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RESUMO 

ENVOLVIMENTO DE FATORES OXIDATIVOS E INFLAMATÓRIOS SOBRE A 

RESISTÊNCIA AO TRATAMENTO COM FLUOXETINA EM UM MODELO DE 

DEPRESSÃO EM CAMUNDONGOS 

 

AUTOR: Brenda Moreira dos Santos 

ORIENTADOR: Prof. Dr. Guilherme Vargas Bochi 

 

        

A depressão maior (DM) está entre um dos transtornos mentais mais incapacitantes do 

mundo. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), mais de 300 milhões de pessoas são 

acometidas pela DM. O transtorno é caracterizado por um conjunto de sinais e sintomas, os 

quais incluem humor deprimido, anedonia, ideias de arrependimento e culpa, distúrbios 

alimentares e de sono, dentre outros. A DM está altamente relacionada com as taxas de suicídio. 

De forma preocupante, uma parcela significativa de pacientes com DM são refratários aos 

agentes antidepressivos disponíveis (aproximadamente 30 a 50%), sendo esses considerados 

portadores da depressão resistente ao tratamento (DRT). A fisiopatologia da DM, bem como da 

DRT ainda não está totalmente elucidada. No entanto, o estresse oxidativo e o processo 

inflamatório podem ser importantes mecanismos envolvidos nestes processos. Assim, o 

objetivo deste estudo foi avaliar se marcadores oxidativos e inflamatórios podem estar 

envolvidos na resistência ao tratamento de fluoxetina em camundongos submetidos ao 

protocolo de indução de comportamento tipo-depressivo. Para isso, foi utilizado o modelo de 

administração crônica de corticosterona (ACC). Para estratificar os animais em responsivos ao 

tratamento (fluoxetina) e não responsivos, foi utilizado o teste de suspensão da cauda. Além 

deste teste comportamental, os animais foram avaliados no teste de nado forçado, labirinto de 

cruz elevada e campo aberto. Após os testes comportamentais, os animais foram sacrificados e 

amostras de sangue e estruturas cerebrais (hipocampo, córtex pré-frontal e estriado) foram 

retiradas para as análises oxidativas e inflamatórias. Foi observado que os animais que tiveram 

uma pior resposta a fluoxetina no teste de suspensão da cauda, apresentaram um comportamento 

tipo-ansioso no teste do labirinto em cruz elevado e um maior tempo de luta no teste no nado 

forçado. Além disso, este mesmo grupo de animais apresentaram maiores níveis de peróxido 

de hidrogênio (H2O2) e menor atividade da catalase no hipocampo. Também foi demonstrado 

que os animais resistentes à fluoxetina apresentaram níveis periféricos aumentados de IL-17 e 

INF-γ quando comparados aos níveis dessas citocinas nos animais que tiveram uma boa 

resposta à fluoxetina. Assim, pode ser sugerido que a refratariedade ao tratamento 

antidepressivo com fluoxetina pode estar relacionada a um desequilíbrio oxidativo hipocampal, 

bem como a um aumento de interleucinas periféricas.   

 
 

 

Palavras-chave: Comportamento do tipo-depressivo. Depressão resistente ao tratamento. 

Neuroinflamação. Estresse Oxidativo. 
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ABSTRACT 

INVOLVEMENT OF OXIDATIVE AND INFLAMMATORY FACTORS IN 

RESISTANCE TO FLUOXETINE TREATMENT IN A DEPRESSION MODEL IN 

MICE 

 

 

AUTOR: Brenda Moreira dos Santos 

ORIENTADOR: Prof. Dr. Guilherme Vargas Bochi 

 

 

 

Major depression (DM) is among the most disabling mental disorders in the world. According 

to the World Health Organization (WHO), more than 300 million people are affected by DM. 

The disorder is characterized by a set of signs and symptoms, which include depressed mood, 

anhedonia, ideas of regret and guilt, eating and sleep disorders, among others. DM is highly 

related to suicide rates. Worryingly, a significant portion of patients with DM are refractory to 

available antidepressant agents (approximately 30 to 50%), and these are considered to have 

treatment-resistant depression (TRD). The pathophysiology of DM, as well as of TRD, is still 

not fully elucidated. However, oxidative stress and the inflammatory process may be important 

mechanisms involved in these processes. Thus, the aim of this study was to evaluate whether 

oxidative and inflammatory markers may be involved in resistance to fluoxetine treatment in 

mice submitted to a depressive-like behavior induction protocol. For this, the chronic 

corticosterone administration (ACC) model was used. To stratify the animals into treatment-

responsive (fluoxetine) and non-responsive, the tail suspension test was used. In addition to this 

behavioral test, the animals were evaluated in the forced swim test, elevated plus maze and 

open field test. After the behavioral tests, the animals were sacrificed and blood samples and 

brain structures (hippocampus, prefrontal cortex and striatum) were taken for oxidative and 

inflammatory analyses. It was observed that the animals that had a worse response to fluoxetine 

in the tail suspension test, showed an anxious-like behavior in the elevated plus maze test and 

a longer fight time in the forced swim test. Furthermore, this same group of animals had higher 

levels of hydrogen peroxide (H2O2) and lower catalase activity in the hippocampus. It was also 

shown that animals resistant to fluoxetine had increased peripheral levels of IL-17 and INF-γ 

when compared to the levels of these cytokines in animals that had a good response to 

fluoxetine. Thus, it can be suggested that refractoriness to antidepressant treatment with 

fluoxetine may be related to a hippocampal oxidative imbalance, as well as an increase in 

peripheral interleukins. 

 

 

 

Keywords: Depressive-like behavior. Treatment-Resistant Depression. Neuroinflammation. 

Oxidative Stress. 
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1 APRESENTAÇÃO 

 

Os resultados que fazem parte dessa dissertação estão apresentados sob a forma de artigo 

científico, sendo que este se encontra no item ARTIGO CIENTÍFICO. As seções Materiais e 

Métodos, Resultados, Discussão e Referências encontram-se no próprio artigo e representam a 

íntegra desse estudo. No item DISCUSSÃO GERAL está apresentada uma retomada geral dos 

resultados obtidos neste trabalho. A seção REFERÊNCIAS compreende somente as citações 

presentes nos itens INTRODUÇÃO, REVISÃO DE LITERATURA e DISCUSSÃO 

GERAL dessa dissertação.  
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2 INTRODUÇÃO 

 

A depressão maior (DM) é um dos transtornos mentais mais incapacitantes do mundo 

(OMS, 2020). Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), esse transtorno de humor 

acomete cerca de 300 milhões de pessoas ao redor do mundo (WHO, 2018) e está diretamente 

relacionado à baixa qualidade de vida, prejuízo social, laboral e econômico. Os sintomas 

causados pela DM são heterogêneos e dentre eles pode-se observar sintomas de cunho 

emocional como o humor deprimido, baixa autoestima e anedonia; como também sintomas que 

resultam em alterações físicas como fadiga, cansaço fácil e constante, distúrbios do sono 

(insônia terminal ou hipersonia), dentre outros (WHO, 2012).  

A fisiopatologia da DM não está completamente elucidada e diferentes mecanismos são 

propostos na tentativa de esclarecê-la. Uma possível redução na disponibilidade de 

monoaminas cerebrais, alterações funcionais em estruturas cerebrais e redução da neurogênese 

e dos níveis de neurotrofinas já foram sugeridas (DUMAN, 2002; DUSI et al. 2015; CASTRÉN 

e KOJIMA, 2017). Além disso, os processos inflamatórios e oxidativos também parecem 

desempenhar papel importante no desenvolvimento da DM. Nesse contexto, foi demonstrado 

que pacientes com depressão apresentam maiores níveis de citocinas inflamatórias, bem como 

um desequilíbrio entre o sistema antioxidante e a formação de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) (DOWLATI et al. 2010; KLINEDIST e REGENOLD, 2015).  

Apesar dos avanços no estudo da fisiopatologia da DM, nenhum dos mecanismos até 

hoje propostos conseguem explicá-la em sua totalidade (MALHI e MANN, 2018). Entretanto, 

o estresse já foi identificado como um fator comum à quase todos eles, podendo atingir os mais 

diversos sistemas do organismo, incluindo o sistema nervoso central (SNC), imunológico e 

endócrino (ANISMAN e MATHESON, 2005). Assim, a maioria dos modelos de sintomas tipo-

depressivos em animais são baseados na exposição a uma variedade de agentes estressores. A 

administração crônica de corticosterona (ACC), principal hormônio glicocorticoide dos 

roedores, consiste em um modelo amplamente utilizado para indução do comportamento tipo-

depressivo (DAVID et al. 2009; RAINER et al. 2012).  

