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VERISSIMO, Luiz Fernando. Efeitos cardiovasculares do tratamento com escitalopram em
ratos submetidos a separagdo materna precoce. 2019. 67 f. Tese (Doutorado em Ciéncias
Fisiolégicas) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

A depressdo é uma doenca que acomete grande parte da populacdo mundial e interfere
drasticamente na qualidade de vida do individuo. Estudos mostram uma conexdo entre
depressdo e doencas cardiovasculares (DCV) em que a depressdo pode aumentar a
incidéncia ou ser causa de piora das mesmas. Dessa maneira o uso de farmacos
antidepressivos, sendo os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina os mais
utilizados, pode ser benéfico em pacientes depressivos que apresentem algum risco
cardiovascular. Dentre eles, o escitalopram (ESC) destaca-se por sua melhor eficacia e
seguranca. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos cardiovasculares
do tratamento com ESC durante 21 dias em ratos que foram submetidos a separagao
materna precoce e apresentaram comportamento depressivo-simile. Foram utilizados ratos
Wistar (75 dias) de ambos os sexos para o acasalamento e no periodo do dia pds-natal 2 ao
15 foi realizado o protocolo de separagao materna precoce. Aos 60 dias de idade, os filhotes
machos passaram pelo teste do nado for¢ado para verificagdo do estado depressivo-simile.
Os animais que apresentaram o comportamento depressivo-simile receberam salina ou ESC
5 mg/kg, via intraperitoneal, durante 21 dias e foram submetidos ao registro invasivo da
pressdo arterial para analise dos seguintes pardmetros: valores basais de pressao arterial e
frequéncia cardiaca, variabilidade da frequéncia cardiaca, variabilidade da pressao sistdlica,
bloqueio autondémico da frequéncia cardiaca, avaliacdo da frequéncia cardiaca intrinseca,
atividade barorreflexo, resposta hemodindmica a drogas vasoativas e resposta
cardiovascular frente ao estresse agudo por restricdo. O tratamento com ESC reduziu o
parametro de muito baixa frequéncia da VPS (p= 0,0101), indicando que o tratamento com
ESC pode exercer efeitos sobre a modulacdo miogénica vascular, assim como a frequéncia
cardiaca intrinseca relag¢do ao grupo controle (p= 0,0002). Além disso, o tratamento com ESC
aumentou o plato inferior (P1) da curva sigmdide da atividade do barorreflexo em relacdo ao
grupo controle (p= 0,0236), associado ao aumento da atividade parassimpatica cardiaca
durante a atividade do barorreflexo. No entanto, o tratamento com ESC ndao modificou os
demais parametros cardiovasculares analisados no presente trabalho. Levando-se em
consideracdo os resultados obtidos pode-se sugerir que o tratamento com ESC em ratos com
comportamento depressivo-simile favorece a resposta bradicardica do barorreflexo e
apresenta uma boa seguranca para ser utilizado em pacientes depressivos com DCV, mas a
reducdo da frequéncia cardiaca intrinseca poderia ser prejudicial em caso de pacientes
idosos ou com arritmia cardiaca.

Palavras-chave: Antidepressivos. Inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina.
Comportamento depressivo-simile. Segurancga cardiovascular.



VERISSIMO, Luiz Fernando. Cardiovascular effects of escitalopram treatment in rats
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Physiological Sciences) — Univerisdade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Depression is a disease that affects a large part of the world's population and drastically
interferes with the individual's quality of life. Studies show a connection between depression
and cardiovascular disease (CVD) in which depression can increase its incidence. Therefore,
the use of antidepressant drugs could be beneficial in depressive patients who present
cardiovascular risk, and selective serotonin reuptake inhibitors are the most used in this
case. Among them, escitalopram (ESC) stands out for its better effectiveness and safety.
Thus, the present study aimed to evaluate the cardiovascular effects of ESC treatment for 21
days in rats that were underwent to early maternal separation and developed depressive-
like behavior in adult age. Male and female Wistar rats (75 days) were used for mating and
the early maternal separation was performed between the postnatal day 2 to 15. At 60 days
of age, the male offspring performed the forced swimming test to verify the depressive-like
state. The animals that presented depressive-like behavior received saline or ESC 5 mg/kg,
intraperitoneally, for 21 days and were submitted to invasive blood pressure recording to
analyze the following parameters: baseline blood pressure and heart rate, heart rate
variability, blood pressure variability, autonomic blockade of heart rate, intrinsic heart rate
evaluation, baroreflex activity, hemodynamic response to vasoactive drugs and
cardiovascular response to acute restraint stress. Treatment with ESC reduced the very low
frequency parameter of blood pressure variability (p = 0.0101), indicating that ESC treatment
may exert effects on vascular myogenic modulation, as well as the intrinsic heart rate
compared to the control group (p = 0.0002). In addition, the ESC treatment increased the
lower plateau (P1) of the sigmoid curve of baroreflex activity compared to the control group
(p = 0.0236) associated with increased on cardiac parasympathetic activity However, the ESC
treatment did not modify the other cardiovascular parameters analyzed in the present
study. Considering that, the results suggest that the ESC treatment in rats with depressive-
like behavior favors the bradycardic response of the baroreflex and presents a good safety to
be used in depressive patients with CVD, but the reduction of the intrinsic heart rate
observed could be harm in elderly or patients that present cardiac arrhythmia.

Keywords:  Antidepressant. Selective serotonin reuptake inhibitor. Depressive-like
behavior. Cardiovascular safety.
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1.0 INTRODUCAO
1.1 DEPRESSAO

A depressao é uma doenca que se apresenta de forma cronica, recorrente e possui a
habilidade de gerar uma incapacidade funcional, além do comprometimento da saude de
modo geral. Pacientes depressivos apresentam uma perda da qualidade de vida, reduzindo

as suas atividades e o bem-estar social (FLECK et al., 2003).

Estudos mostram que a depressao apresenta uma prevaléncia de 2% a 15% no tempo
de vida dos pacientes (MOUSSAVI et al., 2007). Apesar da sua relevancia na saude, a
depressdo ainda é uma doenca subdiagnosticada e subtratada; entre 30% a 60% dos casos
de depressdao nao sdo detectados pelo cuidado médico primdrio (RONALDS et al., 1997;

ROST et al., 1998).

A depressdo apresenta uma prevaléncia mediana de 20% na populacdo da América
do Sul (LIM et al., 2018), mas pode chegar a porcentagens maiores em grupos populacionais
especificos, como é o caso de pacientes com cancer em que a prevaléncia chega a 47%, e de
pacientes com quadro clinico de infarto recente (FLECK et al., 2009) ou ocorrido ha mais de

um ano que atinge 33% ou 15% a 20%, respectivamente (STRIKE; STEPTOE, 2004).

A literatura descreve algumas teorias da fisiopatologia da depressao. A primeira delas
conhecida como a “teoria monoaminérgica classica da depressdo” sugere a reducdo da
neurotransmissdo noradrenérgica e serotonérgica como causa da depressdo (CASTREN,
2005; COPPEN; BAILEY, 2000; SCHILDKRAUT, 1965); farmacos que agem em ambas
neurotransmissdes, como os antidepressivos triciclicos e ISRS, sdo utilizados na clinica. No
entanto, a teoria ndo explica o periodo de laténcia observado para o surgimento dos efeitos
terapéuticos dos antidepressivos ja que o aumento nas concentra¢des de monoaminas

ocorre desde o inicio do tratamento (CASTREN, 2005; FERRARI; VILLA, 2017).

Para preencher essa lacuna , sugeriu-se que o tratamento ocasionaria alteragdes
neuropldsticas para o desenvolvimento de efeito esperado, assim, foi preconizada a hipétese
molecular ou neurotréfica da depressdo (AGID et al., 2007; DUMAN; HENINGER; NESTLER,
1997), na qual se pressupde que o estresse reduziria a expressdo de genes relacionados a

arborizacdo dentritica e neurogénse, como o fator neurotrofico derivado do cérebro,



17

levando a alteracdes de estruturas limbicas causando a depressdao (PHILLIPS, 2017;

SHIRAYAMA et al., 2002)

Adicionalmente, Deakin e Graeff (1991) propuseram que o sistema serotoninérgico
atua modulando o organismo frente a respostas aversivas com objetivo de criar uma
dissociacdao dos efeitos emocionais e eventos aversivos, levando ao desenvolvimento da
tolerancia ao estresse. Logo, surgiu a hipdtese do desequilibrio de receptores de serotonina
como causa da depressdao a qual descreve que ha uma deficiéncia da neurotransmissao
mediada pelos receptores 5-HT1a e/ou excesso da mediada por 5-HT,, levando a uma falha
da tolerancia ao estresse, assim, o individuo torna-se mais vulneravel a eventos estressores
e, consequentemente, ao aparecimento de quadros depressivos (DEAKIN, 1996; GRAEFF et

al., 1996).

z

E importante notar que as teorias recentes sobre a neurobiologia da depressao
apresentam o estresse como fator relevante na génese da depressdo ja que pode causar
alteracdes da homeostase de dreas limbicas; o estresse também possui destaque na génese
de doencas cardiovasculares (DCV), dessa maneira, é esperado que haja uma correlacdo

entre as duas doengas.

1.2 CORRELACAO ENTRE DEPRESSAO E DOENCAS CARDIOVASCUARES

Atualmente hd uma correlagdo bem estabelecida entre a depressao e DCV. Estudos
mostram que a presenca de sintomas de depressdao pds-infarto do miocardio tem sido
associada a um risco aumentado para eventos cardiacos adversos e morte (FRASURE-SMITH,;
LESPERANCE; TALAJIC, 1995). Além disso, a depressdo é trés vezes mais comum em
pacientes cardiacos em relacdo a populacdao normal e se mostra como fator de predicdo para

o aparecimento das DCV (WULSIN, 2004).

Ainda pouco se sabe a respeito de como a depressao pode gerar ou piorar DCV,
porém, o artigo de revisdo de Joynt e col.(2003) descreve possiveis mecanismos envolvidos
nessa relacdo, dentre eles: aumento da atividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA), e, consequentemente, de cortisol/corticosterona no organismo (ARBORELIUS et al.,
1999; EHLERT; GAAB; HEINRICHS, 2001; PLOTSKY; OWENS; NEMEROFF, 1998); aumento da

atividade simpatoadrenal, gerando um aumento da concentracdo de catecolaminas
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circulantes (GOLD et al., 2002). Ambos os mecanismos sdo danosos para o sistema
cardiovascular sendo que o aumento cortisol plasmatico contribui para o desenvolvimento
de arteriosclerose, hipertensao e dano no endotélio vascular (WHITWORTH et al., 2005), e o
aumento de catecolaminas plasmaticas contribuem para maior vasoconstricdo, agregacao
plaguetaria e aumento da frequéncia cardiaca (REMME, 1998). Além disso, o aumento de
marcadores inflamatdrios como IL-1 e IL-6 (APPELS et al., 1995; KOP et al., 2002; MAES et al.,
1993) e da ativacdo plaquetdria (VON KANEL et al., 2001) também contribuem para a

influéncia da depressdo na evolucdo das DCV.

