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RESUMO

O transtorno depressivo maior (TDM) é o transtorno de humor mais prevalente no mundo,
afetando milhdes de pessoas de diferentes culturas e classes sociais, produzindo impactos
relevantes nas relagdes afetivas, sociais e no ambiente de trabalho. A maioria dos medicamentos
disponiveis para tratar este transtorno agem na neurotransmissao das monoaminas, aumentando
a sua concentracdo na fenda sinaptica. Entretanto, muitos dos antidepressivos utilizados
atualmente, demoram semanas para exibirem o0s seus efeitos, e alguns individuos néo
respondem ao tratamento tornando a busca por estratégias alternativas um alvo cientifico
interessante, especialmente com enfoque na descoberta de substancias que apresentem um
efeito mais rapido e efetivo, inclusive para pacientes refratarios aos tratamentos tradicionais. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do tratamento com escitalopram (antidepressivo
classico), cetamina (antagonista glutamatérgico) e probidtico Bifidobacterium infantis em ratos
Wistar adultos de 61 dias pds-natais (DPN) de ambos os sexos, submetidos ao modelo animal
de privacdo materna (PM). Apos a PM, controles (ndo privados) e privados foram divididos nos
seguintes grupos: 1) N&o privado + Sal; 2) Privado + Sal; 3) Privado + Escitalopram; 4) Privado
+ Cetamina; e 5) Privado + Probidtico. Além disso, 0s mesmos grupos foram estratificados por
sexo. A cetamina foi administrada na dose de 15 mg/kg por via intraperitoneal duas vezes por
semana. O escitalopram foi administrado na dose de 10 mg/kg por gavagem, uma vez ao dia. O
probidtico Bifidobacterium infantis foi administrado por gavagem na dose 1x10%° de unidades
formadoras de coldnia (UFC) diluido em 100 mL de 4gua uma vez ao dia. Os tratamentos foram
realizados durante 50 dias. Animais de ambos os sexos foram submetidos a eutanésia para
remocao do cortex frontal (CF) e hipocampo, e posterior analise dos niveis do fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF), do receptor tropomiosina quinase B (TrkB) e da proteina de
ligacdo responsiva a adenosina 3,5-monofosfato ciclico (CREB). Os resultados demonstraram
que houve uma resposta dependente do sexo com elevacao dos niveis de TrkB no CF de fémeas
tratadas com Bifidobacterium infantis, acompanhada por uma reducdo nos niveis de CREB no
CF das fémeas expostas a PM e tratadas com cetamina ou Bifidobacterium infantis. Nao houve
alteracdes nos demais grupos e estruturas. Estes resultados demostraram que 0s possiveis
efeitos antidepressivos exibidos por Bifidobacterium infantis em outros estudos podem estar
relacionados com os niveis de TrkB no CF de individuos do sexo feminino, indicando que
tratamentos exercam algum efeito na regulacdo desta proteina e podem ser utilizados como alvo
terapéutico parao TDM

Palavras-chave: Probidtico. Cetamina. Antidepressivo. Neurotrofinas. TrkB. Privacao
Materna. Transtorno Depressivo Maior.



ABSTRACT

Major depressive disorder (MDD) is the most prevalent mood disorder in the world, affecting
millions of people in different cultures and social classes. Producing relevant impacts on
affective, social relationships, and the work environment. Most drugs available to treat this
disorder act on the neurotransmission of monoamines, increasing their concentration in the
synaptic cleft. However, many of the antidepressants currently used take weeks to have effects,
and some individuals do not respond to treatment, making the search for alternative strategies
an interesting scientific target, especially with a focus on finding substances that have a faster
and more effective effect, especially for patients refractory to traditional treatments.The aim of
this study was to evaluate the effects of the treatment with escitalopram (classical
antidepressant), ketamine (glutamatergic antagonist), and probiotic Bifidobacterium infantis in
61 postnatal days (PND) Wistar adult rats of both sexes, submitted to an animal model of
maternal deprivation (MD). After the MD protocol, controls (non-deprived) and deprived rats
were divided into the following groups: 1) Non-deprived + Sal; and 2) Deprived + Sal; 3)
Deprived + Escitalopram; 4) Deprived + Ketamine; and 5) Deprived + Probiotic. In addition,
the same groups were stratified by sex. 15mg/kg of intraperitoneal Ketamine was administered
twice a week. Escitalopram was administered for oral gavage at a dose of 10 mg/kg once daily.
The probiotic Bifidobacterium infantis was administered for oral gavage at a dose of 1x10'° of
colony forming unit (CFU) diluted in 100 mL of water once a day. The treatments were carried
out for 50 days. Animals of both sexes were euthanized for removal of the frontal cortex (FC)
and hippocampus, and subsequent analysis of the levels of brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), tropomyosin receptor kinase B (TrkB), and 3',5'-cyclic adenosine monophosphate
response element binding protein (CREB). The results demonstrated that there was a sex-
dependent response with elevation of TrkB levels in the FC of females treated with
Bifidobacterium infantilis, accompanied by a reduction in CREB levels in the FC of females
exposed to MD and treated with saline, ketamine or Bifidobacterium infantilis. There were no
changes in the other groups and structures. These results showed that the possible antidepressant
effects exhibited by Bifidobacterium infantis in other studies may be related to the levels of
TrkB in the FC of female subjects, indicating that treatments that exert some effects on the
regulation of this protein can be used as a therapeutic target for MDD.

Keywords: Probiotic. Ketamine. Antidepressant. Neurotrophins. TrkB. Maternal Deprivation.
Major Depressive Disorder.
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1 INTRODUCAO

1.1. TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR

De acordo com a organiza¢do mundial da saude (OMS), o transtorno depressivo
maior (TDM) é mais prevalente nas mulheres e atinge em torno de 4,4% da popula¢do mundial,
0 que representa um contingente de aproximadamente 322 milhGes de individuos afetados
(WHO, 2017). O Brasil, é o segundo pais com maior prevaléncia (5,8% da populac¢do) de casos
de TDM nas Américas, 0 que torna este transtorno uma emergéncia médica importante no
ambito nacional (WHO, 2017). O TDM pode ser diagnosticado quando pelo menos cincos
sintomas caracteristicos estiverem presentes concomitantemente por pelo menos duas semanas,
sendo obrigatorio que o individuo apresente humor deprimido (caracterizado por aparente
tristeza ou desesperanca) e/ou perda do interesse ou prazer nas atividades cotidianas (DSM-5,
2014). Também podem estar presentes perda ou ganho de peso acima de 5% do peso corporal
em um més, sem uma dieta especifica para tais fins, quadros de insénia ou hipersonia
(sonoléncia diurna excessiva), agitacdo ou retardo psicomotor, fadiga, sentimento de
inutilidade, culpa excessiva, falta de atengéo, pensamento recorrente de morte e ideacdo suicida
(Otte et al., 2016; WHO, 2022). Estes sintomas sdo caracteristicos do TDM quando associados
com prejuizos sociais e profissionais destes individuos e quando ndo sdo decorridos em resposta
a efeitos colaterais da ingestdo de substancias ou de alguma condicdo médica preexistente
(DSM-5, 2014).

Tendo em vista a diversidade de sintomas envolvidos neste transtorno, néo
surpreende o fato que esta condicdo apresente diversos impactos negativos na vida, e na fungéo
social dos individuos acometidos. Diversos estudos tém demonstrado que o TDM impacta
negativamente o desempenho escolar e a vida profissional (Liu et al., 2020), diminuindo a
produtividade e assiduidade no trabalho (Doran e Kinchin, 2019; Johnston et al., 2019; Volz et
al., 2022), trazendo impactos econdmicos para empregados, bem como empregadores
(Kupferberg et al., 2016; Chow et al., 2019). Atingindo todos os sexos, idades e camadas
sociais, 0 TDM também exerce impactos negativos nos nucleos familiares e na habilidade de
participar em comunidade (Otte et al., 2016; WHO, 2022). Alem disso, em individuos com
TDM ha um aumento de até 1,8 vezes na taxa de mortalidade, reduzindo a expectativa de vida
em até 10 anos nessa populacdo, principalmente devido as altas taxa de suicidio, que pode ser
20 vezes maiores em individuos com TDM do que na populagdo em geral, representando uma

média de mais de 800 mil mortes por ano (Chesney et al., 2014; WHO, 2021). Além do mais,
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tem sido evidenciado que o TDM estd envolvido com aparecimento de outras doengas ou
comorbidades, incluindo sobrepeso e obesidade, diabetes, artrite reumatoide, faléncia cardiaca
e doencas neurodegenerativas (Knol et al., 2006; Réus et al., 2016a; Celano et al., 2018; Réus
etal., 2019; Vallerand et al., 2019; Wang et al., 2019).

O TDM ¢é um transtorno multifatorial e diversas hipdteses tém sido levantadas para
tentar elucidar os fatores envolvidos no estabelecimento do TDM. A mais conhecida é a
hipdtese da deficiéncia das monoaminas. Contudo outros componentes como alteracdes no eixo
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA), aumento da inflamagdo, fatores genéticos e
epigenéticos, bem como alteragdes na plasticidade cerebral e mudancas estruturais e funcionais
no encéfalo tém sido apontados como contribuintes na miriade de sintomas presentes no TDM
(Fakhoury, 2015; Otte et al., 2016; Malhi e Mann, 2018).

Na hipdtese monoaminérgica, ocorre a deplecdo dos niveis dos neurotransmissores
dopamina, noradrenalina e serotonina (5-HT) na fenda sinaptica. Inicialmente os primeiros
tratamentos para o TDM envolviam a utilizagdo de inibidores da enzima monoaminaoxidase
(IMAO) e os antidepressivos triciclicos (ADT) (Venkoba Rao, 1994; Negrdo e Gold, 2007; Otte
et al., 2016). Os IMAQOs previnem a degradacdo dos neurotransmissores absorvidos enguanto
0s ADTs inibem a recaptacdo das monoaminas presentes na fenda sinaptica. (Berton e Nestler,
2006; Massart, et al, 2012; Carrillo et al., 2020). Apesar de efetivos em alguns casos, 0
tratamento com estes medicamentos apresenta baixas taxas de sucesso (30%), demora para o
aparecimento dos efeitos terapéuticos — aproximadamente 1 més - além de efeitos colaterais
importantes como graves crises hipertensivas, arritmia cardiaca e perda da libido, o que culmina
em baixa adesé@o ao tratamento pelos pacientes (Berton e Nestler, 2006; Carrillo et al., 2020;
Edinoff et al., 2021).

