediarios reativos, tais como o anion superédxido (O,"), peroxido de
hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila (HO") (Pandya et al., 2013). O
radical 6xido nitrico (NO) é formado a partir da oxidagdo de um dos
atomos terminais da L-arginina, cujo processo ¢ catalizado pela enzima
oxido nitrico sintetase (Ferret et al., 2000). Além disso, dependendo dos
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constituintes do microambiente, o NO pode ser convertido a varias
outras espécies reativas de nitrogénio, como o cation nitrosénio (NO"),
anion nitroxyl (NO") e peroxinitrito (ONOQO") (Hughes, 1999).

As  defesas antioxidantes compreendem  mecanismos
enzimaticos exercidos pelas enzimas superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e
a glutationa S transferase (GST). Além da fungdo das enzimas, existem
as defesas ndo enzimaticas exercidas pela glutationa reduzida (GSH),
vitamina C, vitamina E, N-acetilcisteina (NAC), entre outros (Pandya et
al., 2013).

O estresse oxidativo ¢ definido como um desequilibrio na
produgdo de espécies reativas e as defesas antioxidantes, resultando em
prejuizo para o organismo (Fedorova et al., 2014). O excesso de
espécies reativas propicia a oxidagdo de biomoléculas com consequente
perda de suas fungdes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja
manifestacdo € o dano oxidativo potencial contra células e tecidos
(Halliwell e Whiteman, 2004). Entre as alteragdes biologicas
importantes, estdo incluidas modificagdes de DNA, proteinas e lipidios,
como também, ativacdo de diferentes fatores de transcrigdo, com
consequente aumento de citocinas, tanto pro, quanto anti-inflamatorias
(Birben et al., 2012).

A geracdo de EROs constitui, por exceléncia, um processo
continuo e fisiologico, cumprindo funcgdes biologicas relevantes.
Durante os processos metabolicos, esses radicais atuam como
mediadores para a transferéncia de elétrons nas varias reagdes
bioquimicas. Sua produc¢do, em propor¢des adequadas, possibilita a
geracdo de ATP, por meio da cadeia transportadora de elétrons. Porém,
a producao excessiva pode conduzir a um desbalango entre a geragdo de
espécies reativas e as defesas antioxidantes, culminando em danos
oxidativos (Ferreira e Matsubara, 1997; Shami e Moreira, 2004). O
estresse oxidativo ¢ um dos grandes vildes envolvidos em diversos
mecanismos do sistema nervoso central, como no aumento de morte
celular, na redugdo da plasticidade neuronal e neurogénese, em aumento
de respostas autoimunes em doengas neurodegenerativas (Floyd, 1999;
Shukla et al., 2011; Moylan et al., 2013). O aumento de EROs também
pode interagir de forma prejudicial com o aumento de 6xido nitrico
(NO), pois a formagdo do peroxinitrito (ONOQO’) pode culminar na
nitragdo de proteinas e neurotoxidade (Calabrese et al., 2007).
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O cérebro ¢ especialmente vulneravel ao estresse oxidativo e
nitrosativo porque tem alta taxa metabdlica (Maes et al., 2011) e,
consequentemente, alta taxa de consumo de oxigénio (Che et al., 2015),
acoplados a menores niveis médios de antioxidantes (Maes et al., 2011).
Além disso, o cérebro é altamente vulneravel a peroxidagao lipidica
devido a grande quantidade de 4cidos graxos poli-insaturados presentes
nas membranas neuronais (Valko et al., 2007).

Alguns estudos mostraram que ratos submetidos ao estresse
cronico moderado tiveram aumento na produg¢do de superdxido, no
hipocampo, cortex pré-frontal e cortex cerebral e espécies reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), um indicativo de peroxida¢éo lipidica, no
cortex (Lucca et al., 2009a). Em outro estudo também foi demonstrado
que os ratos submetidos ao estresse tiveram um aumento de peroxidagdo
de proteinas no cortex pré-frontal, hipocampo, estriado e cortex; na
peroxidagdo lipidica no cerebelo e estriado; na CAT no cerebelo,
hipocampo, estriado e cortex e uma diminui¢ao na atividade da SOD no
cortex pré-frontal, estriado, hipocampo e cortex (Lucca et al., 2009b).
Um fator importante ¢ que o desbalanco oxidativo em pacientes com
depressdo foi reduzido apds o tratamento com antidepressivos cldssicos
(Bilici et al., 2001; Behr et al., 2012; Lee et al., 2013). Estudos com
animais também relataram efeitos antioxidantes da imipramina, um
antidepressivo triciclico, € harmina, um inibidor de monoamina
oxidases, no cortex pré-frontal e hipocampo de ratos, corroborando
outros estudos acerca da atividade antioxidante de antidepressivos (Réus
et al., 2010). Antidepressivos também diminuiram os danos oxidativos e
as respostas inflamatdrias associadas, em animais submetidos ao
protocolo de privagdo materna (Réus et al., 2015a, Réus et al., 2015b)

O estresse oxidativo e a vulnerabilidade do cérebro, juntamente
com as crescentes evidéncias de alteragdes degenerativas associadas
com os transtornos psiquiatricos, indicam que o dano oxidativo esta
relevantemente envolvido nos transtornos de humor.

1.7 MECANISMOS EPIGENETICOS E DEPRESSAO

A epigenética é o estudo de alteragdes hereditarias na
expressdo de genes, as quais ndo envolvem alteragdes nas sequéncias de
DNA (Wolffe e Matzke 1999). Os fendomenos epigenéticos podem
explicar a regulacdo de genomas pelo meio ambiente e a relagdo dos
fatores ambientais no inicio da vida com os efeitos fenotipicos que
ocorrem ao longo da vida (Lutz e Turecki, 2014).
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A epigenética inclui trés processos bastante conhecidos e
estudados: metilacdo de DNA, modificagdes pds translacionais em
proteinas histonas e alteragdo de RNA nao codificante (RNAnc) (Lister
et al., 2009; Lutz e Turecki, 2014).