Além da DM demonstrar uma prevalência de proporções epidêmicas, outro fator 

preocupante é a refratariedade ao tratamento. Cerca de um terço dos pacientes não atinge a 

remissão dos sintomas, sendo portadores da depressão resistente ao tratamento (DRT) e 

considerados pacientes refratários ou não responsivos (KRISHNAN e NESTLER, 2008; 

BSCHOR, 2012). Os mecanismos que impedem os pacientes não responsivos de alcançarem a 

remissão através dos fármacos disponíveis não são conhecidos. Tem sido reportado o papel do 
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processo inflamatório e oxidativo na DRT (O’BRIEN et al. 2021). Já foi sugerido que a 

desregulação imunológica não esteja presente em todos os pacientes deprimidos, mas apenas 

em subpopulações específicas (CARVALHO et al. 2013). Além disso, foi demonstrado que os 

pacientes com DRT apresentaram níveis de cortisol aumentados em relação aos pacientes com 

DM responsivos ao tratamento (PEREIRA et al. 2010).  Esses achados tornam possível a 

hipótese que mecanismos oxidativos e inflamatórios podem desempenhar um papel na não 

responsividade ao tratamento antidepressivo. Contudo, é de extrema importância a investigação 

dos mecanismos subjacentes a uma resposta inadequada a terapia antidepressiva, uma vez que 

o número de pacientes que apresentam DRT é significativamente elevado. 

 

3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 DEPRESSÃO MAIOR (DM) 

 

A DM é um transtorno de humor comum e frequente tanto na população mundial como 

na população brasileira (OMS, 2018). Segundo a OMS, esse distúrbio atinge mais de 300 

milhões de pessoas ao redor do mundo (WHO, 2018). Isso equivale à cerca de 6% da população 

mundial. Dentre os países da américa latina, o Brasil lidera o número de casos de depressão, 

sendo 5,8% da população acometida pelo transtorno, representando cerca de 11,5 milhões de 

brasileiros (WHO, 2015). Ainda se estima que 15,5% dos brasileiros sofrerão pelo menos um 

episódio depressivo ao longo da vida (OMS, 2015).  

A DM além de estar diretamente relacionada com redução da qualidade de vida, 

incapacidade e prejuízos laborais, sociais e econômicos, também influencia no aumento da taxa 

de suicídio, uma vez que a depressão corresponde a um dos transtornos mentais com maior 

risco de suicídio (CHESNEY et al. 2014). Estima-se que mais de 50% dos 800.000 casos de 

suicídios relatados por ano em todo o mundo ocorram durante um episódio depressivo (WHO, 

2016). O Brasil ocupa a oitava posição no ranking mundial quanto à ocorrência de suicídios 

(WHO, 2012).  

As mulheres são duas vezes mais acometidas que os homens (20% das mulheres, 12% 

dos homens) pela DM (SEEDAT et al. 2009). Em 2019 uma pesquisa realizada pelo Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) demonstrou que dentre 11,8 milhões de estudantes 

de 13 a 17 anos entrevistados, a autopercepção de saúde mental negativa foi bem maior entre 

as meninas (27%) que entre os meninos (8%). Considerando ambos os sexos, a idade média de 



17 

 
 

início do transtorno depressivo maior é de 25 anos e o pico de risco para o seu desenvolvimento 

varia entre o final da adolescência e o início dos 40 anos (BROMET et al. 2011). 

Tradicionalmente, a depressão é definida como um transtorno afetivo complexo e 

heterogêneo caracterizado por prejuízo afetivo, cognitivo e fisiológico (ATHIRA et al. 2018). 

Os indivíduos acometidos pelo transtorno podem apresentar diferentes sintomas que abrangem 

humor deprimido, anedonia, insônia ou hipersonia, perda ou ganho de peso significativo, 

sentimento de culpa e/ou inutilidade, assim como pensamentos recorrentes de morte e ideação 

ou tentativa suicida (KESSLER et al. 2003; CHIU et al. 2015; BAI et al. 2018). Com 

característica multifatorial, a DM pode estar relacionada tanto com fatores genéticos quanto 

ambientais. Estudos com gêmeos sugerem que 40% da suscetibilidade ao transtorno é composta 

por fatores genéticos, demonstrando a importância e relevância da influência ambiental (RICE 

et al. 2002; VIKTORIN et al. 2016). Isso, somado à heterogeneidade de sintomas que podem 

ser observados, dificulta o diagnóstico do transtorno depressivo, o qual é exclusivamente clínico 

(BOAS et al. 2019).  

Segundo a quinta edição do Manual de Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais 

(DSM-5), a depressão pode ser subdividida em DM, distimia, depressão sazonal e transtorno 

disfórico pré-menstrual, sendo que todos eles têm em comum a presença do humor triste, vazio 

ou irritável. Para um indivíduo ser diagnosticado com DM ele precisa apresentar durante um 

período de pelo menos 2 semanas, 5 sintomas depressivos, sendo que obrigatoriamente um dos 

sintomas seja humor deprimido ou perda de interesse ou prazer. Dentre os outros sintomas 

avaliados estão: perda ou ganho significativo de peso sem estar fazendo dieta, insônia ou 

hipersonia quase todos os dias,  agitação ou retardo psicomotor diário e observáveis por outras 

pessoas do convívio, fadiga ou perda de energia quase todos os dias, sentimentos de inutilidade 

ou culpa excessiva ou inapropriada, capacidade diminuída para pensar ou se concentrar ou 

indecisão quase todos os dias e pensamentos recorrentes de morte, ideação suicida recorrente 

sem um plano específico, uma tentativa de suicídio ou plano específico para cometer suicídio 

(LIU et al., 2015; GAFFEY et al. 2016; DAVIES et al. 2019; LIEBERMAN et al. 2021).  

Nas últimas décadas, a psicofarmacologia se consolidou na busca e produção de 

diferentes classes de agentes terapêuticos uteis no tratamento de diversos transtornos 

psiquiátricos como psicose, ansiedade e DM (JACOBSEN et al. 2012). Em 1950 surgiu a 

primeira classe terapêutica antidepressiva, os inibidores da monoamina oxidase (iMAO), que 

através da inibição da enzima monoamina-oxidase (MAO) diminuem a degradação das 

monoaminas noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) e dopamina (DA) (ZELLER, 1955). Mas 

passaram a ser implementados na clínica só a partir de 1958 (KLINE, 1958).  Paralelo a esses 
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achados, surgiu a classe dos tricíclicos, sendo a imipramina a primeira pertencente da classe a 

entrar na prática clínica (POGGIAL, 1960). Os agentes tricíclicos inibem a recaptação de NA 

e 5-HT da fenda sináptica, aumentando assim a disponibilidade destes neurotransmissores para 

a ligação com os seus receptores por mais tempo (LÓPEZ-MUÑOZ e ALAMO, 2009; 

WIMBISCUS et al. 2010). Na década de 1970 surgiram os inibidores seletivos da receptação 

de serotonina (ISRS) (WONG et al. 2005; JACOBSEN et al. 2012). Estes fármacos são 

amplamente utilizados na prática clínica atual e agem inibindo a receptação de 5-HT na fenda 

sináptica, prolongando a ação deste neurotransmissor com receptores específicos. 

Aproximadamente em 1988 surgiu a fluoxetina, que se tornou um dos ISRS mais conhecidos 

até hoje e que marcou o início de uma nova era no tratamento da depressão com efeitos adversos 

mais amenos (LIEBERMAN, 2003).  

Nos últimos 60 anos, os fármacos que aumentam a disponibilidade de monoaminas na 

fenda sináptica têm sido utilizados no tratamento da DM (Figura 1), porém esses medicamentos 

possuem diversas limitações (THASE, 2003). Tais fármacos apresentam efeitos tardios, sendo 

necessário em torno de três a quatro semanas para que seja observada uma melhora parcial ou 

remissão dos sintomas em pacientes depressivos (JACOBS et al. 2000; BERTON E NESTLER, 

2006). Além do mais, eles também apresentam alguns efeitos adversos como: sedação, 

alterações de peso, indigestão, disfunção sexual e alteração da pressão sanguínea, muitas vezes 

dificultando a adesão do paciente ao tratamento (KELLER et al., 2002). 
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Figura 1. Ação dos ISRS na fenda sináptica. 

 

 

 

 

 

Fonte: Psicofarmacologia - Bases Neurocientíficas e Aplicações Práticas – STAHL. 