No final da década de 80 surgiu uma nova classe de antidepressivos, 0s inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), representados por uma gama variada de
medicamentos, dentre 0s quais pode se destacar o escitalopram. Eles atuam principalmente
inibindo transportadores de 5-HT em neurdnios pré-sinapticos permitindo que este
neurotransmissor possa ficar disponivel por mais tempo na fenda sinaptica (Edinoff et al.,
2021). Apesar dos ISRS exibirem uma performance semelhante aos ADTs e IMAOSs tanto nas
taxas de remissdo do TDM quanto no tempo para que o farmaco exerca seus efeitos
terapéuticos, os ISRS possuem efeitos colaterais mais brandos e toleraveis, 0 que aumenta a
adesdo ao tratamento pelos pacientes, e portanto tornaram-se a estratégia terapéutica de
primeira escolha para o tratamento do TDM (Jobst et al., 2016; Qaseem et al., 2016; Edinoff et
al., 2021).
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Recentemente tem sido demonstrado que o anestésico cetamina, um conhecido
antagonista ndo competitivo do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), possui efeito
antidepressivo demonstrando que a neurotransmissao glutamatérgica também esta envolvida
com a fisiopatologia do TDM e pode ser um interessante alvo terapéutico para o tratamento
deste transtorno (Gulyaeva, 2017; Wei et al., 2020). Usada em doses sub-anestésicas, a
cetamina tem a vantagem de agir rapidamente. Em aproximadamente 40min ap0s sua aplicagdo
ja sdo observados efeitos antidepressivos, inclusive em pacientes refratarios a outras
alternativas de tratamento. Além disso, os efeitos da administracdo da cetamina podem durar
até 15 dias (Wei et al., 2020). Apesar dos seus beneficios, a cetamina precisa ter seu uso
controlado, uma vez que em altas doses pode desencadear sintomas
psicotomiméticos/dissociativos, neurotoxicidade e também pode provocar dependéncia (Chaki,
2017).

Para além da hipotese monoaminérgica, e mais recentemente a neurotransmissao
glutamatérgica, envolvidas no estabelecimento da depresséo, alguns estudos tém evidenciado
gue existem componentes genéticos, epigenéticos e neuroenddcrinos envolvidos com este
transtorno, existindo um risco aumentado em até 35% na ocorréncia de TDM em parentes de
primeiro grau, incidéncia esta, que aumenta em até 50% em gémeos idénticos (Lohoff, 2010;
Geschwind e Flint, 2015; Otte et al., 2016). Eventos estressores ao longo da vida como
experiéncias traumaticas na infancia, perda de entes queridos, problemas financeiros ou de
relacionamento e/ou estressores ambientais podem alterar a expressao de genes envolvidos com
o estabelecimento do TDM (Fakhoury, 2015; Otte et al., 2016). O estresse também pode
desencadear uma ativacao excessiva do eixo HPA, onde o aumento exacerbado da secrecéo do
hormbnio liberador de corticotrofina (CRH) provoca uma elevacdo anormal dos niveis de
cortisol 0 que em Ultima instancia intensifica os sintomas depressivos, principalmente por
provocar alteracdes nos receptores de 5-HT (Otte et al., 2016).

Tem sido demonstrado que ocorrem alteracbes em praticamente quase todas as
regibes do encéfalo em individuos com TDM, dentre as quais pode-se destacar: perda de
neurdnios no hipocampo, reducdo no volume da amigdala, ganglio basal, tAdlamo e cortex frontal
(CF) e outras regides cerebrais, além de redugdo no fluxo sanguineo e atividade no CF em
individuos com TDM (Fakhoury, 2015; Otte et al., 2016).

O estresse e eventos traumaticos no inicio da vida podem induzir uma resposta
inflamatdria exacerbada que pode estar relacionada com o surgimento da depressdo na vida
adulta (Danese e Lewis, 2017). Em modelos animais, ratos expostos a privagdo materna (PM)

no periodo pos-natal exibiram comportamento do tipo depressivo na idade adulta o que foi
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correlacionado com aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatorias e ativagdo microglial
(Réus et al., 2017, 2019). Esta associacao direta tem sido demonstrada em diversos trabalhos
cientificos onde o TDM e processos inflamatorios parecem estar intimamente relacionados
(Kim e Won, 2017; Franklin et al., 2018). Foi evidenciado que padrdes moleculares associados
a patdgenos (PAMPs) ou a danos (DAMPs) estdo envolvidos com o desenvolvimento da
neuroinflamacdo e sintomas depressivos induzindo a liberacdo de citocinas e quimiocinas
inflamatdrias pelo tecido cerebral e células microgliais através da ativacdo do fator de
transcricdo nuclear kappa B (NFkB) e do inflamassoma NLR family pyrin domain—containing
3 (NLRP3) (Fleshner et al., 2017). Em uma revisdo de literatura, Franklin et al. (2018),
apontaram mais de 20 estudos que relacionaram diversos DAMPs tais como: histonas, acidos
nucléicos, citocinas, proteinas de choque térmico (HSP), dentre outros e sua relacdo estreita
entre a neuroinflamacgédo e o TDM. Kim e Won (2017), relacionaram a neuroinflamacdo com o
desenvolvimento de alteracdo nas fungdes e estruturas cerebrais ligadas ao TDM, onde o
aumento da liberagdo de citocinas pro-inflamatorias no cérebro leva a um acimulo de
metabolitos neurotdxicos da via da quinurenina, ocasionando altera¢fes na funcéo e estrutura
de areas cerebrais envolvidas com o processamento das emocdes, e possivelmente induzindo
o0s sintomas depressivos. J& Woelfer et al. (2019) descreveram como a neuroinflamacéo pode
afetar a neurotransmissdo monoaminérgica e glutamatérgica ocasionando o estabelecimento da
depressdo, situacdo na qual a ativacdo de células microgliais, principalmente através de
liberacdo de Interleucina-6 (IL-6), Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) e Interleucina 1 -
beta (IL-1pB), interferem na sintese de dopamina e 5-HT, provocando um desbalanco do sistema
glutamatérgico (Dey e Giblin, 2018), afetando a neurogénese, e induzindo uma diminuicdo na
proliferacdo celular (Jeon e Kim, 2018), mediando em parte os efeitos da neuroinflamacéo nas
alteracdes comportamentais relacionadas a depressao (Fleshner et al., 2017).

Nos Ultimos anos tém crescido no ambiente cientifico a divulgacéo de estudos que
investigam a relagdo entre 0os microrganismos presentes no intestino e seus efeitos nas fungdes
cerebrais (Alam et al., 2017; Plaza-Diaz et al., 2019; Bastiaanssen et al., 2020). Tem sido
demonstrado que a microbiota intestinal e seus metabolitos podem estar associados a diversos
transtornos neuropsiquiatricos como esquizofrenia, transtorno do espectro autista, transtornos
de ansiedade e TDM, bem como com a doenca de Parkinson (Evrensel e Ceylan, 2015; Smith
e Parr-Brownlie, 2019). Assim, a microbiota intestinal vem sendo abordada como alvo
terapéutico para pacientes com transtornos mentais (Desbonnet et al., 2014; Hsiao et al., 2014;
Dinan e Cryan, 2017). Porém, mais estudos sdo necessarios para elucidar o papel da microbiota

intestinal e seus possiveis efeitos terapéuticos na satde mental.
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1.2 RELACAO ENTRE PRIVACAO MATERNA E O TDM

Desde o0 momento da concepcdo, passando pelo periodo pré-natal e a primeira
infancia, as criancas sdo especialmente vulneraveis a eventos estressores (Danese e Lewis,
2017; Lautarescu et al., 2020; Van den Bergh et al., 2020). Durante o inicio da vida tanto o
sistema imune quanto o cérebro ndo estdo totalmente formados. Neste periodo de répido
desenvolvimento, o sistema nervoso central (SNC) da crianca se adapta aos estimulos
ambientais recebidos durante o seu crescimento, exibindo respostas Unicas e individuais
correspondentes a realidade a qual estd inserida (Danese e Lewis, 2017). Experiéncias
mentalmente desafiadoras paras as criancas como: conflitos familiares e violéncia doméstica,
abusos na infancia, além da auséncia de cuidado parental provocada pela morte, separacao ou
abandono de um ou ambos os pais podem influenciar de modo negativo o comportamento, 0
desenvolvimento emocional e cognitivo, além de contribuir para o estabelecimento de
transtornos mentais, especialmente na adolescéncia e vida adulta (Agid et al., 1999; Tyrka et
al., 2009; Taylor, 2010; Berg et al., 2016). Foi evidenciado que individuos expostos a fatores
estressantes no inicio da vida apresentam maiores probabilidades de se divorciarem e viverem
sozinhos, possuem menor renda e também tém maiores chances de consumirem cigarro e
desenvolverem TDM e transtono bipolar ao longo da vida (Agid et al., 1999).

A interagdlo com a mae no inicio da vida é fundamental para o
neurodesenvolvimento exercendo um papel importante no estabelecimento de sistemas neurais
especificos com potencial de influenciar o comportamento adulto (Champagne et al., 2003).
Em roedores, variagdes no comportamento materno, particularmente o ato de lamber o filhote,
regula o desenvolvimento de respostas enddcrinas, emocionais e cognitivas ao estresse. Nestes
animais a separacdo materna simula uma situacdo de negligéncia e/ou perda dos pais no inicio
da vida em humanos (Abelaira et al., 2013).

Para entender o papel de eventos adversos no inicio da vida e suas consequéncias
sobre o comportamento e neurobiologia, foi desenvolvido um protocolo de PM como um
modelo para estudar uma série de transtornos dentre os quais pode-se destacar o TDM (Ader et
al., 1960; Anisman et al., 1998; Stuart, et al., 2019). De acordo com Abeleira et al. (2013). A
PM é um modelo animal bem estabelecido e validado em roedores. Neste modelo os animais
apresentam alteracfes comportamentais e fisiopatoldgicas caracteristicas com TDM, que sé@o
reversiveis por tratamentos utilizados na préatica clinica. Com trabalhos demonstrando que
roedores expostos a PM apresentam maiores tempos de imobilidade nos testes de nado forgado

ou suspenséo de cauda (Waters e Gould, 2022). Além disso, também tem sido demonstrado que
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estes animais apresentam déficits cognitivos, impactos na memoria, além de alteracbes nos
niveis de corticosteroides, reducdo nos niveis de neurotrofinas, dentre outras alteracdes (Chen
e Baram, 2016; Tractenberg et al., 2016). Apesar destas evidéncias, muitos estudos com PM
possuem resultados conflitantes. Isso se d4 em grande parte porque hd uma gama variada de
protocolos de PM, especialmente no que concerne a idade e sexo dos animais, aos tempos nos
quais os animais sdo privados, ao grau de manipulacdo e quando séo utilizados animais de
variedades diferentes (Waters e Gould, 2022).