A metilagdo do DNA consiste na adi¢do covalente de um grupo
metil na posi¢ao 5' para um residuo citosina, através de enzimas DNA
metiltransferases (DNAMT) (Jones e Takai, 2001), principalmente
quando a citosina ¢ seguida por uma guanina com uma ligacdo
fosfodiester, uma sequéncia denominada de ilha citosina-fosfato-
guanina (CpG) (Lister et al., 2009). Essas ilhas CpG sdo muitas vezes
localizadas proximas a uma regido promotora de transcricdo genética
(Bird, 1986). A metilagdo aumentada de citosinas nas ilhas CpG esta
associada com transcrigdo genética reduzida (Jones e Takai, 2001).

A acetilagdo de residuos de lisina nas histonas reduz a
afinidade entre as proteinas e o DNA, promovendo um relaxamento da
estrutura da cromatina ¢ também aumentando o recrutamento, a
estabilizag@o e a ativacdo da maquinaria transcricional (Marmorstein e
Trievel, 2009). Os niveis de acetilacdo ao longo da cromatina sdo
determinados pelo balanco entre as enzimas histona acetiltransferase
(HAT), a qual adiciona grupos acetil, ¢ histona deacetilase (HDAC), a
qual remove os grupos de acetil de residuos de lisina nas histonas (Kuo
e Allis, 1998). O balango entre as atividades das enzimas HAT e HDAC
determinada o estado de acetilagdo, que por sua vez, influencia o nivel
de expressdo do gene subjacente (Kouzarides, 2007).

Mecanismos epigenéticos podem moderar os riscos ambientais
e genéticos para transtornos de humor (Kinnally et al., 2010).
Alteragdes epigenéticas induzidas por estresse na infincia estdo
incluidas entre os principais focos de pesquisa sobre os mecanismos
biolégicos envolvidos na depressdo, em modelos animais e em
humanos (Dalton et al., 2014). Alguns estudos tém mostrado que a
privagao dos cuidados maternos leva a alteragdes genéticas até a vida
adulta. Ratos que receberam poucos cuidados maternos desenvolveram
comportamentos dos tipos depressivos e ansiosos (Weaver et al., 2004).
Interessantemente inibidores de HDAC diminuiram a metilagdo do
DNA, e também reduziram os comportamentos de depressdo e
ansiedade desses animais (Weaver et al., 2004). Um estudo também
mostrou que o estresse por privagdo materna desencadeou um aumento
da atividade de HDAC no nuacleo accumbens de ratos adultos,
paralelamente a um aumento de comportamento tipo depressivo (Réus
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et al.,, 2013). Em humanos, vitimas de suicidio e com histdrico de
abuso sexual na infincia, também foi demonstrado um aumento na
metilacdo do DNA (McGowan et al., 2009).

Neste sentindo, esses novos estudos tém sugerido que a
cromatina é um importante substrato para alteracdes de longa duragio
relacionadas ao estresse e tratamento com antidepressivos. Os
mecanismos pelos quais o estresse ambiental leva a altera¢des na
cromatina ainda nio foram elucidados, no entanto, estudos t€ém sugerido
que manipulacdes farmacologicas capazes de remodelar a cromatina
podem constituir novos alvos para o desenvolvimento de
antidepressivos (Renthal e Nestler, 2008).

1.8 QUETIAPINA

A quetiapina foi aprovada pelo Food and Drug Administration
(FDA) em 1997, como um antipisicOtico atipico com estabelecida
eficacia no tratamento da esquizofrenia (Cheer e Wagstaff, 2004).

Viarios estudos demonstraram a eficacia clinica da quetiapina
para o transtorno de humor bipolar (Berk e Dodd, 2005; Calabrese et
al., 2005; Croissant et al., 2006; Vieta et al., 2008; Suppes et al., 2009),
para tratamento dos problemas de comportamento e distirbios na
deméncia (Savaskan et al., 2006) e para o tratamento dos transtornos de
dependéncia de substancias (Sattar et al., 2004; Croissant et al., 2006).
Além disso, os efeitos positivos da quetipiana na arquitetura e
recuperagdo do sono em individuos saudaveis (Cohrs et al., 2004), bem
como a promog¢do do sono na depressdo também foram relatados
(Todder et al., 2006).

Enquanto a quetiapina demonstrou eficacia na esquizofrenia e
no transtorno bipolar, bem como no tratamento de especificacdo de
sintomas aglomerados, tais como agitagdo e problemas de sono em
transtornos de humor, estudos mais recentes mostraram a eficacia,
seguranga e tolerabilidade da quetiapina no TDM (Baune, 2008; Vieta
et al., 2008; Suppes et al., 2009) e transtorno de ansiedade geral (Baune,
2008), bem como no tratamento de pacientes nao responsivos a outros
antidepressivos classicos e na depressdo associada a psicoses e
ansiedade (Daly e Trivedi, 2007). Adicionalmente, também foi
demonstrada a fungdo terapéutica da quetiapina em ratos com
comportamento depressivo induzido por estresse cronico e ndo
responsivos ao tratamento com fluoxetina (Wang et al., 2013). A agdo
da quetipiana e do seu metabodlito ativo N-desalquil quetiapina no
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bloqueio do transportador de noradrenalina (NET) e no antagonismo
aos receptores de serotonina 5-HT) 5, é considerada uma razio possivel
para seus efeitos antidepressivos (Altamura et al., 2012).