Considerando o impacto que a depressdao pode causar na saude cardiovascular do
paciente, entre outros fatores, é relevante que o farmaco escolhido para o tratamento do
paciente depressivo apresente também beneficios sobre o sistema cardiovascular associado
a sua eficacia terapéutica, principalmente se esse paciente apresentar concomitantemente

DCV.

1.3 ANTIDEPRESSIVOS E INIBIDORES SELETIVOS DA RECAPTACAO DE SEROTONINA

O principal objetivo do tratamento da depressdo é reduzir os sintomas agudos da
depressao, facilitar o retorno do paciente a suas atividades didrias normais e evitar novos
episodios de depressdo. O tratamento é dividido em 3 fases: (I) fase aguda onde o objetivo é
levar a remissdao do episddio depressivo, com duracdo de cerca de 2 a 4 meses; (ll) fase da
continuacdo onde se pretende manter a melhoria obtida e evitar recaidas, podendo durar de
4 a 9 meses; (Ill) fase de manutencdo que tem a finalidade de evitar recaidas, podendo durar
de 1 a 3 anos (DIPIRO, 2008; FLECK et al., 2003; STAHL; DE OLIVEIRA, 2014). A escolha do
medicamento e a resposta terapéutica adequada de cada paciente sdo necessarias para o

sucesso das trés fases do tratamento.

A terapia farmacoldgica da depressdo consiste basicamente no uso de farmacos que,
direta ou indiretamente, potencializam a acdo de neurotransmissores no cérebro,
principalmente a noradrenalina e serotonina (5-HT) (CLARK et al., 2012). Os farmacos
antidepressivos podem ser classificados de acordo com a estrutura quimica ou o mecanismo
de acdo e sdo: bloqueadores dos transportadores de monoaminas, agonistas parciais e

inibidores da recaptacdao de serotonina, inibidores da recaptacdo de serotonina e
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noradrenalina, inibidores da recaptagao de noradrenalina e dopamina, inibidores seletivos
da recaptacdo de noradrenalina, inibidores da MAO, antidepressivos triciclicos e inibidores
da recaptacdo de serotonina (ISRS). Todas as classes de antidepressivos apresentam a
mesma efetividade para o tratamento da depressao, logo, a escolha do farmaco é empirica,
mas deve-se considerar a farmacogenética (o histérico familiar de resposta a esse farmaco),
o histdrico médico do paciente, sintomas presentes, potenciais interacdes medicamentosas,
entre outros fatores (DIPIRO, 2008; STAHL; DE OLIVEIRA, 2014). Dessa maneira, estudos que
elucidem os efeitos desses farmacos sobre os diferentes sistemas fisiolégicos para auxiliar o

profissional da salde no momento da escolha para prescricdo dos mesmos sdo essenciais.

Dentre as classes de farmacos antidepressivos, os inibidores seletivos da recaptacao
da serotonina (ISRS) sdo os farmacos mais utilizados e, normalmente, os de primeira escolha
para o tratamento da depressao, principalmente por sua eficdcia, seguranca e tolerabilidade
aumentada (DIPIRO, 2008). Os ISRS geram seu efeito terapéutico através da inibicdo do
transportador de serotonina (SERT) que realiza a recaptagao da 5-HT da fenda sinaptica para
o terminal nervoso. Assim, a administracdo do ISRS leva a um aumento na concentracao de
5-HT primeiramente na regido somatodentritica do neurbénio, onde ha a presenca de
receptores do tipo 5-HTia, 0 que reduz a ativacdo neuronal da via serotoninérgica origindria
da rafe mesencefdlia até o cdrtex frontal levando a piora dos sintomas depressivos. Em
seguida, ocorre a infrarregulacao desses receptores e, consequentemente, dos receptores
de 5-HT no neurdnio pds-sindptico normalizando a neurotransmissdo (Figura 1; NUTT et al.,

1999; STAHL, 1998; STAHL; DE OLIVEIRA, 2014).
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Estado depressivo: baixo nivel de SHT, suprarregulagdo dos D A infrarregulagdo dos autorreceptores causa a
A) receptores, poucos sinais no neurdnio para liberar mais SHT ) liberagio de mais SHT no axénio pelo neurdnio

0 dos antidepressivos: o antidepressivo bloqueia a
B) Agi Pr op. E)O"

recaplagdo de SHT, tanto nos dendritos quanto no axdnio umento da SHT no axdnio causa a dessensibilizagao/infrarregulagao

dos receptores pés-sindpticos, o que reduz os efeitos colaterais

M Autorreceptor SHT,,

) ::gor?(ror pds-sindptico

Q SERT Q) IsRs

C) O aumento da S5HT causa dessensibilizagao/infrarregulagdo
dos autorreceplores

Figura 1 — Efeito antidepressivo dos inibidores seletivos da recaptac¢do da serotonina.

(A) O estado depressivo leva a reducdo da concentracdo de 5-HT na regido axonal e na
regido somatodentritica pré-sinapticas; (B) No inicio do tratamento com ISRS ocorre o
blogueio da SERT na regido axonal e somatodentritica gerando aciumulo de 5-HT
principalmente na regido somatodentritica; (C) O acumulo de 5-HT na regido

somatodentritica leva a infrarregulacdo dos receptores tipo 5-HTia, responsaveis pela
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inibicdo da liberacdo de 5-HT na regido axonal. (D) A infrarregulacdo dos receptores tipo 5-
HT1a leva a reducdo da inibicdo da liberacdo de 5-HT na regido axonal, normalizando a
sinalizacdo para libera¢cdo de 5-HT. Como a SERT esta inibida pela acdo dos ISRS na regido
axonal hd um acumulo de 5-HT na fenda sinaptica; (E) O acumulo de 5-HT leva a
infrarregulacdo dos receptores 5-HT no neurbnio pds-sinaptico. Adaptado de STAHL; DE
OLIVEIRA, 2014.

Apesar de sua boa seguranca, é descrito que os ISRS causam efeitos adversos sobre
diferentes sistemas, tais como: agitagdo mental aguda, ansiedade, inducdo de ataque do
panico através da acdo da 5-HT em receptores 5-HT,a e 5-HT;c presentes na via da rafe até o
cortex limbico; alteragdes nos movimentos motores, acatisia e lentificacdo psicomotora com
a acao da 5-HT em receptores 5-HT2a presentes nos ganglios da base; perturbagdo do sono
mediada pelos receptores 5-HT,a nos centros do sono; inibicdo dos reflexos medulares
sexuais e disfungdo sexual via ativacdo de receptores do tipo 5-HT.a na medula espinhal;
apatia mediada pelos receptores 5-HT,a localizados nos centros mesocorticais do prazer;
nauseas e vOmitos via acdo da 5-HT em receptores 5-HTs no hipotdlamo e tronco cerebral

.(FERGUSON, 2001; STAHL, 1998; STAHL; DE OLIVEIRA, 2014)

Apesar, dos ISRS apresentarem melhor perfil cardiovascular em relagao ao observado
com os antidepressivos da classe dos triciclicos (CHANG; LIU, 2017; GRIMSLEY; JANN, 1992)
tornando-os os farmacos de escolha para o tratamento de pacientes que apresentam
depressdo e DCV (CHANG; LIU, 2017; LARS; GRAM, 1994), eles também apresentam efeitos

adversos sobre o sistema cardiovascular.

1.4 EFEITOS CARDIOVASCULARES DOS INIBIDORES SELETIVOS DA RECAPTACAO DE
SEROTONINA

Apesar de seu bom perfil cardiovascular, os ISRS podem interferir sobre o sistema
cardiovascular. Estudos demonstram que essa classe é capaz de alterar o potencial de
membrana de células cardiacas e vasculares (PACHER et al., 1999; PACHER; KECSKEMETI,
2004). Além disso, a sindrome da serotonina, causada pela administracdo conjunta de ISRS e

outras drogas que atuem sobre o sistema serotoninérgico, leva a instabilidade auton6mica e
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a hipertensdo do paciente (BOYER; SHANNON, 2005). Ainda, estudos mostram que o
tratamento cronico com fluoxetina causa leve hipertensdo e altera¢Ges na atividade cardiaca
do barorreflexo em ratos normotensos (CRESTANI et al., 2011), assim como, diminui¢do da
pressdo arterial em ratos hipertensos (FULLER et al., 1979). E importante ressaltar que,
apesar de menor intensidade em relacdo aos antidepressivos triciclicos, a fluoxetina ainda
pode atuar nos receptores de recaptacdo de noradrenalina aumentando a sua
disponibilidade e consequentemente a acdo em centros de controle da pressdo arterial,
vasos e coracdo, levando a prejuizos sobre o sistema cardiovascular (SCHROEDER; JORDAN,
2012). A fluoxetina também inibi os receptores 5-HTac (PALVIMAKI et al., 1999) que
suprimem a liberacdo de neurotransmissores nos sistemas noradrenérgicos e
dopaminérgicos no cérebro (MILLAN; DEKEYNE; GOBERT, 1998). Porém, ha outros ISRS que
ndo apresentam essas caracteristicas farmacoldgicas, como é o caso do escitalopram

(SANCHEZ et al., 2003).

1.5 ESCITALOPRAM

O escitalopram (ESC) é um ISRS indicado para tratamento de pacientes que
apresentam depressao e DCV. Foi desenvolvido entre os anos de 1998 e 2000, aprovado
para o tratamento da depressdo pela agéncia regulatéria dos Estados Unidos (Food Drug

Adminstration, FDA) em 2002 e inicialmente comercializado como Lexapro®.

O ESC é o isomero terapéutico (S-citalopram) do citalopram e apresenta uma maior
seletividade e menores efeitos adversos em relacdo ao citalopram, seu farmaco de origem
(GELENBERG, 2001). O citalopram é composto por uma mistura racémica, logo, em sua
composicdo ha a presenca de duas conformacdes estruturais: a R-citalopram e a S-
citalopram. A conformacado S-citalopram é a que apresenta uma maior inibicdo da recaptura
de serotonina em relacdo a conformacdo R-citalopram (SANCHEZ; HOGG, 2000); a
conformacdo R-citalopram apresenta baixo efeito terapéutico e pode até agir de forma
contraria a conformacdo S-citalopram, devido a competicdo pelo sitio de ligacdo (JACQUOT

et al., 2008; M@RK; KREILGAARD; SANCHEZ, 2003).

Apesar da sua maior seletividade e menor presenca de efeitos colaterais em relagao

ao seu farmaco de origem, o ESC também apresenta efeitos sobre o sistema cardiovascular.
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EFEITOS CARDIOVASCULARES DO ESCITALOPRAM

Ha poucos estudos que avaliam os efeitos do tratamento com ESC sobre a fungdo
cardiovascular. Foi evidenciado que o tratamento com ESC em pacientes com sindrome
coronaria aguda ndo alterou a pressao arterial basal (HANASH et al., 2012; KIM et al., 2015).
No entanto, Thase e col.(2013) mostraram que o tratamento com ESC causou uma leve
bradicardia sem altera¢des no eletrocardiograma em humanos. Estudo recente do nosso
laboratério (Verissimo e col., 2018) evidenciou que o tratamento com ESC durante 21 dias
em ratos nao depressivos resultou em hipertensao leve, concomitantemente com reducgao
da FC e desbalanco autonbmico com predominancia parassimpatica. H4 uma quantidade
escassa de estudos evidenciando os efeitos cardiovasculares do tratamento com ESC,

principalmente em organismos que apresentam um estado depressivo.