 

 

3.2 FISIOPATOLOGIA DA DEPRESSÃO MAIOR (DM) 

 

Diversas hipóteses tentam explicar a fisiopatologia da DM, porém nenhuma ainda foi 

capaz de esclarecê-la em sua totalidade. Entender os mecanismos ativos nessa patologia é de 

grande importância na busca de novos alvos terapêuticos e pode ser a chave para a compreensão 

e tratamento da DM, bem como na DRT. A hipótese monoaminérgica foi uma das primeiras a 

ser predominantemente aceita. Surgiu na década de 1960 a partir da observação clínica de 

resposta a fármacos como a reserpina e a imipramina. Foi sugerido que a depressão era causada 

por uma deficiência absoluta ou relativa de monoaminas (SCHILDKRAUT, 1965), uma vez 

que a reserpina é um agente que promove a depleção das reservas de monoaminas e está 

associada a sintomas depressivos (GARDNER e BOOLES, 2011). Por outro lado, a imipramina 

que inibe a recaptação da NA cerebral era capaz de reverter os efeitos depressivos induzidos 

pela reserpina em roedores (HERTING et al.1961). Assim, assumiu-se que a DM está 

relacionada a um déficit de monoaminas na fenda sináptica e que o restabelecimento desses 

níveis é capaz de melhorar os sintomas depressivos (HIRSCHFELD, 2000). O papel de outros 
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neurotransmissores, como a DA no SNC, reforçaram a ideia mais tarde (LAPIN e OXENKUG, 

1969). Apesar de até hoje essa hipótese fundamentar o uso dos antidepressivos disponíveis 

atuais, acredita-se que ela tenha muitas limitações. Afinal, antidepressivos elevam 

imediatamente os níveis de monoaminas na fenda sináptica e sabe-se que apenas depois de 

semanas é possível observar os seus efeitos terapêuticos. Ademais a depleção de monoaminas 

endógenas não é capaz de produzir alteração de humor em indivíduos saudáveis, apenas em 

pacientes com depressão (RUHÉ et al. 2007). Esses dados sugerem que os antidepressivos 

atuais também ajam através de outras vias. 

 A hipótese neuroendócrina também amplamente aceita consiste na possível explicação 

da DM através de um desequilíbrio no eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA). O eixo HPA 

consiste no principal sistema de resposta ao estresse, conectando órgãos periféricos ao SNC 

(CHROUSOS e GOLD, 1992). Diferentes estressores são capazes de ativar este eixo, 

estimulando o núcleo paraventricular do hipotálamo a secretar o hormônio liberador de 

corticotrofina (CRH), liberando-o na glândula pituitária (ou hipófise). Lá, o CRH estimula a 

liberação de hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), que por sua vez ativa a secreção 

adrenocortical de glicocorticoides, o cortisol, em humanos, e a corticosterona, em roedores 

(KATO et al. 2013; BOAS et al., 2019). A desregulação deste eixo já foi relacionada à uma 

variedade de distúrbios psiquiátricos, incluindo a depressão, uma vez que o estresse crônico é 

capaz de induzir a hiperativação do mesmo (ROY et al. 1988). Com isso, há um aumento na 

liberação de glicocorticoides com prejuízo na retroalimentação negativa (feedback negativo) 

exercida por estes hormônios, incitando a constante secreção e perpetuando os níveis elevados 

dos mesmos (GAFFEY et al. 2016). Hinkelmann e colaboradores (2009) demonstraram a 

presença de atividade exacerbada do eixo HPA em pacientes com DM. Nestes indivíduos, 

foram observadas anormalidades como aumento no tamanho das glândulas pituitária e adrenal, 

além de hipercortisolismo e alterações cognitivas. Ainda, pacientes com depressão já 

demonstraram níveis aumentados de CRH no líquido cefalorraquidiano bem como secreção 

aumentada de ACTH, hormônio que já foi testado em ratos e induziu comportamento tipo-

depressivo (NEMEROFF et al. 1984; CARROLL et al. 2007; TOKITA et al. 2012). 

A redução de uma importante neurotrofina no SNC, o Fator Neurotrófico Derivado do 

Encéfalo (BDNF), é base da hipótese neurotrófica.  As neurotrofinas são importantes para a 

sobrevivência neuronal, uma vez que são responsáveis pela regulação, diferenciação, 

modulação da plasticidade na transmissão sináptica (DUMAN et al. 2012). O estresse é capaz 

de reduzir consideravelmente a expressão de BDNF. Esta redução está relacionada com atrofia 

em determinadas regiões cerebrais relevantes na DM, como o hipocampo e córtex pré-frontal 
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(KAREGE et al. 2005). Em modelos animais foi possível observar que o estresse reduziu a 

expressão de BDNF no hipocampo e também induziu atrofia hipocampal, sendo posteriormente 

demonstrado em estudos de neuroimagem que hipocampo apresentava volume diminuído em 

pacientes com depressão (DUMAN, 1997). Ademais, sabe-se que além do estresse, 

concentrações elevadas de citocinas inflamatórias, bem como sua ativação prolongada no SNC 

também podem resultar em uma diminuição dos níveis e da síntese de neurotrofinas, resultando 

em diminuição da neurogênese e maior ativação da via glutamatérgica (MARQUES et al. 

2007). Ainda, sugere-se que uma regulação negativa de BDNF também está relacionada com 

um aumento dos níveis de glicocorticoides na fisiopatologia da depressão (GULYAEVA et al. 

2017). Além do mais, alterações na via do BDNF vem sendo relacionadas com estresse na 

infância e a sintomas de depressão na vida adulta (JIANG et al. 2017). 

Ultimamente têm sido amplamente investigado se o processo inflamatório desempenha 

papel na depressão. A hipótese inflamatória sugere que sintomas depressivos sejam 

experimentados a partir de uma superativação microglial crônica (ROSENBLAT et al. 2014) 

que leva ao aumento da secreção de citocinas, neurotoxinas, radicais livres, quimiocinas e 

proteinases (VENNETI et al. 2013) que podem causar disfunção neuronal e agravar patologias 

subjacentes (VENNETI et al. 2006). Tem sido demonstrado que mediadores inflamatórios, 

incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1 (IL-1), 

podem contribuir para a neuroinflamação, além de suprimir a neurogênese no SNC (BLUME 

et al. 2011). Chiu e colaboradores (2017) demonstraram que pacientes com hepatite C em 

tratamento com interferon-γ apresentam alta prevalência e recorrência de DM, corroborando 

com a hipótese que envolve a inflamação. Outro dado que sustenta essa hipótese é a presença 

de níveis plasmáticos aumentados de citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-α) em pacientes depressivos 

de ambos os sexos. Dahl e colaboradores (2014) demonstraram que tal alteração foi contornada 

após 12 semanas de terapia antidepressiva, quando esses níveis se tornaram semelhantes aos do 

grupo controle. Além disso, algumas citocinas, principalmente a IL-1, podem estar relacionadas 

com a ativação do eixo HPA bem como com a geração de radicais livres (LEE et al. 2002).  

Portanto, a microglia ativada e a secreção de citocinas podem ser um fator importante para o 

desenvolvimento do transtorno depressivo (ROSENBLAT et al. 2014).  

 

3.3 DEPRESSÃO E ESTRESSE OXIDATIVO 

 

 O estresse oxidativo também é sugerido como participante no transtorno depressivo 

(MICHEL et al. 2012). O estresse oxidativo ocorre quando há um desequilíbrio entre a 
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formação de radicais livres e o complexo antioxidante do organismo (VALKO et al. 2007). Em 

baixas concentrações, essas espécies reativas desempenham um importante papel fisiológico, 

através da sua participação em respostas celulares e na sinalização celular (VALKO et al., 

2006). Porém, quando o equilíbrio não é mantido, o resultado acarreta prejuízo dos mecanismos 

celulares normais, podendo comprometer a viabilidade celular (KOSKENKORVA-FRANK et 

al. 2013). Os mais abundantes radicais livres existentes são representados pelas espécies 

reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de nitrogênio (ERNs), incluindo: radical 

superóxido (O2
•-), radical hidroxila (OH•), peroxil (ROO•), alcoxil (RO•), hidroperoxil (HO2), 

radical óxido nítrico (ON•) e dióxido de nitrogênio (NOO2
•). Além dessas, existem também 

espécies reativas não radicalares, como o H2O2, ácido hipobromoso (HOBr) e peroxinitrito 

(ONOO-) (PHAM-HUY et al. 2008). Os agentes antioxidantes são substâncias capazes de 

promover a regeneração do substrato oxidável ou até mesmo evitar de forma significativa a sua 

oxidação, dividindo-se entre os enzimáticos e não enzimáticos, sendo os primeiros 

representados pelas enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa 

peroxidase (GPH-Px), glutationa redutase (GPH-R). Já os não enzimáticos incluem a glutationa 

reduzida (GSH), alfa-tocoferol (vitamina E), ácido ascórbico (vitamina C), carotenoides, 

flavonoides e o ácido lipóico (PISOSCHI; POP, 2015; MIROŃCZUK-CHODAKOWSKA; 

WITKOWSKA; ZUJKO, 2018). 