Estudos mostraram que a quetiapina apresenta baixa poténcia
aos receptores D,, baixa afinidade aos receptores D, e muscarinicos e €
um antagonista mais potente do receptor 5-HT, do que os antipsicoticos
tipicos. As propriedades de ligacdo da quetiapina aos receptores sio
complexas, e parece pouco provavel que um mecanismo unico poderia
explicar os efeitos observados no TDM e nos transtornos de ansiedade
(Saller e Salama, 1993). Suas propriedades como agonista parcial 5-
HT;,, como também como potente inibidor do NET, através do seu
metabolito N-desalquil quetiapina, parecem os mecanismos, pelo menos
em parte, envolvidos na terapéutica da depressdo (Jensen et al, 2008;
Cross et al., 2016). O metabolito ativo da quetiapina possui uma
afinidade para o receptor de histamina H; e para o NET, aos receptores
de serotonina 5-HT;,, 5-HTg, SHTs, SHT,s, SHT;, aos receptores
muscarinicos M;, M; e Ms e aos receptores o;-adrenérgicos. O
composto possui baixa afinidade para os receptores 5-HTp, 5-HTyc, 5-
HT;, 5-HTs, 5-HTg, 014, 0ip, O2a, Ooc, Hy, Mo, My e também para os
receptores dopaminérgicos Dy, D,, D; e D4 (Baune, 2008). A quetiapina
aumenta a liberacdo de dopamina no cortex pré-frontal, através do
antagonismo dos receptores 5-HT,4 e ap-adrenérgicos e de agonismo
parcial sobre receptores 5-HT 5. Os autores sugerem que este aumento
da dopamina no cortex pré-frontal possa ser um dos mecanismos
envolvidos no efeito antidepressivo, possivelmente melhorando os
sintomas afetivos e cognitivos subjacentes ao TDM (Prieto et al., 2010).
Estudos indicam que a quetiapina ndo altera a expressdo de receptores
glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (NMDA) no estriado, o que,
juntamente com a baixa afinidade aos receptores D2, pode estar
relacionado a redugdo de efeitos extrapiramidais (Tascedda et al., 1999).

O possivel papel da quetiapina em receptores, como o0s
glutamatérgicos ainda estd sendo estudado (Prieto et al., 2010).
Entretanto, estudos ja mostraram que a quetiapina, administrada
cronicamente em ratos, reduziu significativamente os niveis de RNAm
das subunidades NR1 ¢ NR2C do receptor NMDA no nucleo accumbens
e promoveu um aumento nos niveis de RNAm das subunidades GluR-B
e GluR-C e da expressdo da subunidade GluR-B do receptor AMPA no
hipocampo (Tascedda et al., 1999).
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Outros mecanismos importantes, onde a quetiapina esta
envolvida incluem a neurogénese ¢ a funcdo do BDNF. Estudos
mostraram que a quetiapina reduziu os efeitos negativos do estresse
cronico sobre a proliferagdo celular ¢ a expressio de BDNF no
hipocampo. Os mesmos autores mostraram uma interagdo entre a
quetiapina ¢ a venlafaxina, aumentando os efeitos positivos sobre a
proliferagdo celular e expressio do BDNF (Xu et al., 2006). Outros
estudos mostraram que a quetiapina administrada cronicamente reverteu
a redugdo da proteina ligante ao elemento de resposta do AMPc (CREB)
fosforilada e da neurogénese hipocampal, induzidas por estresse cronico
em ratos (Luo et al., 2005). Estes ultimos pesquisadores sugerem que as
alteragdes na CREB e neurogénese hipocampal, bem como a expressao
de BDNF observada em outros estudos, possam constituir o0s
mecanismos subjacentes ao efeito terapéutico da quetiapina na cogni¢do
de pacientes com esquizofrenia e depressdo. A neurogénese paralela ao
efeito antidepressivo promovido pela quetiapina também foi
demonstrada em ratos submetidos a estresse cronico e ndo responsivos a
fluoxetina (Wang et al., 2013).

A neuroinflamacdo, um fendmeno fisioldgico importantissimo
também envolvido no TDM e outros transtornos psiquidtricos, ¢ um
mecanismo alvo da quetiapina. Bian et al. (2008) verificaram que entre
outros antipsicéticos atipicos, a quetiapina inibiu a liberagdo de 6xido
nitrico e TNF-a a partir da microglia ativada, sugerindo que um de seus
possiveis efeitos na reducdo da neurodegeracdo pode estar subjacente
aos mecanismos neuroimunes. Outro fator importante € que a quetiapina
apresenta fun¢do antagonista e alta afinidade por receptores
histaminérgicos H;, os quais regulam positivamente algumas citocinas
pré-inflamatorias. Desta forma, a quetiapina também poderd estar
interferindo  em  processos  inflamatérios  envolvidos  na
neurodegeneragdo (Mclntyre et al., 2007).

Outra observacdo importante sobre a quetiapina foi a sua fungao
no eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA). Os niveis do horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) e do cortisol foram significativamente
reduzidos no plasma de pessoas saudaveis, sob o efeito agudo da
quetiapina. Os autores sugerem que o efeito da quetiapina sobre o eixo
HPA provavelmente esta relacionado ao bloqueio de receptores
serotoninérgicos, mas ndo desconsideram o envolvimento dos receptores
adrenérgicos e histaminérgicos (Cohrs et al., 2006). Em pacientes com
TDM, a quetiapina, administrada cronicamente, juntamente com o
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escitalopram, um ISRS, inibiu a atividade do eixo HPA, um efeito que
ndo ocorreu a partir da monoterapia com escitalopram, sugerindo uma
funcdo mais efetiva da quetiapina (Nothdurfter et al., 2014). Outro
estudo mostrou que apds uma semana de tratamento, a atividade HPA
foi significativamente reduzida e correlacionada com o efeito
antidepressivo da quetiapina, enquanto que o excitalopram induziu um
aumento significativo apds uma semana. Entretanto, a atividade HPA
voltou aos niveis basais apds cinco semanas com escitalopram, enquanto
que com a quetiapina, a atividade HPA reduzida foi recuperada
parcialmente apds cinco semanas (Sarubin et al., 2014).