MODELOS ANIMAIS DE DEPRESSAO — SEPARAGCAO MATERNA PRECOCE

Devido a relacdo dos eventos estressores com a génese da depressdo, os modelos de
depressdao em roedores baseiam-se na exposicdo dos animais a eventos estressantes de
maneira cronica em diferentes fases da vida levando a desregulacdo do eixo HPA e a inducdo
do comportamento depressivo-simile (HILL et al., 2012; LUPIEN, 2009). Modelos como
derrota social, isolamento social e estresse cronico moderado apresentam como agentes
estressores situacdes naturalmente aversivas aos animais simulando o estresse do cotidiano
da vida humana (CARNEVALI et al., 2017; GRIPPO, 2009, 2011; SGOIFO; CARNEVALI; GRIPPO,
2014). Outros modelos de depressdo em roedores apresentam os eventos estressores nas
fases iniciais do neurodesenvolvimento dos animais para aumentar a vulnerabilidade ao
aparecimento do comportamento depressivo-simile na vida adulta, tais como: o estresse
pré-natal, estresse social cronico, estresse de restri¢cao repetido (no periodo da adolescéncia
do roedor) e a separacao materna (CARNEVALI et al., 2017; WULSIN et al., 2016). Devido a
indugao dos eventos estressores serem realizados nos periodos inicias do desenvolvimento
dos roedores esses modelos apresentam menores efeitos sobre o sistema cardiovascular
(CRUZ et al., 2016; MASTORCI et al., 2009; TROMBINI et al., 2012) em rela¢do aos modelos

de depressao induzidos na vida adulta.
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A teoria desenvolvimentista da saude e da doenga nos apresenta o conceito no qual a
influéncia de fatores ambientais em periodos iniciais do neurodesenvolvimento pode ter
efeitos persistentes sobre a estrutura ou fungdo do individuo ao longo da vida (SILVEIRA et
al., 2007). Assim, filhotes de maes estressadas na gestacao ou filhotes separados da mae no
periodo de amamentacdo apresentam sintomas depressivo-simile na idade adulta
(STEPANICHEV et al., 2014; VETULANI, 2013).

A separacdo materna precoce (SMP) consiste em um modelo no qual a ninhada é
separada da made durante as primeiras semanas de vida e essa apresentara sintomas
depressivo-simile na idade adulta (VETULANI, 2013). Este periodo tem um papel importante
no desenvolvimento emocional e cognitivo da prole, o qual ira refletir nas emocdes e
respostas fisioldégicas na idade adulta (KAFFMAN; MEANEY, 2007). Os efeitos, agudos e de
longa duracdo, gerados por essa separacao se desenvolvem devido ativacdo repetida de
mediadores do estresse como glicocorticéides e catecolaminas (MCEWEN, 2003), afetando o
comportamento e a neuroquimica sobre a vida do mamifero; as consequéncias de uma
excessiva exposicdo a esses mediadores sobre o comportamento animal pode ser

considerado modelos para algumas doencgas psiquiatricas (VETULANI, 2013).

Os ratos submetidos a SMP durante 3 horas por dia nas duas primeiras semanas de
vida, apresentam filhotes que exibem uma hiperatividade do eixo HPA que persiste por toda
a vida e mantém permanentemente um comportamento similar de ansiedade, sindrome de
depressdo, anedonia e uma tendéncia ao consumo elevado de etanol (VETULANI, 2013).
Além disso, outras alteracdes sao descritas nesses filhotes, tais como: aumento da resposta
a um estressor agudo, reducdo dos niveis de BDNF no hipocampo e estriado e aumento na
area tegumental ventral (LIPPMANN et al.,, 2007). Assim, essas alteracBes persistentes
observadas na prole adulta assemelham-se as observadas na depressdo e antidepressivos
sdo capazes de reverté-las, como: aminotriptilina, desipramina, paroxetina e escitalopram,
indicando a validade do modelo para inducdo do comportamento de depressdo-simile em
animais (VETULANI, 2013).

O modelo de SMP precoce apresenta varios estudos indicando a sua efetividade em
gerar um estado depressivo-simile em ratos, e o tratamento com ESC é capaz de reverter o

estado depressivo-simile induzido pela SMP (EL KHOURY et al., 2006; MARAIS et al., 2009) ou
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induzido por outros modelos de depressao como o chronic escape deficit e estresse cronico

moderado (BENATTI et al., 2014; JAYATISSA et al., 2006; WANG et al., 2014).

EFEITOS CARDIOVASCULARES CAUSADAS PELO MODELO DE SEPARAGCAO MATERNA PRECOCE

Ha poucos estudos que evidenciam os efeitos cardiovasculares causados pela SMP.
Rana e col.(2015) mostraram que a SMP em ratos Wistar-Kyoto causa uma reduc¢do da
frequéncia cardiaca basal e aumento da sensibilidade do barorreflexo. Trombini e col. (2012)
evidenciaram altera¢des nas células cardiacas como hipertrofia dos cardiomidcitos, aumento
da densidade de estruturas vasculares, fibrose miocardica, além da reducdo da resposta
parassimpatica rebote apds o estresse intermitente, sem alteracdes na atividade
marcapasso de ratos Wistar submetidos a SMP. Em animais hipertensivos limitrofe, a SMP
causou aumento da resposta taquicardica frente ao estresse de restricdio (SANDERS;

ANTICEVIC, 2007).

Dados ndo publicados do nosso laboratério mostraram que a separagao materna
precoce ndo alterou os parametros basais cardiovasculares e a resposta barorreflexo frente
a administracdo de drogas vasoativas; contudo, causou aumento da resposta pressora a
administracdo endovenosa de fenilefrina sugerindo um possivel aumento da reatividade
vascular nesses animais (ANEXO 1). Entretanto, ainda ndo ha um consenso a respeito dos

efeitos cardiovasculares da SMP.

Considerando que pacientes depressivos podem ter mais chances de desenvolver
DCV ou apresentar piora no progndstico e que os ISRS sdo a escolha para o tratamento , é
importante avaliar os efeitos cardiovasculares do uso desses farmacos; assim, a hipdtese do
presente trabalho foi verificar se o tratamento com ESC, um ISRS, causaria alteracdes

cardiovasculares em animais depressivo-simile.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos cardiovasculares causados pelo tratamento com escitalopram em animais

gue apresentam comportamento depressivo-simile.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Caracterizar os efeitos cardiovasculares causados pelo protocolo de separacao

materna precoce, realizando as seguintes andlises:

1.

vk W

Parametros cardiovasculares basais (pressdo arterial média, frequéncia cardiaca,
pressdo arterial sistolica e pressdo arterial diastodlica);

Atividade intrinseca cardiaca;
Atividade barorreflexa gerada pela administracdo de drogas vasoativas;
Resposta hemodinamica a drogas vasoativas;

Resposta cardiovascular durante o estresse de restricdo agudo.

2.2.2. Avaliar os efeitos do tratamento durante 21 dias com escitalopram em animais

depressivo-simile sobre:

N o v ~ w N

Parametros cardiovasculares basais (pressdo arterial média, frequéncia cardiaca,
pressdo arterial sistolica e pressao arterial diastdlica);

Andlise espectral da variabilidade da pressdo sistdlica e da frequéncia cardiaca;
Andlise da sensibilidade do barorreflexo — método da sequéncia;

Atividade intrinseca cardiaca;

Atividade barorreflexa gerada pela administracdo de drogas vasoativas;

Resposta hemodinamica a drogas vasoativas;

Resposta cardiovascular durante o estresse de restricdo agudo.
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3.0 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Os experimentos foram realizados de acordo com os protocolos aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (UEL) (n® 14358.2015.95).
Ratos Wistar machos e fémeas (75 dias de idade) foram mantidos no biotério setorial do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas (UEL) em gaiolas plasticas, no ciclo claro-escuro de 12

horas, temperatura controlada (25 + 1 °C) e 4gua e comida oferecidas ad libitum.

Os animais foram acasalados para obtencdao de filhotes. Assim, ratos machos foram
individualmente colocados em gaiolas com 2 fémeas “overnight”, e retirados das gaiolas das
fémeas no periodo da manh3, foi realizado esfregaco vaginal nas ratas para confirmacao da
gravidez, a prenhez foi confirmada apds a observacdo da fase estro do ciclo estral associada
a presenca de espermatozoides visualizada na microscopia optica (GOLDMAN; MURR;
COOPER, 2007). Nado foi realizada a redugdo de ninhada e apds o periodo lactacional e
somente os filhotes machos foram divididos em dois grupos experimentais (animais
submetidos ou n3do a separagdo materna precoce) e utilizados para as anadlises
subsequéntes. Os filhotes fémeas foram eutanasiadas e as maes foram utilizadas em outros

projetos.

3.2 SEPARACAO MATERNA PRECOCE

Maes e ninhadas foram separadas por 3 horas (09:00 — 12:00) do dia pds-natal (DPN) 2 ao
DPN 15. A ninhada inteira foi separada de sua mae (grupo separacdo materna precoce, SMP)
e transferidas para outra gaiola em outra sala para prevenir comunicagao vocal (EL KHOURY
et al., 2006; HULSHOF et al., 2011; PLOTSKY; MEANEY, 1993; TROMBINI et al., 2012). A
ninhada foi incubada sob uma luz quente a temperatura de 32-33 C, similar a encontrada
no ninho (SCHMIDT; BARONE; CARLISLE, 1986), para evitar a queda da temperatura corporal
da mesma. Apds as 3 horas de separacdo, as ninhadas retornaram para suas gaiolas. As
ninhadas que ndo foram submetidas a separacdo materna foram mantidas com suas maes

durante todo o periodo lactacional (grupo ndo manuseado, NM).
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3.3 TESTE DO NADO FORCADO

O teste do nado forgado foi realizado para verificar se os animais submetidos a SMP
apresentaram comportamento depressivo-simile. Assim, os animais foram acondicionados
em cilindros plasticos (30 cm de diametro, 40 cm de altura, contendo 25 cm de dguaa 24+ 1
°C) durante duas sessdes consecutivas. A primeira sessdo, o pré-teste, teve 15 minutos de
duracdo e apds 24 horas da primeira sessdo foi realizada a segunda sessao, o teste, com a
duracdo de 5 minutos (JOCA; GUIMARAES, 2006). Apds a secagem dos animais, eles

retornaram para suas caixas.

Durante a segunda sessdo foi gravado o tempo de imobilidade (o periodo no qual o animal
permanece parado, realizando somente pequenos movimentos necessarios para manter a
sua flutuacdo). A agua foi trocada durante as sessdes de nado para evitar a influéncia de
substancias de alarme (ABEL; BILITZKE, 1990). As sessdes foram realizadas no periodo das 8
as 12 horas. O teste foi realizado em todos os filhotes machos que passaram ou ndo pelo

protocolo da separagdo materna precoce.