  Quando ocorre o escape de elétrons da cadeia transportadora associado a moléculas de 

oxigênio, se dá a formação de EROs. Essas espécies, por sua vez, atacam a mitocôndria, 

organela essencial para o metabolismo celular neuronal, levando a danos irreparáveis ao SNC 

(PATEL, 2016). Os principais alvos das EROs são DNA, lipídeos, proteínas e açúcares (BHAT 

et al., 2015). Várias doenças relacionadas ao SNC estão associadas ao dano ocasionado pelo 

estresse oxidativo e apresentam esse componente como um dos fatores etiológicos (PATEL, 

2016). Doenças neuropsiquiátricas e neurodegenerativas, como a depressão, estão associadas a 

uma produção exacerbada de produtos oxidativos (DIAS; JUNN; MOURADIAN, 2013; KIM 

et al. 2015; NG et al. 2008; WU; XU; SONG, 2014). 

O cérebro apresenta certa vulnerabilidade ao estresse oxidativo por ser um órgão com 

metabolismo ativo constante, além do alto consumo de oxigênio e adenosina trifosfato (ATP) 

e das EROs e outros oxidantes gerados a partir do metabolismo dos aminoácidos excitatórios e 

de neurotransmissores (SALIM, 2016). Alterações na função mitocondrial e o próprio processo 

inflamatório induzem um aumento da geração de EROs e ERNs, as quais afetam diferentes 

mecanismos de sinalização celular, podendo contribuir para desenvolvimento da DM 

(KLINEDINST e REGENOLD, 2015). Estudos sugerem a existência de um desequilíbrio 
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característico entre a produção e neutralização de EROs em pacientes depressivos (WIGNER 

et al. 2017).  Esta condição é exemplificada pela observação do aumento sérico de marcadores 

do estresse oxidativo como óxido nítrico (ON) e malondialdeído (MDA) na depressão (MAES 

et al. 2013). Achados a partir de estudos clínicos confirmam esse relatado desequilíbrio ao 

mostrar que pacientes com depressão apresentaram altos níveis de H2O2 no plasma durante a 

fase aguda da doença (LINDQVIST et al., 2017; LIU et al., 2015; MAES et al., 2009). No 

entanto, os mecanismos subjacentes à geração dos processos oxidativos na DM, ainda não estão 

totalmente esclarecidos, nem os questionamentos sobre a sua possível interferência na 

refratariedade terapêutica antidepressiva na DRT. 

 

3.4 DEPRESSÃO E NEUROINFLAMAÇÃO 

 

Estudos têm evidenciado que há ativação de respostas imunoinflamatórias na DM, pois 

pacientes depressivos exibem aumento no número de leucócitos periféricos, elevação na 

concentração plasmática de proteínas de fase aguda (proteína C reativa) e um aumento nos 

níveis séricos de citocinas pró-inflamatórias tais como a IL-6, IL-1, IL-2 e o TNF-α 

(ABELAIRA et al. 2014; MILLER et al. 2016). As citocinas são glicoproteínas de baixo peso 

molecular que participam na sinalização celular entre o sistema imune, o sistema nervoso e o 

sistema endócrino (KHAIVORA et al. 2009). São secretadas principalmente a partir de 

monócitos, macrófagos ou linfócitos, bem como no encéfalo por neurônios, células endoteliais, 

astrócitos e principalmente micróglia, atuando como neuromoduladores, mediando aspectos 

neuroquímicos, neuroendócrinos e inclusive comportamentais (FELGER et al. 2013).   

As citocinas pró-inflamatórias IL-1, IL-6, TNF-α e IFN-γ estão implicadas no 

desenvolvimento neuronal, na sinaptogênese, no reparo tecidual, além de promoverem necrose 

neuronal após lesões cerebrais traumáticas (JEON et al. 2016). Durante o processo inflamatório 

crônico, geralmente seus níveis encontram-se aumentado, ao contrário das citocinas anti-

inflamatórias que ficam diminuídas. As consequências desta desregulação podem estar 

associadas aos transtornos psiquiátricos, incluindo os transtornos de humor, de ansiedade e a 

esquizofrenia (FELGER et al. 2014). 

Em 1991 foi proposto pelo pesquisador Smith que as citocinas desempenhavam um 

papel da DM. Posteriormente, com base na observação de pacientes com diagnóstico de 

depressão clínica grave, foi demonstrado que eles apresentavam aumento das concentrações 

sanguíneas de biomarcadores inflamatórios (ex.: citocinas pró-inflamatórias IL-1; IL-6, TNF-

α), propondo assim que a depressão poderia estar associada a uma resposta de fase aguda, ou 
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seja, a um aumento na atividade inflamatória local ou sistêmica (DANTZER et al.  2008). Maes 

e colaboradores (1995) descreveram que a IL-6 estava aumentada no soro de pacientes com 

depressão e observaram também que 45% dos pacientes tratados terapeuticamente com IFN-α 

desenvolveram sintomas depressivos que terminaram quando essas citocinas foram 

normalizadas. Outro estudo mostrou que a exposição a longo prazo à terapia com IFN-α para 

tratamento de doenças infecciosas ou câncer conduziu entre 20% a 50% dos pacientes a 

desenvolver depressão clinicamente significativa (VISMARI et al. 2008). Em um estudo clínico 

realizado por Duman e colaboradores (2016) notou-se que a inibição de TNF-α em pacientes 

com psoríase reduziu os sintomas depressivos. Outro ensaio conduzido por Raison e 

colaboradores (2013) observou-se que somente pacientes depressivos com proteína C reativa 

elevada, apresentaram uma resposta antidepressiva ao infliximab, um antagonista de TNF-α.  

Já em modelos animais, percebeu-se que o desequilíbrio sobre os níveis de citocinas 

gera um estado inflamado que promove comportamento semelhante ao observado na depressão, 

denominado em inglês de “sickness behavior”. Comim e colaboradores (2010) mostraram que 

após 14 dias da indução de sepse por ligação e perfuração cecal, os animais apresentaram 

parâmetros relacionados a depressão caracterizados por comportamento anedônico, elevação 

dos níveis de corticosterona e de ACTH, aumento do volume da glândula adrenal, diminuição 

do volume do hipocampo e uma diminuição dos níveis BDNF. Neste contexto, a hipótese das 

citocinas sugere que a vulnerabilidade genética (FLINT et al. 2014), doenças como câncer e 

diabetes (WILKOWSKA et al. 2015; BADESCU et al. 2016) doenças autoimunes (UGUZ et 

al. 2009), eventos estressantes no decorrer da vida (CATTANEO et al. 2015), infecções virais, 

bacterianas e parasitárias (RAWDIN et al. 2013) podem estar relacionados ao desencadeamento 

da depressão através da ativação do sistema imune. 

Sabe-se que receptores de citocinas estão localizados tanto no sistema imunológico 

periférico como em outros tecidos, como no SNC (DANTZER et al.  2008).  As citocinas 

produzidas no sistema imune periférico podem adentrar o encéfalo por diferentes vias: a 

humoral, que envolve a passagem através de regiões onde a barreira hematoencefálica (BHE) 

está menos restritiva; a neural, que envolve a ligação de citocinas a fibras nervosas aferentes 

periféricas, como o nervo vago, estimulando fibras catecolaminérgicas ascendentes no cérebro 

(DANTZER et al.  2008); e a celular, que envolve o tráfico de células imunes ativadas pela 

vasculatura encefálica (D’MELLO et al. 2009). No encéfalo, células neuronais e microgliais 

ativadas liberam citocinas pro-inflamatórias (JEON et al. 2016), dando início à 

neuroinflamação. As estruturas encefálicas que são afetadas pelas citocinas incluem o 

hipocampo, o córtex pré-frontal e o hipotálamo, que estão associadas a processos biológicos 
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que fundamentam alterações psicológicas (CAMPBEL et al. 2004). As citocinas inflamatórias 

podem interagir com diversas vias envolvidas no desenvolvimento da depressão, incluindo o 

metabolismo das monoaminas, a plasticidade sináptica, os neurocircuitos para a regulação do 

humor, a função neuroendócrina, transcrição de genes e alterações epigenéticas que podem 

contribuir para desequilíbrios a curto e a longo prazo das função neuroquímicas e do 

comportamento neuronal (HAROON et al. 2012; DUMAN et al. 2016). 