Outros mecanismos fisioldgicos celulares envolvidos nos
transtornos psiquiatricos e doencgas neurodegenerativas, tais como o
estresse oxidativo, a fungdo mitocondrial no metabolismo energético e
os fendmenos epigenéticos, os quais sdo alvos de importantes estudos
recentes envolvendo o TDM, emergem como mecanismos relevantes a
serem investigados no estudo de substincias farmacoldgicas ja em uso
na clinica ou com perspectiva de uso terapéutico. Embora ainda poucos
os estudos, a quetiapina ja vem sendo apontada como tendo funcdo
antioxidante, conforme observado em estudos in vitro (Dietrich-
Muszalska et al., 2011) e em estudos in vivo (Kropp et al., 2005). Na
fungdo da CRM, a quetiapina parece interferir na expressao de enzimas
da cadeia respiratoria (Ji et al., 2009), porém, a alteracdo da fungdo
mitocondrial pela quetiapina ainda carece de muitos estudos para que se
possa entender acerca do seu papel positivo ou negativo. Sobre os
fendmenos epigenéticos, a literatura cientifica ¢ também bastante
carente de trabalhos envolvendo a quetiapina. Entretanto, dois estudos
recentes demonstraram a participagdo da quetiapina em mecanismos
epigenéticos no SNC. Guidotti et al. (2011) trazem evidéncias do
envolvimento positivo da quetiapina na desmetilagdo de regides
promotoras de genes relacionados a transmissdo gabaérgica na
esquizofrenia e transtorno do humor bipolar. Outro trabalho mais
recente mostrou que em células neuroblastoma humano, a quetiapina
promoveu hipometilagdo de regides promotoras de varios genes,
incluindo o gene para o receptor ol-adrenérgico e o gene para o
transportador da serotonina (Sugawara et al., 2015). Estes dados
indicam que a quetiapina pode atuar em processos epigenéticos de genes
importantes envolvidos nos mecanismos fisioldgicos do TDM.
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1.9 JUSTIFICATIVA

As evidéncias de que a quetiapina promove efeito
antidepressivo, além dos estudos mostrando o envolvimento da
quetiapina em mecanismos fisiolégicos subjacentes a depressdo e a
pobre resposta a antidepressivos classicos, indicam a relevancia de mais
estudos sobre este farmaco. Além da busca dos mecanismos subjacentes
aos efeitos da quetiapina, os estudos também poderdo auxiliar na
evolucdo do conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na
depressao.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da administracdo aguda ou cronica de
quetiapina sobre a atividade da CRM, CK, parametros relacionados ao
estresse oxidativo, bem como sobre alteragdes moleculares epigenéticas
cerebrais e em comportamentos de ratos submetidos a estresse por PM.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Auvaliar os efeitos da administragdo aguda e cronica de trés
doses de quetiapina na atividade dos complexos
enzimaticos da CRM (I, II, II-Ill e IV) no cortex pré
frontal, hipocampo, amigdala e nicleo accumbens de ratos;

2. Auvaliar os efeitos da administragdo aguda e cronica de trés
doses de quetiapina sobre a atividade da enzima CK no
cortex pré frontal, hipocampo, amigdala e nucleo
accumbens de ratos;

3. Avaliar os efeitos da administragdo aguda de quetiapina
sobre a atividade motora e exploratdria, através do teste do
campo aberto;

4. Avaliar o efeito tipo antidepressivo da quetiapina
administrada agudamente e cronicamente em ratos, através
do teste de natagdo forcada;

5. Avaliar os efeitos da administragio aguda e cronica de
quetiapina sobre os niveis de proteinas carbonil, TBARs e
sobre a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no
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cortex pré frontal, hipocampo, amigdala e nucleo
accumbens de ratos;

6. Avaliar os efeitos da administra¢io aguda e cronica de
quetiapina sobre a concentragdo de nitrito/nitrato no cortex
pré frontal, hipocampo, amigdala e nucleo accumbens de
ratos;

7. Avaliar os efeitos da administra¢do aguda e cronica de
quetiapina sobre a atividade das enzimas CAT e SOD no
cortex pré frontal, hipocampo, amigdala e nucleo
accumbens de ratos;

8. Avaliar os efeitos da administragdo cronica de quetiapina
sobre a atividade motora e exploratoria de ratos, através do
teste do campo aberto, ¢ da administracdo crénica no
mesmo teste em animais submetidos ao protocolo de PM;

9. Avaliar o efeito do tipo antidepressivo da quetiapina
administrada cronicamente em ratos submetidos ao
protocolo de PM;

10. Avaliar os efeitos da administragdo cronica de quetiapina
sobre a atividade de HDAC, HAT ¢ DNAMT no coértex pré
frontal, hipocampo e mnicleo accumbens de ratos
submetidos ao protocolo de PM.

3. METODOLOGIA

3.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com as recomendagoes internacionais para o cuidado e o uso de
animais de laboratério, além das recomendagdes para o uso de animais
da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e comportamento (SBNeC).
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) sob o protocolo
numero 82/2012.

3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os animais (ratos Wistar) foram procedentes do biotério da
UNESC. Para os protocolos com animais sem estresse de PM, foram
utilizados ratos machos com aproximadamente 60 dias de idade. Para os
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protocolos de PM, foram utilizados ratos machos com um dia de idade,
por 10 dias de privacdo, conforme protocolo descrito no item 3.3.2 e
figura 1. Apds o protocolo de PM, os animais permaneceram em seus
alojamentos, com as respectivas maes. Foram desmamados com 21 dias
de idade e foram utilizados posteriormente, com 50 dias de idade. Os
animais foram acondicionados em cinco animais por caixa, com ciclo
claro/escuro de 12 horas (07:00 as 19:00, com luz iniciando as 7:00),
comida e agua ad libitum. O ambiente foi mantido a temperatura de 23
+1°C.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

3.3.1 Tratamento agudo e cronico com quetiapina em animais sem
estresse

Animais que ndo foram submetidos a protocolos de estresse de
PM (n = 6 por grupo de tratamento agudo e cronico), receberam
quetiapina nas doses de 20 mg/kg, 40mg/kg e 80mg/kg, diluida em
salina, ou imipramina (controle positivo) na dose de 30 mg/kg, diluida
em salina. Os animais controles receberam somente salina. No
tratamento agudo foi administrada por via intraperitoneal (i.p.) uma
unica dose de quetiapina ou imipramina ou salina. No tratamento
cronico foi administrada uma dose diaria de quetiapina, imipramina ou
salina, durante 14 dias. Uma hora apds o tratamento agudo e a ultima
administragdo no tratamento cronico, os animais foram mortos por
decapitacdo e o cérebro foi removido imediatamente. Foram separados
o hipocampo, cortex pré-frontal, amigdala e nicleo accumbens, os
quais foram manualmente isolados com auxilio de uma lupa, uma
espatula e um pincel fino. Em seguida foram armazenados em freezer
com temperatura a -80°C para posterior analise da atividade enzimatica
dos complexos da CRM e da enzima CK, conforme protocolo 3.6.1. A
disseccdo foi baseada nas diferengas histologicas descritas por Paxinos
e Watson (1986).