3.4 TRATAMENTO COM ESC

A partir do DPN62, os animais que apresentam comportamento depressivo-simile no teste
do nado for¢cado foram randomicamente separados em dois grupos experimentais: (I) Grupo
CONTROLE (CTL): Administracdo de salina (0,9% NaCl, intraperitoneal, ip) diariamente por 21
dias consecutivos; (Il) Grupo ESC: Administracdo de ESC (5 mg/kg/dia, ip; (MARAIS et al.,
2009; SAGLAM et al., 2006; UYS et al., 2006) diariamente por 21 dias consecutivos (WANG et
al., 2014). As administracdes foram realizadas no periodo das 10 as 12 horas e os

experimentos realizados 30 minutos apds a ultima administracao.
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3.5 CARACTERIZAGAO DAS ALTERACOES CARDIOVASCULARES DO MODELO DE DEPRESSAO
SEPARACAO MATERNA PRECOCE

Os animais do grupo SMP, que ndo receberam o tratamento e apresentavam o
comportamento depressivo-simile, juntamente com os animais do grupo NM, foram

submetidos aos mesmos protocolos de avaliagdes cardiovasculares descritas abaixo.
3.6 CIRURGIA PARA CANULACAO DE ARTERIA E VEIA FEMORAL

A cirurgia foi realizada 24 horas antes dos experimentos. Os ratos foram anestesiados com
tribromoetanol (250 mg/kg ip; Sigma-Aldrich) e uma incisdo de 1,0 cm foi realizada na fossa
iliaca direita do animal e a artéria femoral direita dessecada e exposta. Uma linha de costura
foi utilizada para se isolar a regidao distal da artéria femoral e uma pinga hemostatica foi nela
colocada, obstruindo temporariamente o fluxo arterial. Em seguida, um pequeno corte foi
feito na artéria femoral e a canula introduzida e cuidadosamente amarrada na artéria. A
canula de polietileno (Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA) foi constituida de um segmento de
polietileno PE-10 (3 cm) soldado a um outro segmento de polietileno PE-50 (13,5 cm),
previamente preenchida com anticoagulante (heparina a 0,25% em salina) e obstruida com
um pino de metal. Apds esse procedimento, a canula foi exteriorizada na regido dorsal do
animal com auxilio de um trocater, sendo fixada a pele por sutura cirdrgica. Quando a
administracdo endovenosa de drogas se fez necessdrio, uma canula similar foi introduzida na
veia femoral. Apds a cirurgia os animais receberam uma administracdo do anti-inflamatodrio
flunixina meglumina (2,5 mg/kg, subcutaneo (sc)) (Banamine®, Schering Plough, Santo
Amaro, Brasil) para analgesia pds-operatdria. A canula inserida na artéria femoral foi
utilizada para registro da pressao arterial pulsatil, outra canula similar foi inserida na veia

femoral para administracdo de drogas intravenosa (iv).

3.7 AVALIACAO DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES

Os animais foram transferidos para sala experimental uma hora antes do inicio dos
experimentos para habituacdo as condicdes ambientais. Um ruido de fundo foi gerado com
objetivo de minimizar a interferéncia do som na sala experimental. A canula arterial foi
conectada ao transdutor de pressdo arterial (Deltran®, UTAH Medical Products Inc®,

Atholne, Irlanda) que estava acoplado ao amplificador de sinal (AECADO4F/ AVS Project, Sdo
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Carlos, Brasil) e o mesmo ligado ao sistema de aquisicio (AQCAD/ AVS Project)
computadorizado. Os valores de pressdo arterial média (PAM), pressdao arterial sistélica
(PAS), pressdo arterial diastolicas (PAD) e frequéncia cardiaca (FC) foram derivados da
pressao arterial pulsatil. Em todos os protocolos de analise cardiovascular foi realizado um

registro de 20 minutos da linha de base da pressao arterial.

3.8 ANALISE ESPECTRAL DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA (VFC) E PRESSAO
SISTOLICA (VPS)

Um periodo minimo de 10 minutos de registro da PAS e da FC foram utilizados, a andlise da
variabilidade da pressdo sistélica e do intervalo de pulso (IP) no dominio do tempo e da
frequéncia foram realizadas pelo programa CardioSeries v2.4 (Daniel Penteado Martins Dias,
Ribeirdo Preto, Brasil), series temporais batimento-a-batimento foram geradas através do

programa LabChart 7.0 (ADInstruments, Bella Vista, Australia).

As séries temporais, batimento-a-batimento, com valores de IP e PAS foram reamostradas
em 10 Hz (1 valor a cada 100 ms) por interpolacdo cubica do tipo spline, para regularizacao
do intervalo de tempo entre os batimentos. As séries com valores interpolados de IP e PAS
foram divididas em segmentos com 512 valores cada, com sobreposicdo de 50% (Protocolo

de Welch).

Os valores interpolados de IP, os segmentos considerados adequados foram integrados em
bandas de baixa frequéncia (LF: 0,20 — 0,75 Hz) e alta frequéncia (HF: 0,75 — 3,00 Hz), para os
valores de PAS, os segmentos considerados adequados foram integrados em bandas de
muito baixa frequéncia (VLF: 0,02 — 0,2 Hz) e baixa frequéncia (LF: 0,2 — 0,6 Hz), e os
resultados foram expressos em unidades absolutas (ms? ou mmHg?) e normalizadas (nu). Os
valores normalizados foram obtidos por meio do calculo da poténcia relativa das bandas LF e
HF levando em consideracdo a poténcia total do espectro menos a poténcia da banda de
muito baixa frequéncia (VLF: < 0,20 Hz). Para avaliar o balango simpatovagal cardiaco,

calculou-se a razdo entre a poténcia das bandas LF e HF (LF/HF) do espectro do IP.
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3.9 ANALISE DA SENSIBILIDADE DO BARORREFLEXO — METODO DA SEQUENCIA

Séries temporais batimento-a-batimento de valores de IP e PAS foram analisadas através do
programa Cardioseries v2.4 e a sensibilidade do barorreflexo foi avaliada através do método
da sequéncia. A série temporal foi escaneada na procura de sequéncias de pelo menos trés
aumentos progressivos na PAS acompanhado de reduc¢bes progressivas no IP ou trés
reducdes progressivas da PAS acompanhada de aumentos progressivos no IP. Para detectar
as alteracdes na PAS e IP, os limiares de 0 mmHg e 0 ms foram utilizados, respectivamente.
As sequéncias que apresentaram o coeficiente de correlagao (r) entre PAS e IP maior ou igual
a 0,8 foram consideradas sequéncias barorreflexas. A sensibilidade do barorreflexo foi
determinada pelo slope da regressao linear das linhas entre PAS e IP de cada sequéncia
barorreflexa. O indice de efetividade do barorreflexo (baroreflex effectiveness index, BEI) foi
calculado dividindo o nimero de sequéncias barorreflexas pelo nimero de rampas da PAS

(sequéncias de no minimo trés aumentos ou redug¢des progressivas).

3.10 BLOQUEIO AUTONOMICO SELETIVO DA FREQUENCIA CARDIACA

Para avaliar o tonus simpatico, parassimpdtico e a frequéncia cardiaca intrinseca no
tratamento com ESC, os animais receberam administracdo intravenosa do antagonista de
receptor muscarinico, atropina (1 mg/kg, iv) (Sigma-Aldrich) (DOS REIS et al., 2014), e 15min
apos, do antagonista seletivo para receptores adrenérgicos B1, atenolol (1 mg/kg, iv) (Sigma-
Aldrich) (RESSTEL; CORREA, 2008), ou vice-versa, com a finalidade de realizar o bloqueio
autondmico e avaliar a frequéncia cardiaca intrinseca. A ordem da escolha da droga para o

inicio do bloqueio foi randomizada.

3.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE DO BARORREFLEXO

O barorreflexo foi testado por infusdo intravenosa do agonista seletivo para receptor
adrenérgico al, fenilefrina (50 ug/ml/kg, iv; 0,34ml/min) (Sigma-Aldrich) ou do doador de
oxido nitrico, nitroprussiato de sédio (50 pg/ml/kg, iv; 0,8ml/min) (Sigma-Aldrich) usando
uma bomba de infus3o (Insight, Brasil)(HEAD; MCCARTY, 1987; RESSTEL; CORREA, 2006). As



32

infusdes de fenilefrina e nitroprussiato de sédio foram randomizadas e finalizadas apds 50-

60s com a obtencgdo de considerdveis respostas pressoras ou depressoras, respectivamente.

3.12 METODOS DE AVALIACAO DO BARORREFLEXO

As curvas de barorreflexo foram construidas combinando as variagdes de pressao arterial
média com as respostas de frequéncia cardiaca. Foram emparelhados os valores das
variacoes da pressao arterial média (APAM) e da frequéncia cardiaca (AFC) e foram plotados
para criar curvas sigmoides para cada rato, que foram utilizados para determinar a atividade
do barorreflexo (HEAD; MCCARTY, 1987). A analise do barorreflexo usando curvas sigmdides
foi caracterizada por quatro parametros: (i) P1 (bpm) menor platoé da frequéncia cardiaca e
P2 (bpm) maior platd da frequéncia cardiaca, (ii) faixa de frequéncia cardiaca (bpm), ou seja,
diferenca entre os valores do plato superior com o inferior, (iii) a pressao arterial média em
50% da gama de frequéncia cardiaca (BP50, mmHg), e (iv) o ganho (G, bpm/mmHg), que é o
declive médio de entre as curvas +1 e -1 das deriva¢cdes padrao de BPso. Para analisar as
respostas de bradicardia e taquicardia separadamente, foi combinado os valores de
frequéncia cardiaca dos periodos de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 mmHg da pressdo arterial
média e as variagdes foram calculadas. Os valores foram tracados para criar curvas de
regressao linear para cada rato, e as suas inclinagbes foram comparadas para verificar

modificagdes no ganho do barorreflexo (CRESTANI et al., 2011).

3.13 AVALIACAO DA INFLUENCIA AUTONOMICA NA ATIVIDADE DO BARORREFLEXO

Para avaliar a participacdo do sistema nervoso autdbnomo simpatico e parassimpatico sobre
o parametro P1 da curva sigmoide do barorreflexo dos animais ESC depressivo-simile, foram
realizadas administracdes do antagonista de receptor muscarinico, atropina (1 mg/kg, iv)
(Sigma-Aldrich) (DOS REIS et al., 2014) ou do antagonista seletivo para receptores
adrenérgicos B1, atenolol (1 mg/kg, iv) (Sigma-Aldrich) (RESSTEL; CORREA, 2008), 15 minutos

antes do inicio do teste do barorreflexo.
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3.14 CURVA DOSE-RESPOSTA PARA PRESSAO ARTERIAL MEDIA

Para avaliacgdo hemodinamica, aumentos e reducdes na pressdo arterial média causados
pela infusdo de fenilefrina (50 pg/mi/kg, iv; 0,34ml/min) (Sigma-Aldrich) e nitroprussiato de
sédio (50 pg/ml/kg, iv; 0,8ml/min) (Sigma-Aldrich), respectivamente, foram plotados
gerando uma curva dose-resposta. Valores de pressao arterial média foram amostrados a
cada 5 segundos cumulativamente desde o inicio da infusdo. O efeito maximo (Emax) e a
dose necessaria para gerar 50% da Emax (EDso) de cada agente vasoativo foram comparadas

em todos os grupos experimentais (CRESTANI et al., 2011).