As citocinas são capazes de comprometer o metabolismo das monoaminas por diferentes 

mecanismos, sendo um deles pela capacidade de reduzir a disponibilidade de triptofano que é 

essencial na síntese de serotonina, através da sua implicação na estimulação de aminoácidos 

que competem com o triptofano pela recaptação (KRISHNAN et al. 2008). Um outro 

mecanismo proposto é o de que essas citocinas reduziriam a quantidade do triptofano disponível 

via ativação da enzima indolamina-2,3-dioxigenase (IDO) (BLUME et al. 2011). Essa enzima 

é responsável por converter o triptofano em quinurenina e ácido quinolínico, este último uma 

substância neurotóxica implicada em transtornos neurodegenerativos e cuja via resulta na 

produção de metabólitos neurotóxicos já observados em indivíduos depressivos (PITTENGER 

et al. 2008). O ácido quinolínico é também um agonista de receptores N-metil D-aspartato 

(NMDA) que prejudica o feedback negativo dos glicocorticoides e causa atrofia hipocampal e 

perda de receptores de glicocorticoides (HE et al. 2016). Com isso, indivíduos depressivos 

teriam um aumento nas concentrações de citocinas pró-inflamatórias, levando à ativação da 

enzima IDO com consequente redução na disponibilidade de serotonina e um aumento na 

liberação de glutamato no estriado e no córtex (MILER et al. 2013).  Outra via sugerida que 

pode influenciar o metabolismo das monoaminas é a via de sinalização via proteína quinase 

ativada por mitógeno (MAPK), podendo aumentar a expressão do polimorfismo 5-HTTLPR, 

sendo essa a região promotora do gene SLC6A4 para o transportador da serotonina (SERT) 

(GOTLIB et al. 2008; VAN DER DOELEN et al. 2014). Além das monoaminas, o glutamato 

desempenha um papel crucial nos processos patológicos associados à depressão (HAN et al. 

2017). O mediador inflamatório NO•, aumenta a liberação de glutamato e diminui a expressão 

de transportadores de glutamato em astrócitos e oligodendrócitos, diminuindo assim a 

recaptação do glutamato e aumentando a concentração sináptica (GULYAEVA et al. 2017). A 

estimulação do receptor de glutamato NMDA não só causa danos excitotóxicos aos neurônios 

e aos astrócitos, mas também resulta em uma diminuição na síntese de BDNF (DUMAN et al. 

2006). Entretanto, ainda existem lacunas na compreensão da participação do processo 

inflamatório na fisiopatologia da DM, consequentemente gerando especulações sobre a sua 

participação também na baixa responsividade dos pacientes depressivos resistentes.  
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Figura 2. Processo de neuroinflamação. 

 

 

 

 

Fonte: KOPSCHINA FELTES et al. (2017) – Adaptado.  

 

 

3.4 DEPRESSÃO RESISTENTE AO TRATAMENTO (DRT) 

 

Apesar de haver uma ampla gama de fármacos disponíveis para o tratamento da DM, 

uma parcela considerável dos pacientes não se beneficia das terapias medicamentosas 

oferecidas. A presença da DRT além de gerar um elevado e mais prolongado prejuízo funcional, 

social e econômico, também aumenta as chances de recorrência, recaída e cronicidade, além 

das chances de suicídio e a necessidade de hospitalização dos pacientes quando comparado aos 

pacientes depressivos que apresentam resposta à medicação (BERLIM et al. 2015; DE SOUZA 

et al. 2018; LIEBERMAN et al. 2021). 

Cerca de 50% dos pacientes diagnosticados com DM que iniciam o tratamento 

farmacológico não respondem à primeira medicação antidepressiva utilizada (THASE et. al. 
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2004). Além de que aproximadamente 30 a 50% dos pacientes não respondem a nenhum 

antidepressivo disponível na prática clínica (BSCHOR et al. 2012). É amplamente aceito que 

um paciente não apresenta resposta ao tratamento quando a melhora é inferior a 25% em uma 

escala de teste psicométrico, como, por exemplo, escala de avaliação de depressão de Hamilton. 

Já uma resposta parcial ao tratamento é considerada quando há melhora de 25-49% nas 

pontuações de avaliação. A boa resposta corresponde a uma melhora de pelo menos 50% nos 

escores de depressão, enquanto a remissão é um estado em que não há nenhum sintoma presente 

ou apenas sintomas mínimos (DE SOUZA et al. 2015). Contudo, a definição amplamente aceita 

pela comunidade científica de DRT é a falha em responder adequadamente a duas ou mais 

classes de tratamento antidepressivo (SOUERY et al. 2006; DAVIES et al. 2019). 

A complexidade das diferenças individuais pode complicar ainda mais o processo de 

identificação de um tratamento adequado para esses pacientes. Atualmente não existe uma 

abordagem padrão para o tratamento de DRT. A orientação segundo a American Psychiatric 

Association (APA) (GELENBERG et al. 2010) e o National Institute for Health and Clinical 

Excellence (NICE, 2009) sugere incluir o aumento da dose do medicamento antidepressivo ou 

a troca por outro antidepressivo (dentro da mesma ou uma classe farmacológica diferente) ou 

complementação com outro tratamento farmacológico ou ferramenta não farmacológica, 

incluindo a eletroconvulsoterapia (ECT). 

A base subjacente à fisiopatologia que leva certos pacientes a se tornarem resistentes ao 

tratamento ainda é desconhecida, porém é de grande necessidade que estudos sejam realizados 

para compreender a sua natureza e possíveis causas (PILON et al. 2019). Para isso, foram 

criados e padronizados novos modelos animais, que mimetizam a  DRT a fim de estudá-la de 

forma mais minuciosa. A maioria dos modelos animais que avaliam a eficácia antidepressiva 

após administração aguda, crônica ou subcrônica de antidepressivos tradicionais, usa-se de 

testes comportamentais populares como o teste de nado forçado (TNF) (PORSOLT et al., 1977) 

e o teste de suspensão da cauda (TSC) (STERU et al. 1985). Sendo o TSC menos estressantes 

para os animais (THIERRY ET AL., 1986) e mais “sensível” que o TNF, uma vez que doses 

menores de antidepressivos são necessárias para chegar ao mesmo resultado que no TNF (LIU 

e GERSHENFELD, 2001).  

Estabelecer os animais resistentes ao tratamento no modelo experimental de DRT é um 

desafio. Atualmente modelos animais que avaliam a resistência antidepressiva têm usado três 

abordagens eficazes. Uma delas usa-se da separação de animais em subpopulações que 

respondem ou são resistentes ao tratamento de antidepressivos tradicionais. Para isso, os 

animais devem receber o tratamento após um agente estressor, como estresse leve crônico 

https://pebmed.com.br/eletroconvulsoterapia-ect-da-historia-aos-procedimentos-envolvidos/
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(BERGSTRÖM et al. 2007) ou administração crônica de corticosterona (LEVINSTEIN e 

SAMUELS, 2011). Outra alterativa é utilizar tratamentos que induzem resistência a 

antidepressivos nos animais como, por exemplo, a administração de ACTH (KITAMURA et 

al. 2002). Também existem linhagens de camundongos geneticamente modificados que 

apresentam resistência ao tratamento antidepressivo (O’LEARY et al. 2013).  

Nesse contexto, estudos começaram a se concentrar no desenvolvimento de hipóteses, 

ensaios clínicos e testes experimentais in vivo para compreender e elucidar os mecanismos 

envolvidos na resposta e na resistência aos antidepressivos.  Alguns achados sugerem que 

mecanismos inflamatórios e oxidativos possam desempenhar um papel importante na 

resistência terapêutica. Chamberlain e colaboradores (2019) em um estudo clínico observaram 

níveis elevados de proteína C reativa em pacientes depressivos responsivos, quando 

comparados ao grupo controle. Níveis maiores desse marcador inflamatório foram encontrados 

em pacientes resistentes ao tratamento, mesmo quando comparados ao grupo responsivo, 

indicando que os pacientes resistentes possam apresentar um estado inflamado mais severo.  

Além disso, estudos têm demonstrado que pacientes resistentes apresentam maiores 

níveis de citocinas pró-inflamatórias séricas como IL-6 e TNF-α que os pacientes responsivos 

(O’BRIEN et al. 2007). Também se salienta que os níveis desses biomarcadores podem ser 

preditores úteis da resposta ao tratamento, pois percebe-se que a supressão de citocinas pró-

inflamatórias pode ser necessária para a recuperação clínica da depressão e que a redução da 

inflamação pode não ocorrer em pacientes deprimidos resistentes ao tratamento (ELLER et al. 