Contudo, é consenso na comunidade cientifica que a PM tem uma grande relacéo
com o TDM. Oomen et al. (2009) demonstraram que a PM 3 dias ap6s 0 nascimento por um
periodo de 24h, reduz a neurogénese no hipocampo de ratas. Em outro estudo, quando o
protocolo de PM foi realizado no 11° dia ap6s o nascimento, foi encontrada uma reducdo nos
niveis de taurina no hipocampo de ratos machos, mas ndo em fémeas (Barbosa Neto et al.,
2012). Situacao que se inverteu quando os niveis do &cido gama-aminobutirico (GABA) foram
avaliados, com reducédo no hipocampo de fémeas, 0 que ndo ocorreu nos machos (Barbosa Neto
et al., 2012). Foi demonstrado que a PM pode induzir comportamentos do tipo depressivo em
ratos adultos, o que foi correlacionado com aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatorias,
incluindo a IL-1p, IL-6 e 0 TNF-a, redugdo dos niveis de Interleucina-10 (IL-10), bem com um
aumento de indicadores relacionados ao estresse oxidativo no CF e hipocampo destes animais
Réus et al., 2017).

Também tem sido evidenciada uma estreita relacdo entre as neurotrofinas e o
estabelecimento do TDM (Fomby e Cherlin, 2011). Estas proteinas possuem um papel
importante na plasticidade sinaptica nos processos de neurogénese e sobrevivéncia neuronal
(Lindsay et al., 1994; Huang Reichardt, 2001). Com estudos em modelos animais
demonstrando que fatores estressores interferem negativamente na expressao das neurotrofinas
bem como em suas vias metabolicas (Cattaneo et al., 2010; Chen et al., 2020; Arosio et al.,
2021). Em ratos expostos a PM ocorre uma reducdo nos niveis do fator neurotréfico-derivado
do cérebro (BDNF) na vida adulta o que € revertido quando estes animais sdo tratados com
antidepressivos (Réus et al., 2011, 2013). Efeito semelhante foi observado no estudo de
Pinheiro et al. (2015) onde a PM além de reduzir os niveis de BNDF o que foi associada com
reducdo na memoria de curto prazo.

Eventos estressantes nos primeiros anos de vida interferem na microbiota intestinal
e provocam um estado de dishiose, que é representado por um desequilibrio entre bactérias

patogénicas e microrganismos ndo patogénicos (Forsythe et al., 2010).
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Esse desbalanco na populagdo de microrganismos intestinais, esta envolvido com
um aumento da inflamacdo intestinal e alteracbes epigenéticas que estdo relacionadas com
fatores como predisposicdo a resisténcia a insulina e ao diabetes (Morshedi et al., 2020),
doencas neurodegenerativas (Nandwana et al., 2022) e o aparecimento de transtornos mentais
como 0 TDM (Sudo, 2006; O’Mahony et al., 2009; Evrensel e Ceylan, 2015; Gur et al., 2017,
Murakami et al., 2017). Nesse contexto se fazem importantes as investigacoes de fatores que
possam atenuar os efeitos negativos da PM e seus impactos na microbiota intestinal e por

extensdo no estabelecimento do TDM na vida adulta.

1.3 EIXO MICROBIOTA INTESTINO E CEREBRO

O intestino humano abriga mais de 1.000 espécies diferentes de bactérias. Estes
microrganismos evoluiram conjuntamente com a espécie humana, estabelecendo uma relacéo
de mutualismo. O ambiente entérico serve como abrigo e protecdo além oferecer um aporte
constante de nutrientes para 0s microrganismos que 0 habitam, ao passo que estes residentes
contribuem para digestao dos alimentos, produzem vitaminas e tém participacdo importante na
resposta imune e processo inflamatorios (Rajili¢-Stojanovi¢ e de Vos, 2014; Lloyd-Price et al.,
2016; Nguyen et al., 2016). O cérebro e o intestino interagem entre si através de um refinado
controle entre o sistema nervoso autbnomo (SNA) que regula o sistema digestivo,
principalmente no esdfago, estbmago e anus e o sistema nervoso entérico (SNE) que controla
principalmente o fluxo intestinal (Rhee et al., 2009; Furness, 2012). A microbiota intestinal
interage com estes dois sistemas pela modulagdo de respostas neuroendécrinas e do sistema
imune (Foster e McVey Neufeld, 2013; Dinan e Cryan, 2017).

Em condi¢des normais o SNC por meio do SNA controla a liberacdo de muco
intestinal que serve como biofilme para a microbiota local. Esta, por sua vez, libera peptideos
e acidos graxos que em interagdo com o SNE podem aumentar ou reduzir a velocidade do fluxo
intestinal (Rhee et al., 2009). Essa relacédo entre os SNC e a microbiota tem sido demonstrada
em estudos que evidenciam que a composicdo da flora intestinal estd relacionada com o
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas como a Alzheimer, Parkinson e esclerose
multipla (Nandwana et al., 2022) bem como no desenvolvimento do TDM (Bastiaanssen et al.,
2020). Estudos com modelos animais e em humanos tém demonstrado que fatores externos
como estresse, presenca de doengas, uso de antibidticos, dieta e estilo de vida, podem provocar
um estado de disbiose intestinal (Forsythe et al., 2010), o que altera a permeabilidade intestinal

(Bastiaanssen et al., 2020), e permite que antigenos provenientes de bactérias patogénicas
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tenham acesso a corrente sanguinea, ativando a resposta imune, o que induz um aumento na
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, hiperativacdo do eixo HPA e consequente aumento
nos niveis de cortisol (Sugaya et al., 2015; Bastiaanssen et al., 2020). Niveis altos de
glicocorticdides desregulam receptores serotoninérgicos no encéfalo, como visto em individuos
com TDM (Otte et al., 2016). Além disso, as citocinas pré-inflamatdrias liberadas na corrente
sanguinea podem atravessar a barreira hematoencefélica (BHE) e induzir um processo de
neuroinflamacao, intensificando os sintomas do TDM (Bastiaanssen et al., 2020; Carlessi et al.,
2021).

Fatores como tipo de parto e a alimentacé@o recebida pela crianca influenciam a
populacédo de bactérias presentes na microbiota intestinal do individuo e podem estar associadas
com resisténcia a insulina, obesidade e com o TDM (Cani et al., 2007; Rabot et al., 2010;
Carlessi et al., 2021). Além disso, eventos estressantes no inicio da vida podem impactar
negativamente a microbiota, e por extensdo as respostas imunoldgicas em criancas, induzindo
0 aparecimento de uma série de doengas na infancia como, sindrome do intestino irritavel,
doenca celiaca, constipacdo e dor abdominal (Saeed et al., 2022). Tem sido demonstrado que
roedores expostos a PM apresentam disbiose intestinal (Pusceddu et al., 2015) e estas alteracdes
na microbiota intestinal s&o consequéncia direta da exposi¢ao ao estresse, uma vez que nesse
modelo animal as mudancas na flora intestinal ocorrem independentemente da populacéo de
bactérias que os filhotes herdaram de suas mées (Kemp et al., 2021). Por outro lado, a presenca
de uma microbiota saudavel ou o restauro da flora intestinal com microrganismos nao
patogénicos pode exercer efeitos benéficos.

Tamana et al. (2021) demonstraram que meninos com um ano de idade que tinham
microbiota com predomindncia de bactérias dos filos Bacteriodetes ou Firmircutes
apresentaram melhores func@es cognitivas e melhor desenvolvimento da linguagem aos dois
anos de idade quando comparados com meninos que tinham uma microbiota com
predominancia de bactérias do filo Proteobacteria, evidenciando os beneficios da microbiota no
neurodesenvolvimento e cognicao.

Em ratos, mudancas na dieta foram capazes de reverter a disbiose provocada pela
PM, restaurando a qualidade da populagdo bacteriana nestes animais (Pusceddu et al., 2015).
Em outro estudo, animais expostos a PM, apresentaram alteracbes comportamentais e
bioquimicas relacionadas ao TDM e estes efeitos foram atenuados nos grupos que receberam o
probiético Bifidobacterium infantis (Desbonnet et al., 2010). Resultado semelhante também foi
encontrado no estudo de Yang et al. (2022), no qual a suplementacéo de ratos que sofreram PM

com Lactobacillus casei, reverteu o comportamento depressivo bem como normalizou os niveis
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de monoaminas e BDNF no cérebro destes animais, revelando um possivel envolvimento da
microbiota intestinal na regulagdo do SNC. Juntos estes dados expde a importancia de estudos
que avaliem o potencial de terapias que tenham como alvo a flora intestinal e sua possivel

associacdo com transtornos psiquiatricos.

1.4 ESCITALOPRAM, CETAMINA, PROBIOTICO E TDM

Pelo fato de 0 TDM ser de causa multifatorial, diversas estratégias terapéuticas tém
sido utilizadas para enfrentar este transtorno e seus sintomas, com destaque para 0 uso de
antidepressivos ISRS como o escitalopram e, mais recentemente, o a utilizacdo de
medicamentos que agem no sistema glutamatérgico, como a cetamina. Apesar da eficiéncia
comprovada de tais abordagens, estas ainda apresentam efeitos colaterais significativos. Desse
modo, o uso de probidticos e seu possivel papel no restauro de uma microbiota saudavel e seus
efeitos em alguns transtornos psiquiatricos vém sendo estudado (Chaki, 2017; Macedo et al.,
2017; Edinoff et al., 2021).