3.15 ESTRESSE AGUDO DE RESTRIGCAO

Apbs o periodo minimo de 20 min de registro da pressao arterial e frequéncia cardiaca
basais, o animal foi colocado em um tubo de restricdo de plastico cilindrico (diametro 6.5 cm
e comprimento de 15 cm), ventilado por furos. A restricdo durou 60 minutos e a pressao
arterial do animal foi registrada durante todo o periodo. Ao fim da restricdo, os animais
voltaram para suas gaiolas. Cada animal foi submetido a apenas uma sessdo de restricao

(BUSNARDO et al., 2010; CRESTANI et al., 2010).

3.16 DROGAS

Oxalato de escitalopram (ISRS; Pharma Nostra, Rio de Janeirom Brasil), tribromoetanol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), metil brometo de atropina (antagonista nao seletivo de
receptor muscarinico; Sigma-Aldrich), tiopental sddio (Tiopentax®, Cristdlia, Itapira, SP,
Brasil), atenolol (antagonista seletivo para receptor Pl-adrenérgico; Sigma-Aldrich),
hidrocloreto de fenilefrina (antagonista seletivo para receptor al-adrenérgico Sigma-
Aldrich), nitroprussiato de sddio desidratado (doador de dxido nitrico; Sigma-Aldrich) foram
dissolvidos em salina (0,9%). Flunixina meglumina (Banamine®, Schering Plough, Santo

Amaro, Brasil) foi utilizada como analgésico.
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3.17 EUTANASIA

No final de todos os protocolos experimentais os animais foram transferidos para outra sala

e sofreram eutandsia através de decapitacdo pela guilhotina apds anestesia com tiopental

(50 mg/kg, ip, Cristalia).
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3.18 DESENHO EXPERIMENTAL

Maes: Ninhada:
Acasa- . = Avaliagoes
Gravidez Lactagdo NF Tratamento 4 s
lamento cardiovasculares
2 LL M 1 S L L 2 Ll
| | LA L L 4K 4 L) L] L
DGO DGZl-DIPNO : DPN21 DPN60 DPN62 DIPN83
1 1 1
! ! !
DPN2 DPN15 DPN82
Preparagao
SMP .p, ,‘;
cirtrgica

Figura 2 — Desenho Experimental de todos os protocolos realizados nas maes e filhotes
organizados pelo tempo. DG= dia gestacional; DPN= dia pds-natal; SMP= separacdo materna

precoce; NF= nado forg¢ado.

3.19 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A analise estatistica foi realizada através do software Prism 6.0 (GraphPad Software, USA). A
distribuicdo normal (teste Shapiro-Wilk) e homogeneidade (teste Levene’s) das amostras
foram checadas. Os dados foram expressos como média * erro padrdao da média (EPM) e os
testes que apresentaram o valor de P menor do que 0,05 foram considerados significantes.
Para a analise dos parametros basais, andlise espectral da variabilidade da FC e PAS, BEl e
ganho no método da sequéncia, parametros das curvas lineares e ndo lineares do
barorreflexo e os parametros Emax e EDso da resposta hemodinamica foi utilizado o teste t
de Student’s ndo pareado. O bloqueio autonémico do barorreflexo, frequéncia cardiaca
intrinseca, a curva hemodindmica e a resposta cardiovascular do estresse agudo por
restricdo foram analisadas pelo teste ANOVA de duas vias, via seguido pelo pds-teste de

Tukey.
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4.0 RESULTADOS
4.1 EFEITOS DA SEPARACAO MATERNA PRECOCE NO TESTE DO NADO FORCADO

O protocolo de separagdo materna usado no presente trabalho (3 horas durante o periodo
do DPN 2 ao DPN 15) aumentou o tempo de imobilidade nos animais quando comparado
com o grupo ndo manuseado (NM= 77,47 £ 5,235 s, n=62; SM=109,1 £+ 3,664 s, n= 157; p=<
0,0001; t= 4,728). O comportamento depressivo-simile foi observado em 80,2% (n=126) dos

animais que passaram pela separa¢do materna.

4.2 EFEITOS DA SEPARACAO MATERNA PRECOCE SOBRE 0OS PARAMETROS
CARDIOVASCULARES EM RATOS ADULTOS

A separagdao materna precoce nao levou a alteragdes nos parametros basais em relagao aos
animais ndo manuseados (PAM: SMP=101,7 + 2,83 mmHg, n =9; NM= 106,0 + 3,29 mmHg, n
=9; p= 0,3319; t= 1,001) (FC: SMP= 357,0 £ 10,54 bpm, n=9; NM= 358,2 + 11,52 bpm, n=9;
p=0,9419; t= 0,074) (PAD: SMP= 85,33 + 2,64 mmHg, n=9; NM= 92,28 + 4,76 mmHg, n=9; p=
0,2201; t= 1,276) (PAS: SMP= 121,5 + 4,68 mmHg, n=9; NM= 125,9 + 4,27 mmHg, n=9; p=
0,4915; t=0,704).

A administracdo endovenosa de atenolol e atropina em ratos causou reducdo e aumento da
FC quando comparada com a basal no o grupo NM; no entanto o grupo SMP ndo apresentou
alteracdes diferentes do grupo NM apds a administracdo das drogas vasoativas (bloqueio
autondmico: p < 0,0001, F (2, 44) = 15,55; tratamento: p= 0,0928, F (1, 44) = 2,952; interagdo: p=
0,4529, F (2, a4y = 0,8066; Basal:CTL vs. Aten:CTL; Atrop:CTL vs. Aten:CTL). Apds o bloqueio
farmacoldégico autonémico cardiaco, a frequéncia cardiaca intrinseca (FCI) foi avaliada. A
SMP ndo alterou a FCl em ratos na vida adulta (bloqueio autonémico: p= 0,3806, F (1, 32) =

0,7906; tratamento: p= 0,3933, F (1,32) = 0,7486; interagdo: p= 0,6553, F (1,32) = 0,2030).

Em relacdo a atividade do barorreflexo, a separacdo materna nado alterou o slope
taquicdrdico (slope NM= -3,686 + 0,4229, n=7; slope SMP: -2,694 + 0,4143, n=7; p= 0,1197;
t=1,676, Figura 3), o bradicardico (slope NM: -3,810 + 0,3788, n=7; slope SMP: -4,208 +
0,4435; p= 0,5080; t=0,6824; Figura 3 - B) e os parametros da curva sigmdide (Ganho: NM: -
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1,48 + 0,25 bpm/mmHg, n= 7; SMP: -1,38 + 0,27 bpm/mmHg, n= 7; p= 0,7799; t= 0,286; P1:
NM: -103,3 + 11,44 bpm, n= 7; SMP: -97,36 * 6,54 bpm, n=7; p= 0,6593; t= 0,452; P2: NM:
131,2 + 7,09 bpm, n=7; SMP: 122,9 + 8,15 bpm, n= 7; p= 0,4571; t= 0,768; Range FC: NM:
234,5 £ 14 bpm, n=7; SMP: 220,2 £ 8,68 bpm, n=7; p= 0,2341; t= 0,865; BPso: NM: 9,354 +
6,05 mmHg, n=7; SMP: 16,19 + 2,71 mmHg, n=7; p= 0,3222; t= 1,032) quando comparados

com os animais NM.

Os ratos depressivo-simile apresentaram uma maior resposta ao efeito contratil da
fenilefrina no musculo vascular (curva PHE: Interagdo: p= 0,4087, Fo, 165= 1,044,
Concentragao: p=< 0,0001, F10, 165= 33,35; Tratamento: p= < 0,0001, F(1, 165)= 21,89; n= SMP:
9, M: 8), maior Emax (SMP: 50,36 *+ 2,997 mmHg, n=9; M: 39,51 + 3,328 mmHg, n= 8; p=
0,0281; t= 2,430) e redugdo da ECsp (SMP: 0,6203 + 0,03005 pg/kg, n=97; NM: 0,7320 +
0,03519 pg/kg, n= 8; p= 0,0282; t= 2,429) em relacdo aos animais NM (Fig. 4 - A), sem
diferenga na resposta hemodinamica a infusdao de NPS (Curva: Interagdo: p= 0,9574, F (10, 165)
= 0,3716; Concentragao: p= < 0,0001, F (10, 165) = 80,70; Tratamento: p= 0,7928, F (1, 165 =
0,06920)(Emax: NM: -47,08 + 2,554 mmHg, n= 8; SMP: -48,03 + 3,406 mmHg, n= 9; p=
0,8300; t= 0,2185) (ECso: : NM: 0,9768 + 0,0271 mmHg, n= 8; SMP: 0,9728 + 0,0349 mmHg,
n=9; p= 0,9305; t= 0,08873) (Fig. 4 - B).

No tocante ao estresse de restrigdo agudo, a resposta pressora foi maior durante o estresse
de restricdo agudo no grupo SMP quando comparado ao grupo NM (resposta pressora:
tempo: PAM: p= < 0,0001, F(15, 240) = 4,091; tratamento: PAM: p= 0,0287, F(1, 16= 5,781;
interagdo: PAM: p= 0,1951, F(s, 220= 1,312; n= SMP: 9, M: 8)(Fig. 5 - A). Nao foi observada
alteragdo na resposta taquicardica (resposta taquicardica: tempo: FC: p= < 0,0001, F(1s, 240)=
9,684; tratamento: FC: p= 0,8543, F(1, 16)= 0,03482— interagao: FC: p= 0,1927, F(1s, 240)= 1,316;
n=NM: 9, SMP: 9)(Fig. 5—B).
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Figura 3 — Curvas sigmaides e regressoes lineares do barorreflexo dos grupos SMP e NM. (A)
Curva sigmoide barorreflexa correlacionando variagdes de pressdao arterial (APAM) e
variacdes da resposta da FC (AFC) do grupo ndo manuseado (NM) (r?= 0,8105; linha preta) ou
separa¢do materna precoce (SMP) (r’= 0,7896, linha cinza). Os simbolos nas curvas
representam os valores de BPso. (B) Regressdo linear das curvas barorreflexa
correlacionando APAM e resposta AFC do grupo NM (circulos pretos) e SMP (circulos cinzas).
Correlagdo entre os valores r? das curvas bradicardicas foram de 0,79 e 0,78 para o grupo
NM e SMP, respectivamente, correlacdo entre os valores r? das curvas taquicardicas foram

de 0,74 € 0,62 para o grupo NM e SMP, respectivamente.
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Figura 4 — Mudancas na pressao arterial (APAM) causadas pelo aumento na concentra¢do de
fenilefrina (PHE; painel A) ou nitroprussiato de sédio (NPS, painel B) nos grupos nao
manuseados (NM) (quadrados e linhas pretas) e separacdo materna precoce (SMP)

(quadrados e linhas cinzas).
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Figura 5 — Analise temporal das variacdes da PAM (APAM, painel A) e FC (AFC, painel B)
durante 1 hora de estresse de restricdo no grupo ndao manuseado (NM) (linha preta) e
separacdo materna precoce (SMP) (linhas cinza) de animais depressivo-simile. Circulos

representam média e barras do EPM.
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4.3 EFEITO DO TRATAMENTO COM ESC SOBRE OS PARAMENTOS CARDIOVASCULARES BASAIS
DE RATOS DEPRESSIVOS-SIMILE

O tratamento com ESC durante 21 dias ndo alterou os parametros cardiovasculares basais
como PAM, FC, PAS e PAD nos ratos depressivo-simile quando comparado com os animais

tratados com veiculo (Tabela 1).