A partir da analise da atividade dos complexos da CRM e do
teste de atividade locomotora no campo aberto, foi optado por analisar
o efeito da administragdo aguda e cronica da quetiapina na dose de
20mg/kg sobre os mecanismos epigenéticos e os parametros do estresse
oxidativo, bem como sobre os pardmetros comportamentais. Um fator
que foi levado em consideragdo pela escolha posterior de uma
concentracdo mais baixa, foi o fato de a dose de 80 mg/kg de quetiapina
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ter induzido efeito sedativo, uma caracteristica importante do farmaco,
a qual estd bem descrita na literatura e que também foi considerada na
discussao deste trabalho.

3.3.2 Privacdo materna (PM) - Tratamento crénico com quetiapina
e teste de natacao forcada

Apbs o primeiro dia do nascimento os filhotes foram privados da
mae durante 3 horas por dia, durante os 10 primeiros dias. A privagdo
consistiu em retirar os filhotes da caixa e manter a mde na caixa
original. Os animais ndo privados permaneceram imperturbaveis na
gaiola original com sua méde. As caixas em ambos os grupos s6 foram
trocadas no 11° dia apds o periodo pré-natal. Os ratos foram
desmamados no 21° dia apds o nascimento e apenas os machos foram
utilizados para o estudo. As fémeas foram doadas para outros grupos de
pesquisa. Todos os experimentos foram realizados apenas quando os
animais atingiram a vida adulta, ou seja, 50 dias de idade. Aos 50 dias
de idade, os animais foram submetidos a um tratamento crénico com
quetiapina na dose de 20 mg/kg, ou salina durante 14 dias. No 13° dia
de tratamento os animais foram submetidos a um teste de 5 minutos no
campo aberto, 60 (sessenta) minutos apos o tratamento, para avaliagdo
da atividade locomotora. Apds o teste no campo aberto os animais
foram submetidos a uma sessdo de treino de 15 minutos no teste de
natacdo forcada (pré-teste). O teste de natagdo for¢ada, com duracdo de
5 (cinco) minutos, foi realizado no 14° dia, também 60 minutos apds o
tratamento farmacologico. Apds o teste de natagdo forcada os animais
foram mortos por decapitagdo e o cérebro foi removido imediatamente.
Foram separados o hipocampo, cortex pré-frontal e niicleo accumbens,
os quais foram manualmente isolados com auxilio de uma lupa, uma
espatula e um pincel fino. Em seguida foram armazenados em freezer
com temperatura a -80°C para posteriores analises da atividade das
enzimas HDAC, HAT e DNAMT. A dissec¢do foi baseada nas
diferencas histologicas descritas por Paxinos e Watson (1986). O
desenho experimental esta esquematizado na figura 1.
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Figura 1. Desenho esquematico do protocolo de PM e tratamento
cronico com quetiapina (14 dias; 20 mg/kg). Os procedimentos de
privagdo materna foram realizados durante 10 dias, ap6s o primeiro dia
pos-natal. O tratamento farmacoldgico iniciou quando os animais
atingiram 50 dias de idade. Os testes comportamentais (campo aberto e
nado forgado) foram realizados nos 62° e 63° dias de idade. Apos o
ultimo teste comportamental, amostras cerebrais (hipocampo, Cortex
pré-frontal e nucleo accumbens) foram retiradas e armazenadas para a
analise das atividades enzimaticas.
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3.4 PROCEDIMENTO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA E
EXPLORATORIA

A atividade locomotora foi realizada no campo aberto, uma
caixa de 40 x 60 cm, cercada por trés paredes de madeira compensada e
uma parede frontal de vidro, ambas com 50 cm de altura, e assoalho
dividido em 9 (nove) retdngulos iguais por linhas pretas. Os animais
foram colocados delicadamente no quadrante posterior esquerdo, para
que explorassem a arena por 5 minutos, onde foram contados os
cruzamentos entre as linhas pretas e a quantidade de vezes em que o
rato ficou apoiado nas patas traseiras a fim de explorar o ambiente
(levantamentos).

3.5. PROCEDIMENTO DO TESTE DE NATACAO FORCADA

Este teste consistiu em dois dias de procedimentos, nos quais
cada rato foi posto individualmente em um cilindro com agua a
temperatura de 23°C. O cilindro foi preenchido com 4gua suficiente
para que o animal ndo conseguisse apoiar as patas no fundo. No
primeiro dia os ratos foram for¢ados a nadar durante 15 minutos. No
segundo dia, 24 h apods o treino de 15 minutos, cada animal foi
novamente forcado a nadar durante 5 minutos. Foram avaliados os
parametros de imobilidade, os quais sdo constituidos de imobilidade
total ou movimentos para manter a cabega fora da dgua sem intengdo de
escapar (Porsolt et al., 1977a).

3.6 ANALISES BIOQUIMICAS

3.6.1 Atividade da cadeia respiratéria mitocondrial (CRM) e da
creatina quinase (CK)

3.6.1.1 Preparacao do tecido e homogenato

Amostras de tecidos do cortex pré frontal, hipocampo,
amigdala e o nicleo accumbens foram homogeneizados (1:10, w/v) em
tampao SETH, pH 7,4 (250 mM de sacarose, 2 mM de EDTA, 10 mM
base Trizma, 50 Ul/mL de heparina). Os homogenados foram
centrifugados a 800 x g durante 10 min a 4°C. Os sobrenadantes foram
mantidos a -80°C, até serem usados para a determinacdo da atividade
enzimatica. O intervalo maximo entre a preparagdo do homogenato e a
analise enzimatica foi sempre inferior a cinco dias. A concentragdo de
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proteina foi determinada pelo método descrito por Lowry et al. (1951).
A albumina de soro bovino foi utilizada como padrao.