O escitalopram tem seu uso bastante difundido e é utilizado como opc¢ao de primeira
escolha para o tratamento de transtornos psiquiatricos como ansiedade e depressdo.
Caracterizado por ser o enantidmero S do citalopram racémico (R-citalopram), possui relativa
eficacia no tratamento do TDM, apresentando boa tolerancia e aderéncia ao tratamento pelos
pacientes (Zhong, Haddjeri and Sanchez, 2012; Cipriani et al., 2018; Edinoff et al., 2021).
Possui alta afinidade com transportadores de 5-HT, enquanto ndo apresenta ou tem baixa
afinidade com transportadores de dopamina e canais iénicos (Waugh e Goa, 2003; Edinoff et
al., 2021). Este farmaco comeca a exercer seu efeito terapéutico no alivio dos sintomas do TDM
apos uma ou duas semanas do inicio do tratamento (Waugh e Goa, 2003). Foi demonstrado que
pacientes com TDM quando tratados com escitalopram exibem niveis de controlabilidade
cerebral, representada por uma melhor capacidade de intercomunicacdo e gerenciamento de
redes neuronais entre diferentes regies do cérebro semelhante a de individuos saudaveis (Fang
et al.,, 2022). Essas caracteristicas podem estar relacionadas com um possivel efeito
neuroprotetor do escitalopram como demonstrado em estudos que evidenciaram uma elevagéo
nos niveis de BDNF no soro de individuos apds o tratamento cronico com este antidepressivo
(Cattaneo et al., 2010). Fato que também foi demonstrado em modelo animal de estresse
crénico, no qual ratos com comportamento depressivo exibiram uma normalizagdo dos niveis

cerebrais de BDNF ap0s tratamento com escitalopram (Seo et al., 2019).
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Apesar de o escitalopram ser amplamente utilizado no tratamento do TDM, um
estudo recente demonstrou que 27% dos pacientes ndo respondem ao tratamento, enquanto um
contingente de até 58% dos individuos tratados demoram pelo menos quatro semanas para
sentirem algum efeito benéfico no alivio dos sintomas do TDM (Larsen et al., 2020). Tais
evidéncias vdo ao encontro com outros estudos que demonstraram que 30% dos pacientes néo
respondem ao tratamento enquanto somente um terco dos pacientes tem remissdo completa dos
sintomas (Rush et al., 2006; Ng et al., 2013; Rosenblat etal., 2018). Além disso, o uso deste
medicamento pode provocar diminuicdo da libido, distdrbios ejaculatorios, ndusea, diarreia,
insdnia, boca seca, dores de cabeca, tontura, tremores além de ansiedade e inquietagdo (Waugh
and Goa, 2003; Ramic et al., 2020; Edinoff et al., 2021). Esses efeitos adversos levam ao
abandono do tratamento por muitos pacientes e busca por tratamentos alternativos (Rosenblat
etal., 2018).

Derivada do anestésico fenilciclidina, a cetamina vem se tornando uma opc¢éo
popular para o tratamento do TDM, especialmente para pacientes refratarios ao escitalopram
ou outros ISRS, especialmente por exibir efeitos antidepressivos rapidamente, a partir de 45
minutos, e por estes efeitos serem prolongados, se estendendo em alguns casos, por até 15 dias
apo6s uma Unica aplicacdo deste farmaco (Berman et al., 2000; Wei et al., 2020). O fato de a
cetamina ser classificada como um antagonista ndo competitivo do receptor NMDA (Gulyaeva,
2017), torna o uso deste farmaco interessante no tratamento do TDM uma vez que foi
demonstrado que a neurotransmissao glutamatérgica esta associada ao TDM (Huang et al.,
2017; Li et al., 2019). De acordo com Bressan e Pilowsky (2003), parte de seus efeitos
terapéuticos também pode ser exercida pela indugdo da liberagdo de glutamato e estimulacéo
dos receptores alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico (AMPA) e metabotrépicos
de glutamato (mGIuR). Foi demonstrado que a cetamina aumenta a fosforilacdo da proteina de
ligacdo responsiva a adenosina 3,5-monofosfato ciclico (CREB) e do receptor tropomiosina
quinase B (TrkB) no hipocampo (Réus et al., 2016b). Em um estudo utilizando cérebros post
mortem de pacientes com TDM foi evidenciado uma elevagdo na expressao de genes mGIuR e
ionotrdpicos de glutamato (iGIuR) no CF dos individuos analisados (Gray et al., 2015).

O glutamato liberado se liga e ativa os receptores AMPARSs pds-sinapticos,
resultando em maior liberagdo do BDNF, ativacdo do TrkB e subsequente promocéo da sintese
de proteinas (Ignécio et al., 2016). Essas evidencias sugerem que o tratamento com cetamina
pode exercer efeito neuroprotetor em individuos com TDM, como observado em estudos que
demonstraram que este farmaco age rapidamente na restauracao da arborizagdo dendritica e na

densidade das espinhas sinapticas (Bessa et al., 2009; Morais et al., 2017), bem como na
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reducdo da apoptose de neuronios hipocampais de camundongos ap6s administracdo de TNF-
a (Wang et al.,, 2021). Este farmaco também possui um papel adjuvante na redugdo da
neuroinflamacédo, como demonstrado no trabalho de Tan et al. (2017) onde a administracédo de
cetamina diminuiu o0s niveis de TNF-a, IL-1p e IL-6 em camundongos. Apesar dos seus
beneficios no tratamento do TDM a indicacao e uso da cetamina precisam ser bem estudados,
uma vez que em excesso ela pode causar dependéncia e neurotoxicidade, expondo a necessidade
da busca de outras alternativas terapéutica para o0 TDM (Chaki, 2017).

Nos ultimos anos a relacédo entre a microbiota intestinal e suas implicacdes com o
funcionamento do SNC e o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos tem sido
extensivamente estudada (Desbonnet et al., 2014; Hsiao et al., 2014; Cryan e Dinan, 2015).
Evidéncias tém demonstrado que alteracbes no microbioma podem contribuir para o
estabelecimento e/ou agravamento do TDM (Bastiaanssen et al., 2020). Os probioticos sdo uma
classe diversa de microrganismos que podem trazer beneficios a salde do hospedeiro quando
ingeridos em quantidades adequadas (Hill et al., 2014). Os probi6ticos agem em varias frentes
na melhora da saude dos seus hospedeiros. Bactérias probidticas do filo Bacteriodetes bem
como dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium induzem a producdo de HSPs pelo epitélio
intestinal, especialmente as proteinas HSP25 e HSP72, que possuem efeito citoprotetor
auxiliando na manutencdo da integridade da parede intestinal. Além disso, os probioticos
induzem a expressao de genes envolvidos na manutencéo entres as juncdes das células epiteliais
intestinais e auxiliam na producdo do muco instestinal que serve como uma barreira contra
microrganismos patogénicos (Thomas e Versalovic, 2010; Bermudez-Brito et al., 2012).
Algumas bactérias probiéticas excluem suas contrapartes patogénicas competindo pelos
mesmos sitios de ligagdo no intestino ou em muitos casos auxiliam no combate dos invasores
pela secrecdo de bacteriocinas, peptideos com propriedades antimicrobianas, que previnem a
proliferacdo de patégenos (Plaza-Diaz et al., 2019).

Os é&cidos graxos de cadeia curta (AGCCs) como acetato, butirato, lactato e
propionato, sdo outra classe de metabdlitos produzidos pelas bactérias a partir da fermentacéo
de polissacarideos durante a digestdo, e que de modo geral sdo associados com a microbiota de
individuos saudaveis em diferentes estagios da vida (Bermudez-Brito et al., 2012; Plaza-Diaz
etal., 2019). Alguns dos AGCCs tém acgéo neuroproterora no SNC. Conforme demonstrado no
trabalho de Chen et al. (2019), o transplante de microbiota fecal rica em AGCCs atenuou 0s
danos provocados pelo choque isquémico em ratos e estes efeitos foram correlacionados com
um aumento na populacdo de Lactobacillus e elevacdo dos niveis de butirato. Em outro estudo

0 tratamento oral com Lactobacillus reuteri atenuou o comportamento do tipo depressivo em
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camundongos expostos a um modelo de estresse cronico, normalizou a populagdo de bactérias
benéficas, bem como recuperou os niveis de triptofano no CF destes animais, indicando que 0s
probidticos podem ter efeitos positivos no metabolismo da 5-HT. Além disso, também foi
evidenciado um aumento na producdo de acetato pela microbiota dos animais com
comportamento do tipo depressivo, o qual foi revertido pela administragéo de L. reuteri (Xie et
al., 2020). Em um estudo utilizando um modelo animal de estresse psicossocial Van de Wouw
et al. (2018) também encontraram niveis elevados de acetato em camundongos, demonstrando
que alteracGes na microbiota podem alterar os perfis dos AGCCs produzidos o que pode trazer
efeitos negativos relacionados ao TDM.

Alguns estudos tém apontado que o consumo de probioticos pode atenuar sintomas
relacionados ao TDM (Messaoudi et al., 2011; Steenbergen et al., 2015). Em um trabalho
publicado por Akkasheh et al. (2016) foi demonstrado que pacientes com TDM que receberem
L. casei, L. accidophilus e B. bifidum apresentaram uma reducdo dos sintomas do TDM quando
foi aplicada uma escala de depressédo, o que foi acompanhando por uma redu¢do no niveis de
insulina, resisténcia a insulina e proteina C reativa, além de um aumento no niveis séricos de
glutationa quando comparados com grupo placebo. Tanto a resisténcia a insulina quanto a
proteina C reativa estdo envolvidas com processos inflamatérios e sdo preditores do TDM
(Watson et al., 2021; Orsolini et al., 2022). Ja baixos niveis de glutationa sdo encontrados em
pacientes depressivos, especialmente 0s que apresentam anedonia, representada pela
diminuicdo no prazer em realizar as tarefas cotidianas (Freed et al., 2017). Os probioticos
parecem exercer efeitos benéficos em varios parametros relacionados ao TDM. Em ratos
expostos a um modelo de estresse cronico, a administracdo de L. Helveticus melhorou a
disfungdo cognitiva e apresentou efeito anti-inflamatdrio, o que foi correlacionado com um
aumento dos niveis plasmaticos de IL-10, bem como o envolvimento deste probiodtico na
regulacdo do eixo HPA com consequente diminui¢do dos niveis séricos de corticoesterona e
adrenocorticotropina, o que foi associado com aumento nos niveis hipocampais das
monoaminas noradrenalina e 5-HT e possivel efeito neuroprotetor caracterizado pelo aumento
da expressdao de RNAm da proteina BDNF (Liang et al., 2015). Dados semelhantes também
foram encontrados em outro estudo em que a administracdo de L. paracasei e L. rhamnosus
atenuaram os sintomas relacionados com depresséo e ansiedade em camundongos expostos a
um protocolo de estresse cronico o que foi associado a um aumento nos niveis de 5-HT e BDNF

no CF e hipocampo, respectivamente (Cheng et al., 2020).
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1.5 NEUROTROFINAS