2008). Estudos experimentais demonstraram que as citocinas pró-inflamatórias podem reduzir 

a disponibilidade extracelular de 5-HT (JANSSEN et al. 2010; LEDAY et a. 2018) e a redução 

dos níveis desse neurotransmissor estão relacionados com a DM. Além disso, as citocinas pró-

inflamatórias podem ter efeito sobre o eixo HPA. Sabe-se que anormalidades nesse eixo podem 

desempenhar um papel fundamental na recorrência da depressão. Isso sugere que a origem da 

DRT pode se dar a partir de desregulações inflamatórias pois os sistemas imunológico e 

neuroendócrino atuam juntos para restaurar e manter a homeostase fisiológica durante a 

inflamação e outros estímulos prejudiciais (LAUMET, 2018). 
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4 OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GERAL 

Investigar o envolvimento do processo inflamatório e oxidativo sobre a resistência ao 

tratamento com fluoxetina em camundongos submetidos ao protocolo de administração crônica 

de corticosterona (ACC).   

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar o comportamento induzido pela ACC em camundongos através de testes 

comportamentais (TSC, TNF, LCE, TCA); 

 Estratificar dois subgrupos de animais tratados com fluoxetina (boa resposta ao 

antidepressivo - BRA e resistentes ao tratamento - RT) com base nos resultados do TSC; 

 Verificar os níveis séricos de corticosterona nos grupos BRA e RT; 

 Investigar alterações nas atividades enzimáticas de SOD, CAT, NADPH oxidase em 

estruturas cerebrais (córtex pré-frontal, hipocampo, estriado) dos animais dos grupos BRA e 

RT; 

 Avaliar os níveis de H2O2 em estruturas cerebrais (córtex pré-frontal, hipocampo, estriado) 

dos animais dos grupos BRA e RT; 

 Determinar os níveis séricos de citocinas inflamatórias (IFN-γ, IL-2, IL-4 e IL-17).  
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ABSTRACT  

Major depression is a leading contributor to the global burden of disease. This situation is 

mainly related to the chronicity and/or recurrence of the disorder, and to poor response to 

antidepressant therapy. Limited efficacy with currently available antidepressant drugs 

highlights the need to develop more effective medications for treatment resistant patients and 

emphasizes the importance of developing better preclinical models that focus on treatment 

resistant populations. Treatment-resistant depression (TRD) is generally defined as a failure to 

respond to two or more courses of antidepressant treatment. In this study, we investigated the 

effect of fourteen days of treatment with fluoxetine on depressive-like behavior, and oxidative 

and inflammatory parameters, in mice submitted to chronic corticosterone administration. After 

21 days of corticosterone administration (20 mg/Kg/day, subcutaneously, s.c.) and 14 days of 

fluoxetine treatment (10mg/Kg/day, orally, p.o., started on day 7 of induction protocol), we 

separated the antidepressant responders (good response to antidepressant, GRA) from non-

responders (antidepressant resistant, AR) analyzing the results of tail suspension test (TST). 

We found that the animals classified as AR (i.e., those with higher immobility values in the 

TST) demonstrated anxiety-like behavior, increased H2O2 levels and decreased catalase activity 

in hippocampus, as well as increased levels of IL-17 and IFN-γ in serum. Therefore, our 

findings suggest that a redox imbalance in the hippocampus, combined with increased levels of 

peripheral IL-17 and INF-γ, may be involved in an impaired fluoxetine response.  

Keywords: Treatment-resistant depression; Inflammation; Oxidative Stress.  
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   1. INTRODUCTION  

Major depressive disorder (MDD) is the most prevalent mood disorder in the world, 

affecting about 300 million people worldwide (WHO, 2020). This disorder is characterized by 

symptoms like depressed mood, anhedonia, sleep and appetite problems, recurring feelings of 

guilt and worthlessness and suicidal ideation (Kessler et al., 2003; American Psychiatric 

Association, 2013; Chiu et al., 2015; Bai et al., 2018). According to the fifth edition of 

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-5), to receive a diagnosis of 

MDD, a person must experience five or more depressive symptoms within the 2-week period 

(American Psychiatric Association, 2013). About 5% to 17% of the world population suffers 

from MDD at least once in their lives (WHO, 2020). Moreover, MDD was one of the most 

disabling diseases in the world in 2020, and in 10 years' time it is estimated to be the biggest 

cause of global disease burden overtaking cardiovascular diseases (WHO, 2020). In addition to 

the emotional and socioeconomic damage, there is a high rate of suicide among depressed 

individuals. This scenario demonstrates a great need for adequate treatments for MDD. 

Unfortunately, it is estimated that 30–50% of patients do not respond to treatment with 

antidepressants and only half of the patients achieve complete remission of symptoms (Rush et 

al., 2006; Bschor et al., 2012). 

Treatment-resistant depression (TRD) is a subset of MDD which does not respond to 

traditional and first-line therapeutic options. There are several definitions and staging models 

of TRD and a consensus for each has not yet been established. However, in common for each 

model is the inadequate response to at least 2 trials of antidepressant pharmacotherapy (Souery 

et al., 2006; Murphy et al., 2017; Mahlich et al., 2018; Ng et al., 2019; Gaynes et al., 2020; 

Voineskos et al., 2020). Although there are some induction models of TRD, it is exceedingly 

difficult to mimic this situation in animal models. One of the options is the separation of animals 

into subpopulations that respond or non-respond to traditional antidepressant treatments, which 

is often used following a behavioral stressor (such chronic corticosterone administration) 

(Jayatissa et al., 2006; Samuels et al., 2011; Levinstein and Samuels, 2014). Fluoxetine is a 

widely used antidepressant, which has been thought to act by inhibiting 5-hydroxytryptamine 

(5-HT) reuptake in the central nervous system (CNS) (Cipriani et al., 2013). Some studies have 

also suggested that its immunomodulatory capacity may be involved in antidepressant-like 

effect in mice (Brunello et al., 2006; Sacre et al., 2010; Obuchowicz et al., 2014; Alboni et al., 

2016; Bhat et al., 2017; Zhao et al., 2020; Zhao et al., 2018; Li et al., 2021). 
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There are some hypotheses to try to explain the pathophysiology of the MDD and the 

antidepressant treatment actions. However, the lack of responsiveness to conventional 

treatment with antidepressants and high rates of treatment resistance suggests that additional 

mechanisms might play a role in depression. The number of studies that link the immune system 

and oxidative stress with depressive-like behaviors indicates that these may be the keys to 

understand TRD (Song and Wang, 2011; Carvalho et al., 2014; Rosenblat et al., 2014; Gaynes 

et al., 2020). Oxidative stress is a complex process characterized by a persistent imbalance 

between free radical or nonradical molecules synthesis and their degradation by antioxidant 

mechanisms (Liu et al., 2015).  Reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species 

(RNS) are molecules involved in the process that generate radicals like, for example, hydroxyl 

(OH−) and superoxide anion (O2
- ), as well as non-radical species such as hydrogen peroxide 

(H2O2), nitric oxide (NO), and nitrogen dioxide (NO2) (Phaniendra et al., 2015). These species 

participate in cellular signaling and homeostasis. However, their overproduction can damage 

cellular components and compromise the functionality of many and cells including cells of the 

CNS and immune system (Salim, 2017).  

Inflammatory factors play important roles in tissue repair and defense against pathogens. 

Stimuli like inflammation, increased levels of ROS, chronic stress and infection can trigger the 

microglia, the brain's immune cells, to release pro-inflammatory cytokines. The 

neuroinflammation may be involved in the development of MDD and neurodegeneration in 

different ways, activating the HPA axis and, generating an imbalance in the serotonergic and 

noradrenergic circuits (Maes et al., 2009; Anderson and Maes, 2014; Czarny et al., 2018; 

Gałecki and Talaroswska, 2018). Numerous studies have indicated that MDD is accompanied 

by elevated levels of inflammatory biomarkers, such as the pro-inflammatory cytokines 

interleukin (IL)-1β, IL-6, IL-18, tumor necrosis factor alpha (TNF-α), and interferon-gamma 

(INF-γ) (Leonard and Maes, 2012; Haapakoski et al., 2015; Ng et al., 2019; Köhler et al., 2018;  

Carvalho et al., 2020; Osimo et al., 2020). 

Thus, the aim of this study was to investigate whether these parameters related to MDD 

remain the same or different in serum and brain structures of 2 subpopulations of mice 

submitted to the chronic corticosterone administration and that responded adequately or not to 

fluoxetine treatment. 
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2. MATERIAL AND METHODS 

2.1 Animals 

Swiss male mice (20–30 g; 6-8 week-old) were maintained at 22 ± 2 ° C, under 12 h light-

dark cycle and with free access to food and water. Firstly, the animals were submitted to a week 

of environmental adaptation. All experiments were performed according to the National 

Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publications No. 8023, 

revised 1978) and approved by our Institutional Ethics Committee (Process number 

7698200617/2017). The number of animals used in this study was the minimum necessary to 

demonstrate consistent effects and every effort was made to minimize their suffering. 