3.6.1.2 Avaliagdo da atividade dos complexos da CRM e da enzima CK

A atividade da NADH desidrogenase (complexo I) foi avaliada
usando o método descrito por Cassina e Radi (1996), relacionando com
a taxa de redugdo de ferrocianeto dependente de NADH a 420 nm. As
atividades da succinato-2,6-dicloroindofenol (2,6-DCIP) oxidorredutase
(Complexo II) e succinato: citocromo ¢ oxidorredutase (Complexo II-
IIT) foram determinados pelo método descrito por Ficher et al. (1985). A
atividade do complexo II foi medida seguindo a diminui¢do na
absorbancia devido a reducdo da 2,6-DCIP a 600 nm. A atividade do
complexo II-III foi medida pela redu¢do do citocromo ¢ a partir da
succinato a 550 nm. A atividade da citocromo ¢ oxidase (complexo IV)
foi avaliada de acordo com o método descrito por Rustin et al. (1994), e
a medida seguiu a diminui¢do na absorbancia devido a oxidacdo do
citocromo ¢, previamente reduzido a 550 nm e com comprimento de
onda de referéncia a 580 nm (¢ = 19,1 mM" x cm™). O tampdo da
reacdo continha 10 mM de fosfato de potassio (pH 7,0), 0,6 mM de n-
dodecyl-D-maltoside, 2-4 Ig do homogenado de proteinas. A reagdo foi
iniciada com a adi¢@o de 0,7 Ig de citocromo ¢ reduzida. A atividade do
complexo IV foi medida a 25°C durante 10 minutos. As atividades dos
complexos da cadeia respiratoria mitocondrial foram calculadas como
nmol x min”' x mg de proteina™.

Para a avaliacdo da atividade da enzima CK (n = 5 por grupo) o
meio de incubacdo foi composto por fosfocreatina, ADP e glutationa
reduzida. A formagdo de creatina foi medida por um método
colorimétrico de acordo com Hughes (1962). A atividade da CK foi
medida no homogenado de tecidos pré tratados com lauril maltosido
0,625 mM. A mistura da reagdo consistiu de 60mM deTris-HCI, pH 7,5,
contendo 7 mM de fosfocreatina, 9 mM de MgSO4 e cerca de 0,4-1,2
pg de proteina em um volume final de 100 pL. Apos 15 minutos de pré-
incubagdo a 37°C, a reagdo foi iniciada com a adi¢do de 3,2 mmol de
ADP mais 0,8 mmol de glutationa reduzida. A reacdo foi finalizada apos
10 mininutos, pela adi¢do de 1 mol de 4cido p-hydroxymercuribenzoico.
A cor foi desenvolvida pela adigao de 100 ul a 2% de a-naphtol e 100 ul
a 0,05% de diacetil em um volume final de 1 ml. A leitura foi realizada
espectrofotometricamente a 540 nm, ap6s 20 minutos.
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3.6.2 Procedimentos de analise de estresse oxidativo

3.6.2.1 Preparagdo do tecido e homogenato

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

3.6.2.2 Atividade da enzima mieloperoxidase - MPO

A atividade da MPO ¢ um marcador importante para medir a
infiltracdo de neutréfilos (De Young et al., 1989). Os tecidos cerebrais
foram  homogeneizados (50 mg/ml) em  brometo de
hexadeciltrimetilaménio a 0,5% e centrifugados a 15,000 x g durante 40
minutos. A suspensdo foi sonicada por trés vezes durante 30s. Uma
aliquota do sobrenadante foi misturada com uma solugdo de 1,6 mM de
tetrametilbenzidina e de H,O0,. A atividade foi medida
espectrofotometricamente como a variagdo de absorbancia em 650 nm a
37°C. Os dados foram representados como mU por mg de proteina.

3.6.2.3 Formagdo de espécies reativas ao acido tiobarbitarico - TBARS

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

O dano oxidativo em proteinas teciduais foi determinado pela
medida de grupos carbonil. O conteudo de proteinas carboniladas foi
medido nas amostras homogeneizadas de cérebro utilizando 2.4-
dinitrofenil-hidrazina (DNPH) em um ensaio espectrofotométrico
(Levine et al., 1990). Amostras de tecidos foram sonicadas em
homogeneizagdo gelada de tampao contendo inibidores de fosfatase e de
protease (200 nM caliculina, 10 pg/ml de leupeptina, 2 pg/ml de
aprotinina, 1 mM de ortovanadato de so6dio e 1 uM microcistina-LR) e
centrifugadas a 1000 x g durante 15 minutos para sedimentar o material
insoluvel. Trezentos microlitros de aliquotas do sobrenadante contendo
0,7-1,5 mg de proteina foram tratados com 300 pul de 10 mM de DNPH,
dissolvido em HCIl a 2M, e comparado com 2M de HCIl sozinho
(reagente branco). Em seguida as amostras foram incubadas no escuro
sob agitacdo a cada 10 minutos, durante uma hora e a temperatura
ambiente. As amostras foram precipitadas com acido tricloroacético
(concentragdo final de 20%) e centrifugadas a 16,000 x g a 4°C, durante
15 minutos. O sedimento foi lavado por trés vezes com 1 ml de
etanol/acetato de etil (1:1 v/v). Os sedimentos foram seguidamente
levemente agitados em vortice e apos, expostos a solugdo de lavagem
durante 10 minutos antes da centrifugacdo (16,000 x g, durante 5
minutos). O sedimento final foi dissolvido em 1 ml de guanidina 6M e
10 mM de tampao fosfato trifluoroacético acido, pH 2,3. O material
insoluvel foi removido por centrifugacdo a 16,000 x g, por 5 minutos.
Absorbancia foi registrada em um espectrofotdmetro a 370 nm, tanto
para as amostras tratadas com DNPH, quanto para o HCl sem DNPH.
Os niveis de proteinas carboniladas foram expressos como nmol de
carbonil por mg de proteina.