As neurotrofinas representam um grupo de proteinas que estdo envolvidas com o
crescimento, sobrevivéncia e manutencdo de neurénios dos SNC e periférico. Dentre as
neurotrofinas, o BNDF esta envolvido com processos de sobrevivéncia, diferenciacéo,
desenvolvimento e plasticidade neuronal (Hing et al., 2018). Esta proteina exerce seus efeitos
ligando-se ao receptor TrkB que em Gltima instancia promove a ativacao do fator de transcricéo
CREB, desencadeando suas fungdes intracelulares formando a via de ativacdo
BDNF/TrkB/CREB (Mohammadi et al., 2018). Esta via parece estar relacionada com a
presenca de diversas alteragdes cerebrais e comportamentais, conforme elucidado no trabalho
de Dong et al. (2018). Neste estudo animais expostos a dexametasona intradtero apresentaram
déficit cognitivo, diminuicdo do nimero de neurdnios e aumento da apoptose no hipocampo,
bem como uma reducdo na cascata de sinalizagdo BDNF/TrkB/CREB (Dong et al., 2018). Essa
afirmacéo encontra suporte no trabalho de Kundakovic et al. (2015), onde foi demonstrado que
em animais que passaram por adversidades no inicio da vida ocorreu uma reducdo na expressao
de BNDF. Esses dados sugerem que esta neurotrofina pode ser utilizada como um biomarcador
para mensurar o risco do estabelecimento de psicopatologias. Além disso, no estudo de Réus et
al. (2011) foi demonstrado que animais expostos a PM, sofreram alteragBes comportamentais
bem como reducdo nos niveis de BDNF e do fator de crescimento nervoso (NGF) na idade
adulta. Estes trabalhos reforcam que diversos estressores no inicio da vida, podem culminar em
TDM no futuro.

A sintese de BDNF ocorre em regifes que participam da funcdo emocional e
cognitiva, como o hipocampo sendo que a redugdo na expressdo deste fator de crescimento
pode afetar a neuroplasticidade e causar atrofia neuronal nesta regido, exercendo impactos
negativos na memoria e nas emocdes de individuos com TDM (Phillips, 2017). Além disso, foi
demonstrado em modelo animal que a 5-HT pode regular a expressao do BDNF durante
episodios de estresse. Neste modelo houve um aumento na expressdo de RNAm de BDNF em
neurdnios do hipocampo e CF de ratos tratados com agonistas de receptores serotoninérgicos
ao passo que o tratamento com antagonistas destes receptores provocou uma reducdo na
expressdo de RNAmM de BDNF (Jiang et al., 2016). Resultado similar foi encontrado em um
estudo que encontrou uma reducdo na expressdo de RNAm de TrkB e BDNF no soro de
individuos passando pelo primeiro episodio depressivo, indicando que alteracBes nesta via
podem estar implicadas no inicio do estabelecimento do TDM (Chen et al., 2020). Essas

evidéncias também podem explicar os possiveis efeitos terapéuticos de ISRS, como o



26

escitalopram, no aumento dos niveis séricos de BDNF bem como na normaliza¢do dos niveis
cerebrais desta proteina (Cattaneo et al., 2010; Seo et al., 2019). De maneira semelhante o
receptor NMDA parece estar envolvido com a regulacdo das neurotrofinas como apontado no
estudo de Gwag e Springer (1993), onde a administracdo de NMDA intracerebroventricular
induziu um aumento robusto na expressdo de RNAmM do BDNF no hipocampo de ratos ou pelo
estudo de Abaleira et al. (2016), que demonstrou que o uso da cetamina aumentou a fosforilagéo
do CREB e do TrkB no hipocampo de ratos. A utilizacdo de probidticos também parece exercer
algum efeito na regulacéo das neurotrofinas uma vez que foi demonstrado que a expressdo do
BDNF e TrkB foram aumentadas apds a administracao de L. casei (Gu et al., 2020), enquanto
L. paracasei e L. rhamnosus amentaram os niveis de BDNF no hipocampo de roedores (Cheng
et al., 2020).

Devidos as limitacGes terapéuticas dos tratamentos antidepressivos em uso corrente
e 0s possiveis impactos da PM no estabelecimento do TDM, estudos que avaliem o potencial
de terapias adjuvantes nessa area sao importantes, especialmente para oferecer alternativas para
pacientes resistentes aos tratamentos classicos. Nesse contexto, é de especial interesse a
compreensdo dos mecanismos de acdo pelos quais o0 uso de probiodticos exercem seus impactos
positivos na melhora de sintomas associados ao TDM em especial na possivel relagdo do
impacto da flora intestinal na regulacdo dos niveis de neurotrofinas no SNC, haja vista que
essas proteinas possuem elevada importancia nos processos de plasticidade sinaptica e

desenvolvimento neuronal.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do tratamento com escitalopram, cetamina e probidtico sobre
0s niveis cerebrais de BDNF, TrkB e CREB em ratos adultos machos e fémeas, expostos a
estresse no inicio da vida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar os niveis BDNF, TrkB e CREB no CF e hipocampo de ratos machos e fémeas

submetidos a estresse por PM e tratados com cetamina;

b) Awvaliar os niveis de BDNF, TrkB e CREB no CF e hipocampo de ratos machos e fémeas

submetidos a estresse por PM e tratados com escitalopram;

c) Auvaliar os niveis de BDNF, TrkB e CREB no CF e hipocampo de ratos machos e fémeas
submetidos a estresse por PM e tratados com probidtico (Bifidobacterium infantis).
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3 METODOLOGIA

3.1 PROCEDIMENTOS ETICOS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
recomendacdes internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratério, além das
recomendacdes para 0 uso de animais da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
Comportamento (SBNeC) e o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) sob numero 032/2019-1 (Anexo I).

3.2 ANIMAIS

Para esse estudo foram utilizadas ratas Wistar jovens e virgens procedentes da
col6nia de reproducdo do Biotério da UNESC, as quais foram abrigadas por uma semana na
presenca de machos para experiéncia sexual. No final do periodo de sete dias, as ratas gravidas
foram alojadas individualmente com acesso a alimento e 4gua ad libitum. Todas a mées e
filhotes foram mantidas em gaiolas colocadas sobre estantes e sob os cuidados dos funcionarios
do Biotério. A temperatura do ambiente foi controlada entre 20 e 220C, ciclo claro-escuro
12/12h, alimentados com dieta padréo para roedores e agua do sistema publico de fornecimento
(torneira) colocado em mamadeiras para roedores. Durante todos os procedimentos 0s animais

foram mantidos em condicdes padrBes seguindo as normas do comité de ética da UNESC.

3.3 PROTOCOLO DE PM E TRATAMENTOS

O modelo animal de PM é utilizado para estudar as consequéncias de eventos
estressores no inicio da vida. Em roedores este modelo simula situa¢Ges equivalentes a perda
de um ou ambos 0s genitores e/ou negligéncia parental que eventualmente ocorrem com seres
humanos. Sendo considerado um dos mais potentes desencadeadores de estresse natural ao
longo do desenvolvimento (Abelaira et al., 2014). O protocolo de PM é também um importante
modelo para investigacéo da fisiopatologia e tratamento do TDM (Abelaira et al., 2013; Réus
etal., 2015).

No presente estudo, ratos filhotes de ambos os sexos, foram privados da mae

durante 3 h/dia nos 10 primeiros dias apds o nascimento. A privacao consiste em retirar a méae
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da caixa, mantendo os filhotes na presenca do odor materno. Os animais ndo privados
(controles) permaneceram imperturbdveis na gaiola original com sua mée. Os animais foram
desmamados no 21° dia ap6s 0 nascimento.

Ao final do protocolo de PM, foi administrado aos animais: solucdo salina,
escitalopram, cetamina, ou probidtico por 50 dias, sendo que os animais foram separados nos
seguintes grupos: 1) Controle + Sal (n= 8, sendo 4 machos e 4 fémeas para cada grupo); 2)
Privado + Sal (n= 8, sendo 4 machos e 4 fémeas para cada grupo); 3) Privado + Escitalopram
(n= 8, sendo 4 machos e 4 fémeas para cada grupo); 4) Privado + Cetamina (n= 8, sendo 4
machos e 4 fémeas para cada grupo); e 5) Privado + Probiotico (n= 8, sendo 4 machos e 4
fémeas para cada grupo).

Todos os animais iniciaram o tratamento com 11 dias p6s-natal (DPN) até atingirem
a idade adulta com 61 DPN. A cetamina (Dopalen) foi administrada por via intraperitoneal na
dose de 15 mg/kg duas vezes por semana durante 50 dias. Nos dias em que 0s animais néo
receberam cetamina, foi administrado solugéo salina (0,09%). O escitalopram (Reconter) foi
administrado via oral na dose de 10 mg/kg, uma vez ao dia durante 50 dias. O probiotico
Bifidobacterium infantis (obtido em farmacia de manipulacdo da marca LEMMA) foi diluido
em 100 mL de &gua e administrado via oral na dose 1x10° de unidades formadoras de coldnia
(UFC) durante 50 dias. Ao final dos tratamentos os animais foram submetidos a eutanasia por
decapitagdo e subsequente remocdo das estruturas cerebrais, CF e hipocampo que foram
armazenadas em freezer -80°C até a realizacdo das analises para determinacdo dos niveis de
CREB, BDNF e TrkB atraveés da técnica de western blot.

3.4 ANALISE DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

As amostras congeladas foram homogeneizadas em 400uL de tampdo de
homogeneizacdo com inibidor de proteases. Em seguida passaram por centrifugacdo por 10 min
a 10.000 RPM e temperatura de 4°C. Logo apds 200uL do sobrenadante foram ressuspendidos
em 200uL de stop solution com 8% de SDS. A suspensao obtida foi aquecida a 98°C por 5 mim.
Uma aliquota de 20uL de cada amostra foi separada para dosagem de proteinas e no restante
foram adicionados 97,5ulL de glicerol 40% e 31,2ulL de B-mercaptoetanol. A dosagem de
proteinas foi realizada pelo método de Lowry et al. (1951) em 620nm. Para separacdo das
proteinas foram aplicadas em gel de poliacrilamida 4-20% Mini-PROTEAN® TGX™ (Bio-
rad) aliquotas contendo 50ug de proteina (por amostra). A eletroforese foi realizada em tampéo
Tris/Glicina/SDS a 200V, 3,0A e 300Ma por até 80 min. Em seguida as proteinas foram
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transferidas para membranas de poli (fluoreto de vinilideno) (PVDF) Trans-Blot Turbo Mini
0.2um PVDF Transfer Packs (Bio-rad), utilizando equipamento Trans-blot® (Bio-rad) turbo a
25V e 1,3A por 7 min. Na sequéncia as membranas foram fixadas com &cido acético 1% e
coradas com Ponceau para confirmacéo da transferéncia.