Tabela 1 — Parametros cardiovasculares basais do grupo CTL (n = 38) e ESC (n = 45) em
ratos depressivo-simile.

Parametros CTL ESC p= t=

PAM (mmHg) 104,3+1,24 106,0 £1.01 0,2958 1,052
FC (bpm) 350,4 £ 3,77 345,9+£4,05 0,4225 0,806
PAD (mmHg) 86,15 + 1,41 87,40 % 1,19 0,4973 0,682
PAS (mmHg) 127,7 + 1,55 129,4 +1,34 0,4204 0,810

Valores: média + EPM. CTL= grupo controle (veiculo); ESC: grupo escitalopram; PAM=
pressao arterial média; FC= frequéncia cardiaca; PAD= pressdo arterial diastdlica; PAS=
pressao arterial sistdlica. CTL vs ESC, teste t de Student’s ndo pareado, p>0,05.

4.4 EFEITO DO TRATAMENTO COM ESC NA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA E DA
PRESSAO SISTOLICA DE RATOS DEPRESSIVOS-SIMILE

A analise espectral da VFC ndao mostrou altera¢des causadas pelo tratamento com ESC
durante 21 dias quando comparado com os animais CTL (Tabela 2). No entanto, a analise
espectral da VPS, mostrou uma redugdo estatisticamente significante no componente de
muito baixa frequéncia (VLF) dos animais depressivo-similes que receberam o tratamento

com ESC (Tabela 3).
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Tabela 2 — Componentes obtidos através da andlise no dominio do tempo e da frequéncia na
variabilidade da frequéncia cardiaca em ratos depressivo-simile do grupo controle (CTL) e

escitalopram (ESC).

Componente da

EC CTL ESC p= t=

SD (ms) 7,679 + 0,54 (15) 9,053 0,71 (15) 0,1347 1,540
RMSSD (ms) 9,829 + 0,68 (15) 10,72 + 0,94 (15) 0,4499 0,766
LF abs (ms?) 4,221 +0,73 (14) 4,754 + 0,69 (14) 0,6013 0,529
HF abs (ms?) 25,55 + 3,73 (15) 27,65 + 4,11 (14) 0,7073 0,379
LF (nu) 14,50 + 6,11 (14) 13,93 + 5,25 (14) 0,7926 0,266
HF (nu) 85,50 + 1,63 (14) 86,07 + 1,40 (14) 0,7926 0,266
LF/HF 0,18 + 0,026 (14) 0,21+ 0,053 (14) 0,6864 0,408

Valores: média + EPM (n). SD= desvio padrdao da media; RMSSD= raiz quadrada das medias
de sucessivas diferengas; LF abs= banda do espectro de baixa frequéncia em unidades
absolutas; HF abs= banda do espectro de alta frequéncia em unidades absolutas; LF (nu)=
banda do espectro de baixa frequéncia em unidades normalizadas; HF (nu)= banda do
espectro de alta frequéncia em unidades normalizadas; LF/HF= relagdo entre o poder das
bandas LF e HF. CTL vs ESC, teste t de Student’s ndo pareado, p>0,05.

Tabela 3 - Componentes obtidos através da andlise no dominio do tempo e da frequéncia na
variabilidade da pressdo sistdlica em ratos depressivo-simile do grupo controle (CTL) e
escitalopram (ESC).

Componentes da t=
CTL ESC p=

VPS

SD (mmHg) 452+0,374 (15)  4,11+0,34(15) 0,4212 0,816

VLF abs (mmHg?) 6,64 + 0,88 (13) 3,85+0,41(12) 0,0101* 2,803

LF abs (mmHg?) 6,66 + 1,16 (14) 481+0,44(13) 0,1611 1,444

Valores: média + EPM (n). SD= desvio padrdo da média; VLF abs= banda do espectro de
muito baixa frequéncia em unidades absolutas; LF abs= banda do espectro de baixa
frequéncia em unidades absolutas. *=p < 0,05; CTL vs ESC, teste t de Student’s ndo pareado.
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4.5 EFFEITO DO TRATAMENTO COM ESC SOBRE A SENSIBILIDADE DO BARORREFLEXO
AVALIADO PELO METODO DA SEQUENCIA DE RATOS DEPRESSIVOS-SIMILE

O tratamento com ESC ndo levou a alteragbes no BEI (CTL: 0,2887 + 0,0165, n= 15; ESC:
0,2762 + 0,01396, n=14; p= 0,5727; t=0,5710) e Ganho (CTL: 3,467 * 0,2849 ms/mmHg, n=
15; ESC: 4,045 + 0,3494 ms/mmHg, n=14; p= 0,2080; t=1,290) das sequéncias barorreflexas

em relacdo ao grupo CTL.

4.6 EFFEITO DO BLOQUEIO AUTONOMICO CARDIACO EM ANIMAIS DEPRESSIVOS-SIMILE

A administracdo endovenosa de atenolol e atropina em animais depressivo-simile causou
reducdo e aumento da FC quando comparada com a basal, respectivamente, em ambos os
grupos CTL e ESC, sem apresentar diferenca estatistica entre os mesmos. (Basal: CTL: 350,4
3,769, n= 38; ESC: 345,9 * 4,049, n= 45; Atenolol: CTL: 306,2 * 4,853, n= 7; ESC: 306,1 *
4,806, n= 10; Atropina: CTL: 411,7 + 8,561, n= 8; ESC: 398,8 + 16,22, n= 7; p= < 0,0001; Fs,
109)= 24,81) (Figura 6).

Apds o bloqueio farmacoldgico autonémico cardiaco, a frequéncia cardiaca intrinseca (FCl)
foi avaliada. O tratamento com ESC causou uma redugao da FCl em relagdo ao grupo CTL
(Basal: CTL: 350,4 + 3,769, n= 38; ESC: 345,9 + 4,049, n= 45; FCl: CTL: 341,7 £ 6,030, n= 13;
ESC: 316,5 £ 4,926, n= 15; p= 0,0002; F 3, 107)= 7,338) (Figura 7).
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Figura 6 — Efeitos do pré-tratamento endovenoso com atenolol ou atropina sobre a
frequéncia cardiaca (FC) nos grupos controle (CTL) e escitalopram (ESC). * p < 0.05 vs CTL
basal, # p < 0.05 vs ESC basal, ANOVA uma via, teste post hoc de Tukey.

Basal FCI
B CTL (3 ESC
Figura 7 — Efeitos do tratamento com ESC durante 21 dias sobre a frequéncia cardiaca

intrinseca (FCI). CTL= controle, ESC= escitalopram; * p < 0.05 vs ESC basal, # p < 0.05 vs FCI
controle, ANOVA uma via, teste post hoc de Tukey.
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4.7 EFEITOS DO TRATAMENTO COM ESC SOBRE O CONTROLE BARORREFLEXO DA
FREQUENCIA CARDIACA DE RATOS DEPRESSIVOS-SIMILE

O tratamento com ESC aumentou o valor do platé inferior, parametro P1 da curva sigmdide
da atividade do barorreflexo. Nao foi observada diferenga estatistica nos demais parametros

derivados da regressao nao linear da curva barorreflexa (Tabela 4 — Figura 8 — A).

Efeito do aumento ou reducdo da pressao arterial sobre a frequéncia cardiaca em ambos os
grupos foram analisados separadamente pela regressao linear (Figura 8 — B). O tratamento
com ESC ndo alterou o slope taquicardico (slope CTL: -4,134 + 0,6317, n=8; slope ESC: -4,371
+ 0,4908, n=10; p= 0,7671; t=0,3012, Fig. 8 - B) e o bradicardico (slope CTL: -2,860 + 0,3852,
n=8; slope ESC: -3,356 + 0,4106; p= 0,4008; t=0,8631; Fig. 8 - B) nos animais depressivo-

simile quando comparado com o grupo CTL.
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Tabela 4 — Parametros derivados da curva sigmoide do barorreflexo dos grupos
controle (CTL) (n = 8) e escitalopram (ESC) (n = 10) em ratos depressivo-simile.

Parametros da curva

sigmoide B¢ p= =

Ganho (bpm/mmHg) -2,43 +0,26 -2,24 £ 0,24 0,5989 0,537
P1 (bpm) -97,81+8,3  -137,1+12,31* 0,0236 2,502
P2 (bpm) 152,4+16,96 133,3+11,93 0,3573 0,948
Range FC (bpm) 250,2+11,82 270,4+11,08 0,2341 1,236
BPso (mmHg) 6,64 £ 4,28 7,67 £4,44 0,8718 0,164

Valores: média + EPM. P1= plato inferior; P2= platd superior; Range FC=
diferenca entre os valores do platé superior com o inferior; BPso= pressao
arterial média capaz de gerar 50% do range FC. *=p < 0,05; CTL vs ESC, teste t
de Student’s ndo pareado.
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Figura 8 — Curvas sigmoides e regressoes lineares do barorreflexo dos grupos CTL e ESC em
ratos depressivo-simile. (A) Curva sigmoide barorreflexa correlacionando variagcdes de
pressdo arterial (APAM) e varia¢des da resposta da FC (AFC) do grupo controle (CTL) (r*=
0,811; linha preta) ou escitalopram (ESC) (r*= 0,813, linha cinza). Os simbolos nas curvas
representam os valores de BPso. (B) Regressdo linear das curvas barorreflexa
correlacionando APAM e resposta AFC do grupo CTL (circulos pretos) e ESC (circulos cinzas).
Correlacdo entre os valores r? das curvas bradicardicas foram de 0,65 e 0,64 para o grupo
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CTL e ESC, respectivamente, correlagdo entre os valores r? das curvas taquicéardicas foram de
0,59 e 0,69 para o grupo CTL e ESC, respectivamente.

4.8 EFEITOS DO BLOQUEIO AUTONOMICO SOBRE O PARAMETRO P1 DA CURVA SIGMOIDE
DO BARORREFLEXO DE RATOS DEPRESSIVOS-SIMILE

O pré-tratamento sistémico com atropina reduziu o valor do parametro P1, enquanto que o
pré-tratamento com atenolol nado alterou esse parametro (ESC: -144,8 + 32,05 bpm, n= 10;

ESC + ATROP: -61,38 + 27,59 bpm, n= 4; ESC + ATEN: -187,0 + 10,94 bpm, n= 4; p= 0,0008)

(Figura 9).
IATROP C ATEN |
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Figura 9 — Valos do parametro P1 da curva sigmoide do grupo ESC em ratos depressivo-
simile, antes e apds o bloqueio autonémico cardiaco simpatico ou parassimpatico. ESC=
escitalopram, ATROP= atropina, ATEN= atenolol; *=p < 0,05 ESC vs ESC + ATROP; #=p < 0,05
ESC + ATROP vs ESC + ATEN, ANOVA uma via, teste post hoc de Tukey.