3.6.2.5 Atividade da enzima superéxido dismutase - SOD

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

3.6.2.6 Atividade da enzima catalase - CAT

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

3.6.2.7 Medida da concentragdo de nitrito/nitrato

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

3.6.3 Analise de acetilacido de histonas e metilacio de DNA

As amostras de tecido, cortex pré-frontal, hipocampo e ntcleo
accumbens (n = 5 por grupo) congeladas a -80°C, foram submetidas a
um protocolo de extragdo nuclear a partir de um kit especifico (Sigma,
St Louis, EUA). As amostras foram homogeneizadas em tampao de lise
citoplasmatico contendo ditiotreitol (DTT) e inibidores de protease. A
suspensdo foi mantida em gelo durante 15 minutos e em seguida foi
centrifugada a 250 x g durante 5 minutos, a 4°C. O sobrenadante
contendo a fragdo citosoélica foi rejeitado e o sedimento foi re-suspenso
em dois volumes de tampao de lise citoplasmatico frio. A suspensdo foi
homogeneizada usando uma seringa com uma agulha de calibre pequeno
e centrifugada a 8000 x g durante 20 minutos, a 4°C. O sedimento foi re-
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suspenso em um tampdo de extragdo contendo inibidores de DTT e
protease. A amostra resultante foi mantida em agitacao lenta durante 30-
60 minutos em um agitador orbital a 4°C. Apods, a suspensio nuclear foi
centrifugada a 16000 x g durante 5 minutos, a 4°C € o sobrenadante
contendo o extrato nuclear foi transferido para outro tubo e armazenado
a -80°C para analise posterior.

Os extratos nucleares a partir de cortex pré-frontal, hipocampo e
nticleo accumbens foram submetidos ao ensaio para avaliacdo de
atividade enzimatica das enzimas HDAC, HAT DNAMT (n = 5 para
cada regido e enzima), com o uso de kits de ensaio especificos para cada
enzima (deteccdo fluorimétrica) de acordo com as instrugdes do
fabricante (Sigma, St Louis, EUA). Resumidamente, as amostras de
extrato nuclear foram misturadas com tampdes de ensaio de HDAC
(EPIGENTEK; catalogo base #P-4034), HAT (EPIGENTEK; catalogo
base #P-4003) ou DNAMT (EPIGENTEK; catidlogo base #P-3009),
mais substrato de ensaio das respectivas enzimas, em uma placa de 96
pocos e incubadas a 30°C, durante 45 minutos. Concomitantemente,
uma curva padrao foi feita com dilui¢des em série de substratos de kits
de HDAC, HAT ou DNAMT, e também controles positivos e negativos
foram adicionados a placa. Em seguida, a solugdo de revelagdo foi
adicionada aos pogos e a placa foi incubada a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Uma leitura colorimétrica foi realizada em um leitor
de fluorescéncia de placas com 450 nm para as atividades de HDAC e
HAT ¢ DNAMT.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados sdo apresentados como média + EPM (erro
padrao da média). As diferengas entre os grupos experimentais na
avaliacdo dos testes comportamentais e de todos os ensaios bioquimicos
foram determinadas por analise de varidncia de uma via (ANOVA).
Quando o valor de F foi significativo, foi realizado o teste post hoc de
Tukey. A significancia estatistica foi considerada para valores de p
menores do que 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO E CRONICO COM
QUETIAPINA SOBRE A ATIVIDADE DOS COMPLEXOS
ENZIMATICOS DA CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

Como representado na figura 2A, a atividade do complexo I
diminuiu no coértex pré-frontal de ratos tratados agudamente com
imipramina (30 mg/kg) e quetiapina (40 mg/kg) (Figura 2A; F=7,75; p
<0,05) e no nucleo accumbens de ratos tratados com imipramina (30
mg/kg) e quetiapina (20 mg/kg) (Figura 2A; F = 8,35; p <0,05). No
hipocampo, a atividade do complexo I aumentou com a quetiapina, nas
doses de 40 mg/kg e 80 mg/kg (Figura 2A; F = 11,84; p <0,05). Na
amigdala a atividade do complexo | aumentou com a quetiapina nas
doses de 20 mg/kg, 40 mg/kg e 80 mg/kg (Figura 2A; F = 29,41; p
<0,05). A figura 2B mostra os efeitos sobre a atividade do complexo 1
apds o tratamento cronico. A atividade do complexo I diminuiu no
hipocampo de ratos tratados cronicamente com as doses de 40 mg/kg e
80 mg/kg de quetiapina (Figura 2B; F = 20,40; p <0,05).

A figura 3 expressa a atividade do complexo II apods
administragcdo aguda (Figura 3A) e cronica (Figura 3B). A atividade do
complexo II aumentou significativamente no cortex pré-frontal e no
hipocampo de ratos, ap6s tratamento agudo com a quetiapina nas doses
de 20, 40 e 80 mg/kg (Figura 3A; F=11,17; p <0,05) e (Figura 3A; F =
12,12; p> 0,05), respectivamente, ¢ na amigdala de ratos tratados
agudamente com quetiapina na dose de 20 mg/kg (Figura 3A; F = 3,76;
p <0,05). A atividade do complexo II de ratos que receberam tratamento
cronico aumentou no cortex pré-frontal quando tratados com
imipramina (30 mg/kg) e diminuiu na mesma regido de ratos tratados
com quetiapina na dose de 80 mg/kg (Figura 3B; F = 21,50; p <0,05).
No hipocampo, a atividade do complexo II aumentou com
administragdo cronica de imipramina (30mg/kg) e de quetiapina (20
mg/kg) (Figura 3b; F = 7,79; p <0,05). No nucleo accumbens, a
atividade do complexo II diminuiu apods tratamento crénico com a dose
de 20mg/kg de quetiapina (Figura 3B; F = 7,62; p <0,05).