O bloqueio das membranas foi realizado com leite desnatado 5% por 2h em
temperatura ambiente. Logo ap6s as membranas foram lavadas em solucéo tampao e incubadas
com anticorpo primario especifico para BDNF, CREB, TrkB ou B-actina (1:1000), mantidos
sob agitacdo constante durante a noite a 4°C. No dia seguinte, 0 excesso de anticorpo primario
foi removido, e as membranas incubadas com anticorpo secundario anti-rabbit conjugado com
peroxidase (1:20000 para BDNF, CREB ¢ TrkB) ou (1:40000 para B-actina) por 2h em
temperatura ambiente sob agitacdo constante. O excesso de anticorpo secundario foi removido
e em seguida, as membranas foram incubadas em substrato enzimatico por 5 min. A revelagéo
das membranas ocorreu com o auxilio de um aparelho fotorevelador Chemicon Bio-Rad. A
incubacdo com anti-B-actina ocorreu somente apds o strip das membranas previamente
incubadas com anticorpos para BDNF, CREB ou TrkB (Laemmli, 1970).

A imagens obtidas foram analisadas com programa Image Lab (Bio-rad) versao 6,1
para determinacdo da densidade éptica das bandas onde ocorreu a ligagdo com o anticorpo
primario e os valores obtidos com as bandas de BDNF, CREB ou TrkB foram comparados com

os valores obtidos com as respectivas bandas de B-actina.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram avaliadas usando o software SPSS versdo 21.0. Os
dados foram analisados por ANOVA de uma via e estdo expressos como média + erro padrdo

da média. Foram considerados estatisticamente significativos valores com p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 NIVEIS DE BDNF, TRKB E CREB NO CORTEX FRONTAL E HIPOCAMPO EM
ANIMAIS EXPOSTO A PM E TRATADOS COM DIFERENTES FARMACOS COM ACAO
ANTIDEPRESSIVA

A figura 1 ilustra as imagens representativas dos niveis de BDNF, TrkB e CREB
no CF e hipocampo de machos e fémeas. As figuras 2, 3 e 4 mostram os niveis de BDNF, TrkB
e CREB respectivamente, no CF e hipocampo de fémeas e machos, expostos ou ndo a PM e aos

tratamentos com escitalopram, cetamina e probidtico.
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Figura 1 - Imagens representativas dos niveis de BDNF TrkB e CREB 61DPN. Niveis de BDNF, TrkB e CREB
e B-Actina no CF de machos (A) e fémeas (B) e hipocampo de machos (C) fémeas (D) apds PM e tratamento com
escitalopram, cetamina e probidtico.

A figura 2 esta ilustrando os efeitos do tratamento crdnico com cetamina,

escitalopram e probiotico nos niveis de BDNF no CF e hipocampo de ratos fémeas (A) e machos
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(B) submetidos a PM. As anélises estatisticas ndo revelaram diferenca entres 0s grupos
estudados nos niveis de BDNF (p > 0,05).

Figura 2A
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Figura 2 - Efeitos da privacdo materna e do tratamento com cetamina, escitalopram e probiético nos niveis de
BDNF. Niveis de BDNF no CF e no hipocampo de ratos fémeas (A) e machos (B) de 61 dias. As barras
representam a média e erro padrdo da média.

Os niveis de TrkB estdo apresentados na figura 3. Os resultados demonstraram que
no CF de fémeas houve um aumento nos niveis de TrkB do grupo privado tratado com
probidtico, quando comparado ao grupo controle (p < 0,05;. Fig. 3A). Ja no hipocampo de
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fémeas ou em ambas as estruturas de machos ndo foi encontrada diferenca significativa entre

0s grupos (p > 0,05; Fig. 3A e B).

Figura 3A
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Figura 3B
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Figura 3 - Efeitos da privagcdo materna e do tratamento com cetamina, escitalopram e probidtico nos niveis de
TrkB. Niveis de TrkB no CF e no hipocampo de ratos fémeas (A) e machos (B) de 61 dias. As barras representam
a média e erro padrdo da média. * p < 0,05 vs controle+salina.

Na analise dos niveis de CREB apo0s o tratamento com cetamina, probiotico ou
escitalopram em ratos privados foi revelado que os niveis de CREB foram significativamente
reduzidos no CF das fémeas privadas dos cuidados maternos e tais niveis mantiveram-se

diminuidos apos o tratamento com cetamina e probiotico (p < 0,05; Fig. 4A). Ja no hipocampo
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de fémeas ou em ambas as estruturas de machos néo foi encontrada diferenca significativa entre

0s grupos (p > 0,05; Fig. 4A e B).

Figura 4A
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Figura 4 - Efeitos da privacdo materna e do tratamento com cetamina, escitalopram e probiético nos niveis de
CREB. Niveis de CREB no CF e no hipocampo de ratos fémeas (A) e machos (B) de 61 dias. As barras representam
a média e erro padrao da média. * p < 0,05 vs controle+salina.
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5 DISCUSSAO

O TDM é um transtorno que atinge milhGes de pessoas em todo o mundo, sendo
que as mulheres sdo mais propensas a serem afetadas (Otte et al., 2016; Malhi e Mann, 2018).
A hipdtese das monoaminas € a mais utilizada para explicar os sintomas depressivos no
desenvolvimento do TDM (Negrdo e Gold, 2007). Além disso, é consenso na comunidade
cientifica que uma diversidade de outros fatores estdo implicados com o estabelecimento deste
transtorno, com destaque para alteragdes hormonais (Nandam et al., 2020), passando por
impactos no aumento da inflamacao sistémica (Orsolini et al., 2022) ou cerebral (Woelfer et
al., 2019) e até nos padrdes de expressao de neurotrofinas (Fisar e Hroudova, 2010; Fomby e
Cherlin, 2011). Diante disso diversas estratégias terapéuticas tem sido adotadas, desde o uso
tradicional de ISRS como o escitalopram (Waugh e Goa, 2003) e farmacos como a cetamina
que tem como alvo terapéutico o sistema glutamatérgico (Huang et al., 2017), e até como vem
sendo abordado mais recentemente o uso de estratégias que exploram as interagfes entre a
microbiota intestinal e 0 SNC (Bastiaanssen et al., 2020).

Diante do exposto, o foco do presente estudo foi avaliar a influéncia da microbiota
intestinal na via BDNF/TrkB/CREB. Para tanto foi utilizado um protocolo de inducéo de
estresse no inicio da vida baseado na PM. Em estudos anteriores utilizando este protocolo foi
demonstrado que 0s animais expostos a separacdo materna apresentaram comportamento do
tipo depressivo em 61 DPN juntamente com um aumento de citocinas pro-inflamatorias IL-13
e IL-6 no hipocampo e IL-6 no CF com consequente reducdo de IL-10 no soro e no hipocampo
destes animais. Neste estudo a presenca de parametros relacionados com a inflamacéo foi
associado com um aumento do estresse oxidativo, representado pela elevacao na carbonilagao
de proteinas e reducdo da enzima superoxido-dismutase (SOD) tanto no hipocampo quanto no
CF, demonstrando que o protocolo de PM estd associado com parametros relacionados ao
TDM, mesmo em animais adultos (Réus et al., 2017). Recentemente o conhecimento de como
este modelo animal causa sintomas relacionado ao TDM foi ampliando pelo estudo de Carlessi
(2021). Neste trabalho foi apontado que o tratamento de animais expostos a PM com
escitalopram, cetamina ou com o probidtico B. infantis foi capaz de reduzir a carbonilagdo de
proteinas no hipocampo e soro de fémeas privadas. Este efeito também foi exibido no CF de
ambos 0s sex0s, mas somente nos animais tratados com B. infantis. Demonstrando que os
sintomas relacionados ao TDM, neste modelo animal, podem influenciar regides cerebrais de
maneiras diferentes e, que respostas a possiveis estratégias terapéuticas sao dependentes do

sexo e do tratamento empregado.
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No presente estudo também foram observadas diferencas dependentes do sexo ou
da estrutura analisada. O tratamento com o probidtico B. infantis, ndo exibiu diferengas
significativas nos niveis de TrkB no hipocampo de ratos machos e fémeas. Ja no CF, ocorreu
um aumento significativo nos niveis de TrkB nas fémeas tratadas com B. infantis, enquanto nos
machos nédo houve diferencgas significativas (Figura 3).

Jiang et al. (2017) ndo encontraram diferencas significativas, nos niveis de TrkB no
soro de pacientes com TDM tratados com escitalopram. Por outro lado, em um trabalho
utilizando um modelo animal de depressdo induzido por dieta deficiente em zinco, o tratamento
crénico com escitalopram foi capaz de aumentar os niveis de TrkB no CF de camundongos
(Mtyniec e Nowak, 2015). Ja em outro estudo foi encontrado um aumento nos niveis de RNAm
de TrkB no hipocampo de ratos ap0s tratamento agudo com escitalopram, porém este efeito ndo
persistiu no grupo de animais expostos ao tratamento crénico (Kozisek et al., 2008).
Demonstrando que o escitalopram pode exercer efeitos variados nos niveis de TrkB tanto em
CF quanto no hipocampo e estas alteracGes séo dependentes do tipo de estressor bom como do
tempo de tratamento.

Neste trabalho a administracdo de cetamina também ndo foi capaz de alterar
significativamente os niveis de TrkB em nenhum dos grupos analisados (Figura 3). De acordo
com a literatura, este farmaco também exibe respostas variadas em diferentes regiGes do SNC.
No estudo de Réus et al. (2016b) foi encontrado um aumento dos niveis de TrkB no CF, mas
ndo no hipocampo de ratos machos tratados com cetamina. Ja em outro estudo, a administracdo
em dose Unica de cetamina foi capaz de atenuar os sintomas associados a depressdo em
camundongos machos, porém este efeito ndo foi reproduzido nos animais que receberam mais
de uma dose de cetamina. Interessantemente, neste mesmo estudo a cetamina induziu uma
reducdo nos niveis de TrkB tanto no CF quanto no hipocampo dos animais analisados (Cont6
etal., 2022).