2.2 Chemicals and reagents preparation 

When unspecified, the reagents used were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). 

Corticosterone (Sigma-Aldrich Catalog Number C2505, Lot Number SLBT2966) was 

dissolved in hypotonic saline solution with 0.2% of Tween 80 and 0.2% of dimethyl sulfoxide 

(DMSO) at dose of 20 mg/Kg (solution concentration: 2 mg/mL) for the subcutaneous 

administration (s.c.) (Oliveira et al., 2017; KV et al., 2018; Parente et al., 2018). The vehicle 

used was a hypotonic saline solution containing 0.2% of Tween 80 and 0.2% of DMSO but 

without corticosterone. For the oral treatment, fluoxetine (Fluoxetina, Medley ®) was diluted in 

hypotonic saline solution and administered orally (oral gavage, p.o.) at dose of 10 mg/Kg (Jiang 

et al., 2018).  

2.3 Experimental design 

Depressive-like behavior was induced by chronic corticosterone administration (20mg/kg 

s.c.) for 21 consecutive days. In the last 14 days of protocol, fifteen animals (n=15) received 

fluoxetine (10mg/kg, p.o.) once daily. Twenty-four hours after the last injection of 

corticosterone and fluoxetine treatment, behavioral tests were performed in the following order: 

open field test (OFT), Elevated Plus-Maze Test (EPMT), Tail Suspension Test (TST) and 

Forced Swimming Test (FST). In this behavioral evaluation, were obtained four groups: 
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Vehicle (VEH), Corticosterone (CORT), Good Response to Antidepressant (GRA) and 

Antidepressant Resistance (AR). The subdivision of animals that received fluoxetine in GRA 

or AR groups was based on the results of immobility time obtained in the TST. For this, we 

organized the values in a crescent manner and calculate the median. Immobility times above 

the median value were considered AR (longer immobility), while immobility times below the 

median value were considered GRA (lower immobility) (Figure 1A). According to this 

definition, the results of other behavioral tests were organized. At the end of the behavioral 

tasks, mice were anesthetized by isoflurane inhalation, blood was collected by cardiac puncture, 

and cerebral structures (prefrontal cortex, hippocampus, and striatum) were collected. Serum 

and tissues were stored frozen at -20ºC until oxidative stress and inflammatory parameters 

analysis. The oxidative stress and inflammatory parameters analyses were performed only in 

groups GRA and AR.  

2.4 Behavioral Tests 

2.4.1 Open field Test (OFT) 

The locomotor and exploratory activity of the animals was assessed through the OFT (Prut 

and Belzung, 2003). Each animal was placed in the center of an apparatus (60 cm x 60 cm) 

surrounded by walls 60 cm high, in which the floor is divided into 12 equal squares. For 5 

minutes, the total number of crossings (assessment of locomotor activity) and rearings 

(assessment of exploratory capacity) were observed. 

2.4.2 Tail Suspension Test (TST) 

The TST was carried out according to the method described by Steru et al., (1985) with 

minor modifications. In this test, each animal was suspended by the tail at the edge of a vertical 

surface positioned 60 cm high from the floor. The tail was fixed in the apparatus using an 

adhesive tape. The test lasted 6 minutes and the animal's immobility time was counted, in 

seconds, in the last 4 minutes of test, reserving the first 2 minutes for adaptation of the animal 

(Bai et al., 2018). 
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2.4.3 Forced Swimming Test (FST) 

The FST was performed according to Porsolt, R.D., Pichon, M. Le., Jalfre, (1977). Each 

animal will be placed individually in a colorless cylindrical tank (45 cm high x 35 cm diameter) 

containing 40 cm of water at 25 ± 2 °C and was forced to swim, without escape possibility. The 

immobility time of each animal was counted, in seconds, during the 6 minutes of the test. 

Immobility behavior was considered when the animal remained passively floating, reflecting a 

behavioral state of demotivation. Also was evaluated the fight response, in which mice tried to 

escape the apparatus with climbing movements.  

2.4.4 Elevated Plus-Maze Test (EPMT)  

EPMT was performed to verify the anxiety-like behavior and was carried out according to 

Anseloni and Brandão, (1997). The apparatus used in this test is elevated 50 cm from the floor 

and consists of two open arms and two closed arms, opposite each other, and a central platform. 

Animals were placed on the central platform and, during 5 minutes, the number of entries in 

the open and closed arms, as well as the time spent in each arm were evaluated. In addition, the 

immersions of the animal's head below the surface of the plus-maze (also called dives) were 

counted  

2.5 Biochemical assessments 

2.5.1 Serum Corticosterone  

In order to check the circulating levels of corticosterone, the serum obtained after cardiac 

puncture and blood centrifugation (3000 xg at room temperature for 10 min) was evaluated. 

This analysis was performed using an Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) kit 

(Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA), following the instructions in the manufacturer's 

manual. 

 

https://dicionario.reverso.net/ingles-portugues/elevated+plus-maze+test
https://dicionario.reverso.net/ingles-portugues/elevated+plus-maze+test
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2.5.2 Oxidative parameters 

Oxidative parameters were evaluated in the brain structures (prefrontal cortex, hippocampus 

and striatum). The H2O2 levels were determined using the phenol red method (Trevisan et al., 

2013). In addition, it was evaluated superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzyme 

activities, responsible for the formation and degradation of H2O2, respectively. Another enzyme 

investigated was NADPH oxidase, responsible for the formation of O2
•-. SOD activity was 

assessed using method previously described by Misra and Fridovich (1972). Measurement of 

CAT activity was performed using technique described by Aebi (1984) and NADPH oxidase 

using a commercial kit, following the guidelines from the manufacturer (Cytochrome c 

Reductase - NADPH KIT - Sigma Aldrich, USA).  

2.5.3 Inflammatory parameters 

To investigate the participation of inflammatory parameters in antidepressant responses, the 

cytokines levels IL-2, IL-4, IL-17 and IFN-γ were evaluated in serum by flow cytometry using 

a commercial kit, following the guidelines from the manufacturer (BD Cytometric Bead Array 

(CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit).  

2.6. Statistical analysis 

Data are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM) and were analyzed using 

Graph Pad Prism (version 8.0, San Diego, USA). Previously, the values were tested by the 

Kolmogorov-Smirnof normality test. Parametric data were analyzed by Student’s t test or one-

way analyses of variance (ANOVA) followed by the Tukey’s post hoc test, when appropriated. 

Results with p values less than 0.05 (p < 0.05) were considered significant. 
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3. RESULTS 

3.1 Chronic corticosterone administration induced depressive- and anxiety-like behaviors 

in mice  

Firstly, we investigated the depressive-like behavior of the animals after the corticosterone 

administration protocol. In TST, one-way ANOVA indicated a significantly difference between 

the groups (F3,31 = 24.5, p < 0.0001). We observed that the animals submitted to chronic 

corticosterone administration showed longer immobility time when compared with VEH group 

in the TST (112.1 ± 4.6 vs. 67.9 ± 3.6, p < 0.001, respectively). The animals classified as GRA 

group had lower immobility values when compared with CORT group (35.2 ± 7.0 vs. 112.1 ± 

4.6, p < 0.0001, respectively). It was also demonstrated that GRA group present lower 

immobility time in TST than AR group (35.2 ± 7.0 vs. 100.3 ± 12.9, p < 0.0001, respectively) 

(Figure 1B).  
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Figure 1. Experimental design and Tail Suspension Test (TST). A) Experimental schedule showing 

the depressive-like behavior induction protocol with chronic corticosterone administration (20 mg/Kg, 

s.c.) for 21 consecutive days. In the last 14 days of protocol, fifteen animals (n=15) received fluoxetine 

(10mg/Kg, p.o.) once daily. 24 hours after the last corticosterone and fluoxetine administrations, animals 

were submitted to behavioral analysis, followed by euthanasia. The subdivision of fluoxetine treated 

animals into GRA and AR was based on immobility time in the TST. B) Immobility time in the TST. 

*** P < 0.001 when compared to VEH group; # P < 0.05 when compared to CORT group. The difference 

between GRA and AR groups is shown with the P value above the indicative bar. The data obtained 

were evaluated using one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test (n=7-10). VEH: animals that 
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received vehicle (s.c.) for 21 days. CORT: animals that received corticosterone (s.c.) for 21 days. GRA: 

animals that received corticosterone (s.c.) for 21 days and fluoxetine (10 mg/Kg, p.o.) in the last 14 

days, showing a good response to antidepressant. AR: animals that received corticosterone (s.c.) for 21 

days and fluoxetine (10 mg/Kg, p.o.) in the last 14 days, showing a poor response to antidepressant.  