4.9 EFEITOS DO TRATAMENTO COM ESC NA RESPOSTA HEMODINAMICA DE RATOS
DEPRESSIVOS-SIMILE

A administracdo de fenilefrina causou uma resposta pressora dose-dependente em ambos
0S grupos experimentais, sem apresentar diferenga estatistica entre os grupos CTL e ESC

(Curva: Interagao: p= 0,976, F(10, 143) = 0,316; Concentragdo: p= < 0,0001, F(1o, 143) = 124,7;
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3,531)(Emax: CTL: 51,03 + 2,85 mmHg, n=7; ESC: 46,83 £ 5,79

mmHg, n= 8; p= 0,5453; t= 0,6210) (ECso: CTL: 0,835 + 0,008706 pg/kg, n= 7; ESC: 0,8433 +

0,008675 pg/kg, n=8; p=0,5385; t= 0,6318) (Figura 10 - A).

De maneira similar, ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos CTL e ESC na

resposta depressora dose-dependente causada pela administracdao de nitroprussiato de

sédio (Curva: Interacdo: p= 0,

98, F(10, 143) = 0,3018; Concentragdo: P= < 0,0001, F1o, 143) =

54,80; Tratamento: p= 0,442, F(1,143) = 0,5951) (Emas: CTL: -37,21 + 2,847 mmHg, n=7; ESC: -

44,37 + 5,793 mmHg, n=8; p=

0,3090; t= 1,059)(ECso: CTL: 1,157 + 0,02181 pg/kg, n= 7; ESC:

1,191 + 0,03812 pg/kg, n= 8; p= 0,4701; t= 0,7440) (Figura 10 - B).
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Figura 10 — Mudangas na pressao arterial (APAM) causadas pelo aumento na concentragao

de fenilefrina (PHE; painel A) ou nitroprussiato de sédio (NPS, painel B) nos grupos controle

(CTL) (quadrados e linhas pretas) e escitalopram (ESC) (quadrados e linhas cinzas).
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4.10 EFEITOS DO TRATAMENTO COM ESC NA RESPOSTA CARDIOVASCULARE DURANTE O
ESTRESSE DE RESTRICAO AGUDO EM RATOS DEPRESSIVOS-SIMILE

O tratamento com ESC ndo alterou a resposta pressora (Tempo: PAM: p= < 0,0001, F1,18=
5,684; tratamento: PAM: p= 0,0661, F(1,13= 3,829 — interagdao: PAM: p= 0,7758, F(1,18=
0,7081; n= CTL: 9, ESC: 11) (Figura 11 - A) e taquicardica (Tempo: FC: p= < 0,0001, F(1,18=
8,113; tratamento: FC: p= 0,4962, F(1,18= 0,4825 — interagao: FC: p= 0,2495, F(1,18= 1,229; n=
CTL: 9, ESC: 11) (Figura 11 - B) observada nos ratos depressivo-simile durante o estresse de

restricdo agudo.
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Figura 11 — Analise temporal das variacbes da PAM (APAM, painel A) e FC (AFC, painel B)
durante 1 hora de estresse de restricdo no grupo controle (CTL) (linha preta) e escitalopram
(ESC) (linhas cinza) de animais depressivo-simile. Circulos representam média e barras do
EPM.
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5.0 DISCUSSAO

O modelo de SMP foi eficaz em induzir o estado depressivo-simile em ratos,
observado pelo aumento no tempo de imobilidade no teste do nado forcado em relagao ao
grupo NM, corroborando com outros estudos que utilizaram o mesmo modelo de depressao
em ratos (DANIELS et al., 2004; EL KHOURY et al., 2006; LEE et al., 2007, NEWPORT; STOWE;
NEMEROFF, 2002); ainda, dados da literatura demonstraram que o tratamento com ESC foi
eficaz em reverter esse estado depressivo-simile causado pela SMP (EL KHOURY et al.,

2006).

A SMP induz alteragdes nas fases iniciais do desenvolvimento do rato levando a
hiperatividade do eixo HPA, que permanece durante toda a vida do animal, (AISA et al.,
2007; LADD et al., 2000, 2004; VETULANI, 2013), dessa maneira, aumentando as respostas
geradas frente a eventos estressantes (LADD et al., 2005) que levam a altera¢des de genes
de sistemas relacionados com o surgimento do comportamento depressivo-simile (MACRI;
MASON; WURBEL, 2004; PARIANTE; LIGHTMAN, 2008; SANCHEZ; LADD; PLOTSKY, 2001),
como o sistema serotonérgico (GARDNER et al., 2005). A hiperatividade do eixo HPA gerada
pela SMP também contribui para o surgimento de altera¢cées cardiovasculares na vida adulta

dos animais (JOKINEN; NORDSTROM, 2009; ROSMOND; BJORNTORP, 2000).

O protocolo de SMP utilizado no presente trabalho nao interferiu nos parametros
cardiovasculares basais, na modulacdo autonémica em situacdo de repouso e na avaliacdo
da resposta barorreflexa. No entanto, foi capaz de levar a alteracdo na resposta
hemodinamica a drogas vasoativas, aumentado a resposta vascular frente a infusdo de
fenilefrina observado pelo aumento do pardametro Emdax e reducdo da ECsp, indicando uma

facilitacdo da resposta contratil causada pela estimulacdo dos receptores adrenérgicos al.

Uma possivel explicagdo para os efeitos observados com o protocolo da SMP ¢é a
hiperatividade do eixo HPA a qual leva a um aumento na concentracdo de corticosterona
circulante (MARAIS et al., 2008; VEENEMA; NEUMANN, 2009) favorecendo a resposta
contratil a noradrenalina, através do aumento de numero e afinidade de receptores, assim

como na interferéncia da acdo do segundo mensageiro (BENNETT; GARDINER, 1978;
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GRUNFELD; ELOY, 1987; HAIGH; JONES, 1990; LIU; HAIGH; JONES, 1992; SCHOMIG et al.,
1976; WALKER, 2007; WALKER; WILLIAMS, 1992).

O presente estudo mostrou que o tratamento com ESC durante 21 dias em ratos
Wistar adultos, que apresentaram o comportamento depressivo-simile apds o protocolo de
SMP, causou redu¢dao do componente VLF do dominio da frequéncia na andlise espectral da
VPS, reducdo da FCl, assim como aumento na resposta bradicardica da atividade do
barorreflexo devido a um aumento da modulagdo parassimpdtica; nao foi observada

nenhuma alteracdo nos demais parametros cardiovasculares analisados.

O tratamento com ESC ndo alterou os parametros cardiovasculares basais, como
PAM, FC, PAS e PAD dos animais depressivo-simile, indicando uma boa seguranca para
pacientes com depressdo associado a presenca ou predisposi¢cdo para DCV. Corroborando
com o presente trabalho, em humanos depressivos, o tratamento com ESC nao apresentou
efeitos sobre PA e FC (AHMED et al., 2011). Nesse sentido, em ratos expostos ao modelo de
depressao, estresse cronico moderado, o tratamento com fluoxetina também nao alterou a
PAM e mostrou efeitos protetores sobre a taquicardia de repouso causada pelo referido

modelo de depressdo (GRIPPO et al., 2006).

Estudo realizado em animais ndo depressivos evidenciou que o tratamento com ESC
causou aumento da PAM concomitante com bradicardia associada a ativa¢do parassimpatica
(VERISSIMO et al., 2018). Apesar do mecanismo da resposta hipertensiva ainda ser
desconhecido, os autores sugerem a participacdo de fatores humorais nessa resposta
(VERISSIMO et al 2018). Nesse sentido, a vasopressina seria um possivel candidato ja que a

neurotransmissao serotonérgica modula sua liberacdo (RAMAGE, 2001).

Uma possivel explicacdo para as discrepancias encontradas entre animais depressivo-
simile e nao depressivo seria a funcionalidade das vias neurais. Estudos descrevem que no
estado depressivo existe um desbalanco das neurotransmissdes noradrenérgicas e
serotonérgicas (CASTREN, 2005; COPPEN; BAILEY, 2000; DEAKIN; GRAEFF, 1991;
SCHILDKRAUT, 1965) e que animais submetidos a SMP apresentam reduc¢do na concentragcao
de 5-HT no hipocampo, assim como, reducdo da expressdo da SERT no nucleo da rafe (LEE et
al.,, 2007). O tratamento com ESC aumenta a disponibilidade de 5-HT e reestabelece a

neurotransmissdo deficiente no estado depressivo (CULPEPPER, 2002). Em um estado ndo
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depressivo esse desbalan¢co ndo ocorre e a administracdo de um ISRS causa o aumento da
disponibilidade da 5-HT, e consequentemente dos efeitos funcionais da mesma, os quais
dependem da ativacdo dos diferentes subtipos de receptores (LEWIS; COOTE, 1990;
NALIVAIKO; SGOIFO, 2009); por exemplo, aumento da PA e aumento da atividade simpatica,
via receptor 5-HT,a, @ aumento da parassimpatica via receptor 5-HT1a, no sistema nervoso

central (NALIVAIKO; SGOIFO, 2009; RAMAGE, 2001; RAMAGE; DALY, 1998).

A VFC estd associada com a capacidade do organismo em manter a pressao arterial
constante em repouso. A andlise da VFC avalia os mecanismos cardiacos responsaveis pelo
controle da pressao arterial batimento-a-batimento, como a modulagdo simpdatica e
parassimpatica (ELECTROPHYSIOLOGY, 1996; STAUSS, 2007a). Alteracbes na VFC estdo
associadas com a perda da capacidade do sistema autbnomo em manter o controle
momento-a-momento da pressao arterial (PUMPRLA et al., 2002; VANDERLEI et al., 2009), e
estd relacionado a como predicio de mortalidade (KLEIGER et al., 1987, THAYER;
YAMAMOTO; BROSSCHOT, 2010) e aumento do risco de morte subita e parada cardiaca
(ALGRA et al.,, 1993). No presente trabalho, o tratamento com ESC ndo alterou os
parametros da VFC, em ambos os dominios do tempo e da frequéncia, indicando que nao ha
alteracdes na modulacdo autondmica basal dos ratos depressivo-simile tratados com ESC,
corroborando com os achados dos parametros cardiovasculares basais. Dessa forma, os
dados sugerem uma seguranca para utilizacdo do ESC em pacientes depressivos que
apresentam DCV. Além disso, estudos realizados em humanos nao depressivos mostram que
o tratamento com ESC ndo alteram a VFC (CHAPPELL et al., 2013; HANSON et al., 2013);
contudo, outros trabalhos descrevem um aumento da atividade vagal em humanos (KEMP et
al., 2014) e em ratos (VERISSIMO et al., 2018) causado pelo tratamento com ESC o que
poderia reforcar esse perfil cardioprotetor do ESC, pois, o aparecimento ou piora de doencas
cardiovasculares estao relacionadas com a reducao da modulagdo parassimpatica e aumento

da simpatica (PALATINI; JULIUS, 2009).

A andlise espectral da VPS descreve a modulacdo vascular do animal; o componente
LF esta relacionado com a modulagdo simpatica no musculo vascular, o VLF indica a fungao
miogénica do vaso e mudancas em ambos os componentes (LF e VLF) estdo relacionadas
com o efeito vascular do oxido nitrico (HOCHT, 2013; STAUSS, 2007b). No presente trabalho

o tratamento com ESC em ratos depressivo-simile reduziu somente o poder do componente
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VLF indicando altera¢des na funcao miogénica que poderiam levar a perda da capacidade do
musculo liso vascular em se adaptar a altera¢cdes da PA (HOCHT, 2013). Apesar da alteracdo
sobre a funcdo miogénica evidenciada na reducdo do componente VLF, o tratamento com
ESC ndo modificou a resposta hemodinamica a drogas vasoativas nos animais depressivo-
simile. Essa é a primeira evidéncia na literatura do efeito vascular do tratamento com ESC

em ratos depressivo-simile.