Os probidticos parecem exercer efeitos positivos na elevacao dos niveis de TrkB
(Xu et al., 2022). No presente estudo a utilizacdo do probiotico B. infantis foi capaz de induzir
um aumento significativo nos niveis de TrkB no CF de fémeas, mas ndo no hipocampo e 0s
machos ndo exibiram diferengas nos niveis deste receptor em nenhuma das estruturas analisadas
(Figura 3). Em um estudo utilizando um modelo animal de estresse cronico foi demonstrado
que o tratamento com L. casei aumentou os niveis de TrkB no CF de ratos machos, o que foi
associado com uma elevacdo nos niveis de BDNF e 5-HT (Gu et al., 2020). Estes resultados
corroboram os dados de outro estudo onde a administracdo de L. plantarun melhorou a fungéo

cognitiva de camundongos machos expostos a um modelo de estresse cronico, o que foi
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associado com elevagdo nos niveis de BDNF e TrkB no hipocampo (Sun et al., 2021). O papel
da microbiota intestinal nos niveis de BDNF e TrkB também foi demonstrado em outro estudo
onde um estado de disbiose intestinal induzida pela administracdo de antibioticos foi capaz de
reduzir os niveis destas proteinas tanto no hipocampo quanto no CF dos animais estudados
(Bistoletti et al., 2019).

No presente estudo o uso do probidtico B. infantis exibiu respostas diferentes no
CF de machos e fémeas. Diferencas sexuais na via BDNF, TrkB e CREB tém sido demonstradas
em outros estudos. Em trabalho publicado recentemente, Dandekar et al. (2022) demonstraram
que em roedores expostos a um modelo de estresse crénico, ocorreu uma reducao nos niveis de
BDNF no hipocampo de ratos machos, o que ndo ocorreu no CF. Nas fémeas ndo foram
encontradas mudancas em nenhuma das estruturas. Além disso, as alteracfes encontradas nos
machos foram revertidas com o uso de uma mistura de probio6ticos. Em estudo anterior,
utilizando roedores heterozigotos para as expressdes do BDNF, foi demonstrado que os machos
exibem maiores niveis de TrkB no estriado e CF enquanto no hipocampo néo foram encontradas
diferencas entres os sexos (Hill e Van Den Buuse, 2011).

Os impactos da microbiota intestinal no SNC sdo dependentes do tipo de probidtico
utilizados. Em um estudo, diferentes cepas de L reuteri exibiram respostas distintas na
modulacdo da resposta anti-inflamatdria induzida por endotoxinas (Liu et al., 2010). Usando
um modelo semelhante Michels et al. (2022), evidenciaram que microrganismos de espécies
diferentes exibiram resultados diferenciados na forma como modulavam seus efeitos em
resposta a inflamacdo. Neste estudo animais que receberam B. Lactis exibiram uma melhora no
comportamento ansioso, efeito que ndo foi observado nos animais que receberam L. reuteri e
L. rhamnosus. De maneira semelhante, um estudo avaliando o impacto de quatro espécies do
género Lactobacillus divididas em 13 cepas diferentes no TDM, demonstrou que a maioria das
cepas reverteu o comportamento do tipo depressivo em camundongos. Porém apenas 6 cepas
induziram um aumento nos niveis de 5-HT no CF destes animais, trés variedades de bactérias
elevaram os niveis de BDNF no hipocampo e somente duas cepas foram capazes diminuir 0s
niveis séricos de cortisol. Demonstrando que os efeitos antidepressivos exibidos por
microrganismos usados neste estudo ocorreram por vias diferenciadas (Xu et al., 2022). Em
animais expostos a PM e utilizando o mesmo probidtico do presente estudo Desbonnet et al.
(2010), demonstraram o potencial de B. infantis na reversdo dos sintomas associados ao TDM
em ratos machos. Neste estudo o uso do probidtico foi relacionado com uma redugdo no tempo
de imobilidade no teste do nado forcado em comparagdo com animais exposto ao PM, além

disso nos roedores que receberam B. infantis houve normalizacdo da resposta imune medida
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pelos niveis séricos de IL-6 e 1L-10 e restauracdo dos niveis de noradrenalina no SNC. Juntos,
estes estudos expde a complexidade pelas quais diferentes probi6ticos podem exercer seus
efeitos na modulacdo dos sintomas associado aos TDM exibindo respostas diferentes, por meio
de vias que podem ser dependentes do sexo, regido cerebral analisada, bem como da espécie ou
até mesmo da cepa de bactéria utilizada e podem em parte ajudar a explicar o efeito de B.
infantis no aumento dos niveis de TrkB no CF de fémeas conforme demonstrado no presente
estudo.

O BDNF possui alta afinidade ao TrkB, e apds a ligacdo com seu receptor induz a
ativacdo do CREB, um fator de transcrigdo génica que regula a producéo de diversas proteinas
envolvidas com sobrevivéncia celular, crescimento neuronal, neuroplasticidade além de induzir
a producdo de mais BDNF (Park e Poo, 2013; Lima Giacobbo et al., 2019). No presente estudo,
ndo houve diferencas significativas em animais expostos a PM, nos niveis de BDNF em
nenhuma das estruturas ou grupos analisados em 61 DPN (Figura 2). O papel neuroprotetor do
BDNF e bem estabelecido (Park e Poo, 2013; Bathina e Das, 2015; Lima Giacobbo et al., 2019;
Azman e Zakaria, 2022), do mesmo modo que sua relagdo com o TDM (Fomby e Cherlin, 2011;
Arosio et al., 2021). Tem sido demonstrado que a PM reduz os niveis de BDNF tanto no CF
quanto no hipocampo de roedores (Pinheiro et al., 2015; Chen e Baram, 2016; Waters e Gould,
2022), o que torna a compreenséo da relacéo entre o uso de antidepressivos e a expressao desta
proteina uma area de estudo interessante.

Foi demonstrado que o tratamento com escitalopram é capaz de normalizar os
niveis séricos de BDNF em individuos com TDM (Cattaneo et al., 2010). Além disso, Seo et
al. (2019) demonstraram que este farmaco é capaz de aumentar tanto os niveis de RNAm para
BDNF quanto a concentracdo desta proteina no hipocampo de animais expostos a um modelo
de estresse cronico. Adicionalmente, no mesmo estudo a administracdo de escitalopram foi
capaz de normalizar os niveis séricos de cortisol nos animais bem como reverteu o
comportamento do tipo depressivo. O tempo de tratamento com o escitalopram pode ter efeitos
distintos na regulagdo dos niveis de BDNF. Em um estudo publicado por Alboni et al. (2010)
foi demonstrado que inicialmente o escitalopram induziu um aumento no niveis de BDNF no
CF de ratos, efeito que foi revertido ap0s o tratamento cronico que provocou uma reducdo desta
proteina nesta regido cerebral, o que foi acompanhado por uma diminui¢do nos niveis BDNF
tambeém no hipocampo. Paradoxalmente, outro estudo demonstrou resultado contrario com
reducdo dos niveis de BNDF no hipocampo de roedores apds tratamento agudo com
escitalopram e subsequente aumento na concentracao desta proteina ap6s o tratamento cronico

(Mtyniec e Nowak, 2015). Esses dados indicam que o efeito deste farmaco pode induzir
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respostas variadas na modulacao desta proteina, corroborando os dados encontrados no presente
estudo.

A cetamina por sua vez esta associada com um rapido aumento na liberacdo de
glutamato, induzindo o aumento da liberacio do BDNF e seus consequentes efeitos
relacionados a neuroprotecdo (Gulyaeva, 2017), o que explica em parte seus efeitos
antidepressivos (Ignéacio et al., 2016; Huang, Lane e Lin, 2017). Foi demonstrado que a
administracdo aguda de cetamina aumenta os niveis de BDNF no hipocampo de ratos (Garcia
et al., 2008). Resultado semelhante foi encontrado em outro estudo onde a cetamina
rapidamente aumentou os niveis de BDNF no CF de individuos ap6s a administracdo de uma
Unica dose (Woelfer et al., 2020). Por outro lado, foi evidenciado que o tratamento crénico com
cetamina, embora tenha efeito antidepressivo, ndo altera os niveis de BDNF no hipocampo de
ratos (Garcia et al., 2008b). Outro estudo demonstrou que a cetamina induz uma elevagédo nos
niveis de BDNF dependente do tempo com um aumento nos niveis desta proteina no CF e
hipocampo de ratos em até uma hora ap6s a administracdo de cetamina, contudo seis hora ap6s
aplicacdo do farmaco ocorreu uma reducdo significativa nos niveis de BDNF no CF,
hipocampo, amigdala e estriado desse animais, quando comparados com o grupo controle
(Fraga et al., 2013). Esta disparidade de efeitos pode ser explicada pelo fato deste farmaco
exibir respostas de maneira dose-dependente conforme demonstrado em estudo de Su et al.
(2017), onde individuos com TDM grave que expressam um gendtipo associado com baixa
producdo de BDNF, tiveram uma melhora significativa na reducao de sintomas do TDM quando
a cetamina foi aplicada em doses subclinicas, corroborando os dados de outro estudo, onde foi
apontado que doses subclinicas de cetamina exercem maiores efeitos antidepressivos de
maneira aguda, inclusive diminuindo a incidéncia de suicidio efeito que tende a ser atenuado
ao longo do tratamento (Xu et al., 2016). Essas evidéncias ddo suporte aos achados do presente
estudo, no qual o tratamento cronico com cetamina ndo foi capaz de influenciar nos niveis de
BDNF em animais expostos a PM.

No presente estudo 0 uso do probidtico B. infantis também ndo foi capaz de
aumentar os niveis de BDNF no hipocampo e CF de ratos expostos a PM (Figura 2). Entretanto,
ja foi anteriormente demonstrado que este microrganismo exerce efeito positivo em diversos
parametros associados ao TDM (Desbonnet et al., 2008, 2010). Inicialmente o uso de B. infantis
foi associado com uma reducgéo nas citocinas pro-inflamatorias, interferon-gama, IL-6 e TNF-
a em sangue periférico e aumento do niveis plasmaticos de triptofano (Desbonnet et al., 2008).
Posteriormente, também foi evidenciado o efeito deste probidtico na reducdo de sintomas

associados ao comportamento depressivo em ratos expostos a um protocolo de PM (Desbonnet
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et al., 2010). Conforme anteriormente exposto, os efeitos dos probidticos nos niveis de BDNF
sdo variaveis e dependentes da espécie e até mesmo da cepa utilizada (Cheng et al., 2020).
Sugerindo que outras vias podem estar associadas com os efeitos antidepressivos demonstradas
apos 0 uso terapéutico com esses microrganismos encontrados em outros estudos (Bravo et al.,
2011; Evrensel e Ceylan, 2015; Rios et al., 2017; Bastiaanssen et al., 2020).