Os resultados da atividade dos complexos II-III estdo
representados nas figuras 4A (tratamento agudo) e 4B (tratamento
cronico). A atividade dos complexos II-1IT aumentou ap6s o tratamento
agudo com quetiapina nas doses de 20 e 40 mg/kg, nas seguintes
regides: cortex pré-frontal (Figura 4A; F = 7,84; p <0,05), hipocampo
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(Figura 4A; F = 7,84; p <0,05) e amigdala (Figura 4A; F = 12,79; p
<0,05). Apds o tratamento cronico, a atividade dos complexos II-III
aumentou nas seguintes regides e tratamentos: cortex pré-frontal com
imipramina (30 mg/kg) e quetiapina (20 mg/kg) (Figura 4B; F = 16.17;
p <0,05), hipocampo, com imipramina (30 mg/kg) e quetiapina (20
mg/kg) (Figura 4B; F = 15,26; p <0,05), e amigdala com quetiapina (40
mg/kg) (Figura 4B; F = 6,83; p <0,05).
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Figura 2. Efeitos agudo e cronico (administragdo por 14 dias) da
quetiapina (20, 40 ¢ 80 mg/kg) sobre a atividade do complexo I da
cadeia respiratdria mitocondrial. A imipramina (30 mg/kg) foi usada
como controle positivo. Média (£ erro padrdo da média) da atividade
enzimatica. * Diferente de controle (salina), p <0,05.
(A) administragdo aguda; (B) administrag¢@o cronica.
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Figura 3. Efeitos agudo e cronico (administragdo por 14 dias) da
quetiapina (20, 40 e 80 mg/kg) sobre a atividade do complexo II da
cadeia respiratdria mitocondrial. A imipramina (30 mg/kg) foi usada
como controle positivo. Média (£ erro padrio da média) da atividade
enzimatica. * Diferente de controle (salina), p <0,05.
(A) administragdo aguda; (B) administrag¢do cronica.
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Figura 4. Efeitos agudo e cronico (administragdo por 14 dias) da
quetiapina (20, 40 e 80 mg/kg) sobre a atividade dos complexos II-I1I
da cadeia respiratoria mitocondrial. A imipramina (30 mg/kg) foi usada
como controle positivo. Média (£ erro padrio da média) da atividade
enzimatica. * Diferente de controle (salina), p <0,05. (A) administragao
aguda; (B) administrag@o cronica.

A figura 5 representa os resultados da atividade do complexo
IV em animais sob tratamento agudo (Figura 5A) e cronico (Figura 5B).
A atividade do complexo IV aumentou na amigdala, apds o tratamento
agudo com a quetiapina, na dose de 40 mg/kg (Figura 5A; F = 7,72; p
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<0,05). Ndo houve alteragdo da atividade do complexo IV nas demais
regides analisadas. Apos o tratamento cronico, a atividade do complexo
IV nd3o mostrou alteragdo em qualquer uma das estruturas cerebrais
analisadas.
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Figura 5. Efeitos agudo e cronico (administragdo por 14 dias) da
quetiapina (20, 40 ¢ 80 mg/kg) sobre a atividade do complexo IV da
cadeia respiratoria mitocondrial. A imipramina (30 mg/kg) foi usada
como controle positivo. Média (£ erro padrdo da média) da atividade
enzimatica. * Diferente de controle (salina), p <0,05. (A) administragao
aguda; (B) administragdo cronica.
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4.2 ATIVIDADE DA ENZIMA CREATINA QUINASE - CK

Os resultados da atividade da enzima CK estdo representados
na figura 6. Os tratamentos agudo e cronico estdo representados nas
figuras 6A e 6B, respectivamente. A atividade enzimatica de CK
aumentou na amigdala, apos tratamento agudo com a quetiapina nas
doses de 40 e 80 mg/kg (Figura 6A; F = 10,45; p <0,05). Nas demais
estruturas de animais submetidos a tratamentos agudos ndo ocorreu
variacao da atividade CK. Sob o tratamento cronico com quetiapina, a
atividade da CK nf2o mostrou alteracio em qualquer das estruturas
observadas.
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Figura 6. Efeitos agudo e cronico (administragdo por 14 dias) da
quetiapina (20, 40 e 80 mg/kg) sobre a atividade da enzima creatina
quinase (CK). A imipramina (30 mg/kg) foi usada como controle
positivo. Média (+ erro padrao da média) da atividade enzimatica. *
Diferente de controle (salina), p <0,05. (A) administracdo aguda; (B)
administragdo cronica.
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4.3 EFEITO DO TRATAMENTO COM QUETIAPINA SOBRE A
ATIVIDADE NO CAMPO ABERTO

Os efeitos do tratamento agudo com as doses de 20, 40 e 80
mg/kg de quetiapina sobre a atividade locomotora ¢ exploratéria no
campo aberto estdo ilustrados na figura 7. Somente os animais tratados
com quetiapina na dose de 80 mg/kg apresentaram uma redugdo
significativa no nimero de cruzamentos no campo aberto (Figura 7; F =
3.018; p < 0,05). Quanto ao nimero de levantamentos a analise
estatistica ndo revelou diferenca significativa entre os tratamentos.

44 EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO E CRONICO COM
QUETIAPINA NOS PARAMETROS COMPORTAMENTAIS
AVALIADOS NO TESTE DE NATACAO FORCADA

Os efeitos do tratamento com quetiapina (20 mg/kg) nos
parametros avaliados no teste de natagdo forcada estdo ilustrados na
figura 8. A figura 8A expressa os efeitos do tratamento agudo e a figura
8B ilustra os efeitos do tratamento cronico. Apo6s o tratamento agudo,
tanto os animais tratados com quetiapina, quanto os animais tratados
com imipramina apresentaram reducgdo significativa do tempo de
imobilidade no teste (Figura 8A; F = 8,30; p < 0,01). Nos tempos de
natagdo e escalada ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos agudos. Apds o tratamento cronico por 14 dias, o tempo de
imobilidade foi significativamente reduzido, tanto apds tratamento com
quetiapina, quanto com imipramina (Figura 8B; F = 8,44; p < 0,01). A
quetiapina administrada cronicamente também induziu um efeito no
tempo de escalada, aumentando significativamente o tempo de
escalada, quando comparado com o grupo tratado com salina (Figura
8B; F=7,48;p<0,01).
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