Em ratos ndo depressivos, o tratamento com ESC causou redugao na fungdo
miogénica, corroborando com o presente estudo, e no tdnus vascular simpatico (VERISSIMO
et al., 2018). A literatura descreve que outros farmacos ISRS (fluoxetina e citalopram) tém a
capacidade de modular o tonus vascular através da reducdo do influxo de célcio (PACHER et
al., 2001); a fluoxetina tem a capacidade de inibir canais de cdlcio (PACHER et al., 1999) e

aumentar a concentragao de éxido nitrico (ISINGRINI et al., 2012).

O tratamento com ESC ndo alterou as respostas pressora e depressora observadas
com a administracao intravenosa de fenilefrina e nitroprussiato de sédio, respectivamente,
sugerindo uma ndo interferéncia do farmaco na modulacdo vascular neural, o que é

reforcado com os dados obtidos da VFC.

O bloqueio autonémico cardiaco com atenolol (antagonista B1-adrenérgico) e
atropina (antagonista muscarinico) ndo mostrou diferencas em relacdo a modulacdo
cardiaca auton6mica nos grupos de animais depressivo-simile. No entanto, o bloqueio
farmacoldgico de ambos os sistemas simpatico e parassimpatico cardiaco reduziu a FCI dos
animais ESC em relacdo ao grupo controle sugerindo que o ESC tem influéncia sobre as
células marca-passo do coragdo. E possivel que a reducdo deva-se a uma disfuncdo do nd
sinoatrial, causado pela reducdo de proteinas envolvidas na geracdo (JONES; LANCASTER,;
BOYETT, 2004), propagacao (JONES; LANCASTER; BOYETT, 2004) e condugdo (HAQQANI;

KALMAN, 2007) dos potenciais de membrana geradas pelo nd sinoatrial.

A reducdo da FCI estd relacionada com o processo de envelhecimento em humanos
(MACHADO; BRODY, 1989), em pacientes idosos a reducdo da FCl pode contribuir para o
desenvolvimento de arritmia cardiaca. O envelhecimento, per se, leva a alteracGes que
contribuem para o aparecimento de mesma, como hipertrofia ventricular, fibrose na sistema

de conducdo, perda natural das células marca-passo (HON-CHI; KRISTIN TL; WIN-KUANG,



54

2011) e aumento da expressdo de canais de Ca®* tipo-L (JOSEPHSON et al., 2002),
concomitantemente com a reducdo a expressdo dos transportadores do tipo reticulo
sarcoplasmatico Ca?*/ATPase (LOMPRE et al., 1991; TAFFET; TATE, 1993). As alteracdes
ligadas com o envelhecimento somados com a redugdao da FCl podem aumentar a
probabilidade do desenvolvimento da arritmia cardiaca. A maioria dos farmacos
antiarritmicos atuam regulando o transporte de ions para manter o funcionamento correto
do no sinoatrial e sua utilizacdo deve ser cuidadosamente analisada em pacientes que
apresentam problemas da geracdo e conducao elétrica cardiaca (DAN et al., 2018), como é o

caso da redugdo da FCI .

Em relacdo aos ISRS, ha evidéncias de que possuem efeitos de bloqueio sobre canais
idnicos voltagem-depende, como os canais de calcio tipo-L (MAGYAR et al., 2003; PACHER et
al., 2000), o que poderia estar relacionado com a reducdo da FCl nos animais depressivo-
simile tratados com ESC; estudo apresentou que o citalopram causa inibicao de canais de
calcio tipo-L em cultura de cardiomidcitos de ratos (HAMPLOVA-PEICHLOVA et al., 2002).
Além disso, Hong e col. (2017) demostraram que o tratamento com fluoxetina reduziu a FClI,

corroborando em parte com os achados do presente estudo.

O barorreflexo ¢ um importante reflexo para a manutencdo da homeostase
fisiolégica cardiaca (MANCIA; GRASSI, 1995), e a sua desregulacdo estd associado com o
aparecimento de DCV (DECK et al., 1992; GRONDA et al., 2016), hipertensao (GRASSI et al.,
2006) e ataque cardiaco (OSCULATI et al., 1990). A avalia¢do da sensibilidade do barorreflexo
através no método da sequéncia mostra como estd o controle momento-a-momento da
pressdo arterial realizado pelo barorreflexo em uma situacdo de repouso (HUGHSON et al.,
1993; LA ROVERE; PINNA; RACZAK, 2008). Observou-se que o tratamento com ESC nao
alterou o BEIl, indicando que o grupo tratado apresentou o mesmo numero de rampas
barorreflexas que o grupo CTL, e o ganho das rampas barorreflexas. Esses dados corroboram
com os achados da VFC e bloqueio autonémico da frequéncia cardiaca, mostrando que nao

ha altera¢Ges na modulacdo autondmica em uma situacao de repouso.

Avaliando a atividade do barorreflexo apds a estimulacdo com a infusdo de drogas
vasoativas, foi observado que no presente trabalho, o tratamento com ESC levou a uma
reducdo do pardmetro P1 da curva sigmoide da atividade barorreflexa, que se refere ao

platé inferior, sem alteracdo do ganho das respostas barorreflexas taquicardica e
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bradicardica. Para avaliar a influéncia do sistema simpatico ou parassimpatico sobre o
parametro P1, o bloqueio autondmico cardiaco foi realizado antes da avaliacdo do
barorreflexo. A atropina reduziu o valor do P1 nos animais tratados com ESC enquanto que o
pré-tratamento com atenolol ndo modificou a resposta, indicando aumento do componente
parassimpatico do barorreflexo em ratos depressivo-simile tratados com ESC. Esse efeito
poderia ser importante frente a altera¢des que a depressdo causa sobre o barorreflexo em
humanos, como: aumento do atividade simpatica com reducdo da atividade parassimpatica
(DAVYDOV et al., 2007) e reducao da sensibilidade barorreflexo, observada pelo método da
sequéncia, sugerindo aumento da atividade simpatica (BROADLEY et al., 2005). Estudos
mostram que diminuicdo do componente parassimpatico e aumento do simpatico
geralmente estdo associados ao aparecimento das DCV como hipertensdo (GUZZETTI et al.,
1991; PALATINI; JULIUS, 2009) e insuficiéncia cardiaca congestiva (CASOLO et al., 1989;
PALATINI; JULIUS, 2009; SAUL et al., 1988) indicando, assim, um efeito benéfico desse
farmaco em pacientes com DCV. Nosso trabalho é o primeiro a evidenciar o efeito do ESC

sobre a atividade barorreflexa de ratos com comportamento depressivo-simile.

Estudo realizado em animais ndo depressivos também mostrou aumento no valor de
P1 com o tratamento com fluoxetina, outro ISRS, similar ao que observamos no nosso
estudo (CRESTANI et al., 2011); além disso, a fluoxetina causou reducdo no valor de P2
indicando aumento do reflexo bradicardico e reducdo do taquicardico (CRESTANI et al.,
2011). No entanto, ha divergéncia na literatura em relacdo ao efeito dos ISRS na modulacado
barorreflexa de ratos ndo depressivos, pois o tratamento com ESC (VERISSIMO et al., 2018)
ou fluoxetina (MOFFITT; JOHNSON, 2004) ndo interferiu com a atividade barorreflexa desses

animais.

Durante eventos estressantes areas do sistema nervoso central sdo responsaveis por
integrar repostas comportamentais e cardiovasculares com o objetivo de preparar o
organismo para enfrentar esse estimulo aversivo (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009) (BUSNARDO
et al., 2010). O estresse de restricio agudo avalia a resposta cardiovascular durante uma
situacdo aversiva ao animal (BUSNARDO et al., 2010; CRESTANI et al., 2010). No presente
trabalho, o tratamento com ESC em ratos depressivo-simile ndo interferiu nas respostas
pressora e taquicdrdica causadas pelo estresse de restricdo agudo, indicando um bom

progndstico para pacientes que apresentam depressdao e DCV. AlteracGes nas respostas ao
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estresse de restricao agudo indicam que ha diferencas na modulacdo cardiovascular frente a
uma situacdo aversiva; alteracdes como maior aumento da pressdo arterial e/ou da
frequéncia cardiaca durante o estresse de restricdo agudo estdo relacionados com aumento
da atividade autondomica simpatica e liberacdo de catecolaminas (BURKE; MALPAS; HEAD,
1998; DE BOER et al., 1990; LIVEZEY; MILLER; VOGEL, 1985) o que em pacientes com DCV

poderia piorar o progndstico do mesmo (PALATINI; JULIUS, 2009).

Estudos mostram que o tratamento com ESC em ratos ndo depressivos causa uma
reducdo da resposta pressora sem alterar a resposta taquicdrdica (VERISSIMO et al., 2018).
Conforme descrito anteriormente, o estado depressivo leva a uma reducdo da
neurotransmissdo noradrenérgica e serotoninérgica em dreas centrais (CASTREN, 2005;
COPPEN; BAILEY, 2000; DEAKIN; GRAEFF, 1991; SCHILDKRAUT, 1965), como o cOrtex pré-
frontral medial (RESSTEL et al., 2006), cortex pré-limbico (FASSINI et al.,, 2014; FASSINI;
RESSTEL; CORREA, 2016), leito nucleo da estria terminal (CRESTANI et al., 2009) e nucleo
paraventricular do hipotdlamo (BUSNARDO et al., 2016), as quais modulam a resposta
cardiovascular frente ao estresse de restricdo agudo. Tais regides cerebrais também
possuem receptores de serotonina (CELADA et al., 2001; FELDMAN; CONFORTI; MELAMED,
1987; HAMMACK et al., 2009; MARTIN-RUIZ et al., 2001; MINER et al., 2003; VACHER et al.,
2002), logo, uma possibilidade é que o tratamento com ESC em animais ndo depressivos
poderia aumentar a concentracdao de 5-HT nessas dareas e interferir na resposta
cardiovascular ao estresse de restricdo agudo, o que j explicaria em parte a divergéncia dos

resultados observados nos animais depressivo-simile.
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6.0 CONCLUSAO

Considerando os achados citados e discutidos acima, podemos sugerir que o
tratamento com ESC apresenta uma boa seguranca cardiovascular no estado depressivo
apresentando efeito estatisticamente significante sobre a modulacdo parassimpatica
cardiaca, observada pelo aumento da resposta bradicardica ao barorreflexo. O aumento da
modula¢do parassimpatica é um bom progndstico para pacientes que apresentam DCV,
devido ao fato de que grande parte das DCV que cursam um mal progndstico apresentam
aumento da modulagdo simpatica. Contudo, a reducao na FCl pode ser prejudicial em
pacientes idosos, podendo favorecer a génese da arritmia cardiaca, piora do progndstico
e/ou interferir com os medicamentos utilizados como tratamento da doenga. Logo, o ESC
apresenta uma boa seguranga cardiovascular sobre o estado depressivo, mas o seu uso pode

ndo ser benéfico em pacientes idosos e/ou com a presenca de arritmia cardiaca.
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