O papel do BDNF na ativacdo do TrkB j& € bem estabelecido e em Gltima instancia
a ativacdo deste receptor induz a ativacdo do CREB (Fisar e Hroudova, 2010; Fomby ¢ Cherlin,
2011; Bathina e Das, 2015). Contudo, no presente estudo a elevacdo dos niveis de TrkB
encontrado no CF de fémeas expostas a PM e tratadas com B. infantis ndo foi acompanhada
pela elevagdo dos niveis de BDNF e tampouco pelo aumento nos niveis de CREB. O que de
fato ocorreu foi uma reducdo nos niveis desta proteina no CF das fémeas expostas a PM tanto
no grupo que recebeu salina quanto nos grupos expostos a PM que receberam tratamento com
cetamina ou com probidtico (Figura 4). Adicionalmente, ndo foram encontradas diferencas
significativas nos niveis desta proteina em nenhuma das estruturas analisadas nos machos e no
hipocampo das fémeas. O TDM também tem sido relacionado com uma reduc¢éo nos niveis de
CREB (Rossetti et al., 2022). Em estudo recente foi demonstrado que animais com sintomas
associados ao TDM ap0s a utilizacdo de um protocolo de estresse crénico também exibiram
uma reducdo nos niveis de CREB no hipocampo, o que também foi associado com uma
diminuicdo no nimero de neurbnios nessa estrutura e consequente decréscimo nos niveis de
BDNF e TrkB (Ji et al., 2022). Em outro estudo, o0 uso de um composto extraido da planta
Panax ginseng exibiu efeitos antidepressivos revertendo os sintomas associados ao TDM em
animais expostos ao estresse cronico, o que foi associado dentre outros fatores a normalizacao
dos niveis de CREB no hipocampo destes animais (Wang et al., 2022).

No presente estudo, o tratamento com escitalopram nao foi capaz de alterar os niveis
de CREB. O uso deste farmaco apresenta resultados conflitantes em diferentes estudos. Mtyniec
e Nowak (2015), demonstraram que em roedores a utilizacdo do tratamento agudo com
escitalopram néo foi capaz de reestabelecer os niveis normais de CREB no CF, entretanto houve
um aumento dos niveis desta proteina ap6s o tratamento prolongado com este antidepressivo.
Ja Alboni et al. (2010) encontrou um aumento nos niveis de CREB no CF de ratos tratados com
escitalopram por sete dias, ao passo que a exposicdo prolongada do uso deste antidepressivo
reduziu os niveis desta proteina tanto no CF quanto no hipocampo dos animais analisados. Esses
resultados podem explicar os dados do presente estudo, onde foi usado tratamento cronico.

No presente estudo, a cetamina reduziu os niveis de CREB no CF de fémeas

expostas a PM, efeito que ndo foi observado no hipocampo, ja 0os machos tratados com
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cetamina, ndo exibiram efeitos significativos em nenhuma estrutura. Em estudo conduzido por
Réus et al. (2016b), a cetamina elevou os niveis de CREB no CF de ratos machos, porém
provocou uma reducdo na concentracao desta proteina no hipocampo destes animais. Em outro
estudo, o uso prolongado de cetamina também provocou uma reducdo nos niveis de CREB no
hipocampo de camundongos machos, o que foi associado com déficit cognitivo e uma
diminuicdo nos receptores glutamatérgicos nestes animais (Luo et al., 2021). Em um trabalho
avaliando o uso da cetamina em ratas gravidas, foi encontrada uma diminuicdo nos niveis de
CREB na prole, o que foi associado com impactos negativos no aprendizado e memoria,
juntamente com uma reducdo neuronal no hipocampo (Li et al., 2017). Por outro lado, foi
demonstrado que a cetamina, apresenta efeito neuroprotetor no hipocampo de camundongos
apos inducdo de apoptose por administracdo intracerebroventricular de TNF-o (Wang et al.,
2021). Juntos esses dados expdem que a indicacdo do uso da cetamina deve ser realizada de
maneira criteriosa respeitando o histérico médico dos individuos afetados, haja visto que o uso
continuo deste fArmaco ndo esté livre de efeitos colaterais indesejados.

Estudos cientificos também tém apontado que a microbiota intestinal pode exercer
seus efeitos regulando os niveis cerebrais da proteina CREB. Em outro estudo também com
ratas gravidas, a exposicao pré-natal a um modelo de estresse cronico, aumentou 0s niveis de
corticosterona, diminuiu o0 ganho de peso durante a gestacdo, bem como induziu
comportamento do tipo depressivo (Zhao et al., 2022). Efeitos comportamentais similares
foram encontrados na prole, juntamente com elevacdo dos niveis de corticosteroides. Além
disso, os autores também demonstraram que o estresse pré-natal foi capaz de alterar a
microbiota dos filhotes, o que foi representado por uma reducdo na populacdo intestinal de
bactérias da familia Lactobacilaceae que foram substituidas por bactérias da familia
Muribaculaceae, fato que também foi associado, com uma reducdo nos niveis cerebrais de
BDNF, TrkB e CREB (Zhao et al., 2022).

Quando o receptor TrkB ¢é ativado, ele regula vias que estimulam a liberacdo do
CREB (Huang e Reichardt, 2001; Fomby e Cherlin, 2011; Giacobbo et al., 2019). Porém, no
presente trabalho o aumento dos niveis de TrkB no CF das fémeas tratadas com B. infantis foi
acompanhada por uma reducdo dos niveis deste fator de transcricdo. Além disso ndo houve
impacto nas concentracfes de BDNF, sugerindo que o aumento dos niveis de TrkB pode ter
ocorrido por outras vias. Além do BDNF, também tem sido demonstrado que a neurotrofina 4
(NT-4) se liga ao TrkB, induzindo os efeitos neuroprotetivos associados a ativagdo deste
receptor (Cheng et al., 2020). De maneira interessante, um estudo demonstrou que animais que

produzem 50% menos BDNF, ocorre um aumento nos niveis de TrkB no CF, hipocampo e
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estriado de ratos machos, o que foi correlacionado com um aumento significativo de NT-4 no
estriado desses roedores (Hill e Van Den Buuse, 2011).

Em um outro trabalho foi comparada a performance do BDNF e da NT-4 na
ativacdo e regulacdo do receptor TrkB (Proenca et al., 2016). O estudo apontou que a proteina
NT-4 tem eficacia semelhante ao BDNF, tanto na ativa¢do do TrkB quanto na endocitose deste
receptor. Adicionalmente, 0 mesmo estudo demonstrou que 0 BDNF induz indices maiores de
ubiquitinizacdo, aumentando a velocidade de degradacdo do TrkB, e consequentemente
reduzindo a sua biodisponibilidade de maneira muito mais acelerada quando a ativacdo do TrkB
ocorre via NT-4. Também foi demonstrado, que a NT-4 induz indices maiores de fosforilacdo
de proteinas associadas ao TrkB, principalmente pela reducdo da velocidade de degradacdo
deste receptor (Proenca et al., 2016).

Para além desses dados, um estudo analisando cérebros post mortem de individuos
com TDM que cometeram suicidio, apontou uma reducdo nos niveis de NT-4 tanto no CF
quanto no hipocampo, quando comparado com individuos saudaveis (Dwivedi et al., 2005).
Evidenciando que existe uma relacdo desta proteina com o TDM. Estes achados sugerem que a
elevacdo dos niveis de TrkB, acompanhada de subsequente reducdo dos niveis de CREB, e sem
alteracdes significativas nas concentragdes de BDNF no CF de fémeas tratadas com B infantis,
pode ter ocorrido por vias alternativas associadas com uma possivel elevacdo de NT-4.

Por fim, no presente estudo, sé ocorreram diferencas significativas no CF das
fémeas, enquanto os machos nao apresentaram alteraces. Conforme evidenciado na literatura,
as mulheres sdo mais susceptiveis ao TDM (Kessler, 2011; Avenevoliet al., 2015). O que tem
sido correlacionado com diferencas sexuais na sintese e neurotransmisséo de 5-HT (Jovanovic
et al., 2008), bem como com o papel hormonal no estabelecimento do TDM, uma vez que a
testosterona exibe efeitos antidepressivos em ambos os sexos (McHery et al., 2014). As
neurotrofinas também induzem respostas diferenciados em machos e fémeas, de acordo com
Monteggia e Bjorkholm (2016), a reducdo nos niveis de BDNF causa hiperatividade em
machos, enquanto induz o aparecimento de comportamento do tipo depressivo nas fémeas. O
fato de no presente estudo os niveis de TrkB e CREB estarem alterados somente nas fémeas
expostas a PM, pode em parte ser explicado por essas diferencas dependentes do sexo que
ocorrem no desenvolvimento do TDM.

Os dados obtidos no presente estudo abrem margem para novos gquestionamentos,
com vistas para trabalhos que explorem a regulacéo dos niveis de neurotrofinas exibidas pela
cetamina e B. infantis em fémeas, e sua possivel relacdo com os efeitos da microbiota intestinal
no TDM.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo foi demonstrado que em animais expostos a PM, o uso do
probidtico B. infantis foi capaz de alterar os niveis do receptor TrkB no CF de fémeas em 61
DPN. A PM, provocou uma redugdo nos niveis da proteina CREB quando comparado ao grupo
controle no CF das fémeas. Os niveis deste fator de transcrigdo permaneceram reduzidos nas
fémeas tratadas com cetamina ou B. infantis, mas ndo com escitalopram. Estas alteracdes ndo
foram observadas no hipocampo das fémeas.

Nos machos, ndo houve alteracdes dos niveis de BDNF, TrkB e CREB em
nenhum dos grupos analisados. Estes resultados abrem margem para outros estudos que
explorem os possiveis fatores envolvidos na exibicao de respostas diferentes nos niveis de TrkB
e CREB entre machos e fémeas, expostos a PM. Além disso, o envolvimento de B. infantis na
via BDNF/TrkB/CREB, no CF das fémeas pode ajudar em parte a elucidar como os probidticos
desta espécie exibem seus efeitos antidepressivos.

Por fim, mais estudos que investiguem os efeitos de B. infantis e outros probidticos
na regulacdo dos niveis das neurotrofinas, especialmente por vias alternativas, com enfogque em
outras proteinas como 0 NT-4, sdo necessarios para aumentar a compreensdo do envolvimento

da microbiota intestinal e o TDM.
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development programming of depressive behavior
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