 

In FST, one-way ANOVA indicated a significant difference between the groups (F3,29 = 17.1, 

p <0.0001). It was observed that CORT group showed a strong trend to increase the immobility 

time when compared to VEH group (107.0 ± 10.6 vs. 71.8 ± 6.4, p = 0.0536, respectively). Both 

the AR and GRA groups were significantly different from the CORT group (p < 0.0001) (Figure 

2A). About the fight response, there was no difference statistic among the CORT group and the 

VEH group (12.9 ± 4.5 vs. 21.4 ± 4.0, p = 0.9434, respectively) (Figure 2B). However, it was 

demonstrated that AR group presented an increase in fight response compared with VEH and 

GRA group (p = 0.0074 and p = 0.0152, respectively).  
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Figure 2. Forced Swimming Test (FST). A) Immobility time. B) Fight response. ** P < 0.01 when 

compared to VEH group. The difference between GRA and AR groups is shown with the P value above 

the indicative bar. The data obtained were evaluated using one-way ANOVA followed by Tukey’s post 

hoc test (n=7-10). VEH: animals that received vehicle (s.c.) for 21 days. CORT: animals that received 

corticosterone (s.c.) for 21 days. GRA: animals that received corticosterone (s.c.) for 21 days and 

fluoxetine (10 mg/Kg, p.o.) in the last 14 days, showing a good response to antidepressant. AR: animals 
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that received corticosterone (s.c.) for 21 days and fluoxetine (10 mg/Kg, p.o.) in the last 14 days, 

showing a poor response to antidepressant. 

 

We also evaluated the anxiety-like behavior of mice by the EPMT. Regarding the time in 

open arms, one-way ANOVA indicated a significant difference between the groups (F3,30 = 7.6, 

p < 0.001). It was observed that the CORT group showed lower time in open arms when 

compared with VEH group (32.5 ± 9.0 vs. 72.5 ± 7.1, p = 0.0031, respectively). In addition, 

GRA group spent more time in open arms than the CORT group (71.2 ± 6.6 vs. 32.5 ± 9.0, p = 

0.0059, respectively) and AR group (71.2 ± 6.6 vs. 38.3 ± 7.0, p = 0.0416) (Figure 3A). Also, 

it was observed difference on the time in closed arms (F3,31 = 6.7, p = 0.0013). CORT group 

showed longer time in closed arms when compared with the VEH group (208.1 ± 11.6 vs. 171.3 

± 9.6, p = 0.0488). GRA group spent less time in closed arms than the CORT group (152.0 ± 

7.83 vs. 208.1 ± 11.6, p = 0.0025) and AR group (152.0 ± 7.83 vs. 203.7 ± 10.1, p = 0.0121) 

(Figure 3B). However, regarding the number of entries, there was no statistical difference 

between any group (p = 0.4191) (Figure 3C). No significant differences were found regarding 

the locomotor and exploratory activity in the OFT, neither on crossing (p = 0.0896) (Figure 4A) 

nor on rearing (p = 0.1221) (Figure 4B).  
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Figure 3. Elevated Plus Maze Test (EPMT). A) Time spent in open arms. B) Time spent in closed 

arms. C) Number of entries in open arms. * P < 0.05; ** P < 0.01 when compared to VEH group; ## P 

< 0.01 when compared to CORT group. The difference between GRA and AR groups is shown with the 

P value above the indicative bar. The data obtained were evaluated using one-way ANOVA followed 

by Tukey’s post hoc test (n=7-10). VEH: animals that received vehicle (s.c.) for 21 days. CORT: animals 

that received corticosterone (s.c.) for 21 days. GRA: animals that received corticosterone (s.c.) for 21 

days and fluoxetine (10 mg/Kg, p.o.) in the last 14 days, showing a good response to antidepressant. 

AR: animals that received corticosterone (s.c.) for 21 days and fluoxetine (10 mg/Kg, p.o.) in the last 

14 days, showing a poor response to antidepressant. 
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Figure 4. Open Field Test (OFT). A) Number of crossings. B) Number of rearings. The data 

obtained were evaluated using one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test (n=7-10). VEH: 

animals that received vehicle (s.c.) for 21 days. CORT: animals that received corticosterone (s.c.) for 

21 days. GRA: animals that received corticosterone (s.c.) for 21 days and fluoxetine (10 mg/Kg, p.o.) 

in the last 14 days, showing a good response to antidepressant. AR: animals that received corticosterone 

(s.c.) for 21 days and fluoxetine (10 mg/Kg, p.o.) in the last 14 days, showing a poor response to 

antidepressant. 

3.2 Oxidative stress hippocampal are related with antidepressant resistance to fluoxetine  

We observed that the AR group presented an increase on the H2O2 levels in hippocampus 

when compared with GRA group (t(13) = 2.191, p = 0.0473) (Figure 5A). However in prefrontal 

cortex (t(12) = 0.6793, p = 0.5099) (Figure 5B) and striatum (t(13) = 0.6707, p = 0.5141) (Figure 

5C) no statistical difference between groups was observed. As regards to antioxidant enzymes, 

CAT activity was decreased in hippocampus of the animals from AR group comparing to GRA 

group (t(13) = 2.325, p = 0.0369) (Figure 5D), but there was no statistical difference in 

prefrontal cortex (t(11) = 0.3187, p = 0.7559) (Figure 5E) and striatum (t(12) = 0.1140, p = 

0.9111) (Figure 5F). Analysis of activity of SOD showed no difference statistics between AR 

group and GRA group in hippocampus (t(13) = 0.9980, p = 0.3365) (Figure 5G), prefrontal 

cortex (t(12) = 0.3233, p = 0.7521) (Figure 5H) or striatum (t(12) = 0.1359, p = 0.8942) (Figure 

5I). NADPH oxidase, an important source of O2
-, was increased in hippocampus (t(7) = 3.222, 

p = 0.0146) (Figure 6A) and prefrontal cortex (t(8) = 2.966, p = 0.0180) (Figure 6B) of GRA 

group when compared to AR group.  
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Figure 5. Oxidative stress analysis. Hydrogen peroxide (H2O2) levels in A) hippocampus, B) 

prefrontal cortex, and C) striatum. Catalase (CAT) activity in D) hippocampus, E) prefrontal cortex, and 

F) striatum. Superoxide dismutase (SOD) activity in G) hippocampus, H) prefrontal cortex, and I) 

striatum. The difference between GRA and AR groups is shown with the P value above the indicative 

bar. The data obtained were evaluated using Student’s t test (n=6-8). GRA: animals that received 

corticosterone (s.c.) for 21 days and fluoxetine (10 mg/Kg, p.o.) in the last 14 days, showing a good 

response to antidepressant. AR: animals that received corticosterone (s.c.) for 21 days and fluoxetine 

(10 mg/Kg, p.o.) in the last 14 days, showing a poor response to antidepressant. 
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Figure 6. NADPH oxidase activity in A) hippocampus, and B) prefrontal cortex. The difference 

between GRA and AR groups is shown with the P value above the indicative bar. The data obtained 

were evaluated using Student’s t test (n=4-5). GRA: animals that received corticosterone (s.c.) for 21 

days and fluoxetine (10 mg/Kg, p.o.) in the last 14 days, showing a good response to antidepressant. 
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AR: animals that received corticosterone (s.c.) for 21 days and fluoxetine (10 mg/Kg, p.o.) in the last 

14 days, showing a poor response to antidepressant. 

 

3.3. IL-17 and IFN-γ are increased in serum of the fluoxetine resistant mice subpopulation 

To investigate whether the inflammatory process is involved in fluoxetine resistance, we 

measured the serum levels of cytokines. Levels of IL-17 were increased in AR group when 

compared with GRA group (t(7) = 2.835, p = 0.0252) (Figure 7A). Also, it was observed an 

increase in IFN-γ levels in the AR group compared with GRA group (t(9) = 2.726, p = 0.0234) 

(Figure 7B). However, no differences were observed about levels of IL-2 (p = 0.2518) (Figure 

7C) and IL-4 (p = 0.6739) (Figure 7D) among AR group and GRA group. 
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Figure 7. Peripheral cytokine levels. A) IL-17. B) IL-2. C) IFN-Ɣ. D) IL-4. The difference between 

GRA and AR groups is shown with the P value above the indicative bar. The data obtained were 

evaluated using Student’s t test (n=4-6). GRA: animals that received corticosterone (s.c.) for 21 days 

and fluoxetine (10 mg/Kg, p.o.) in the last 14 days, showing a good response to antidepressant. AR: 

animals that received corticosterone (s.c.) for 21 days and fluoxetine (10 mg/Kg, p.o.) in the last 14 

days, showing a poor response to antidepressant. 

 

3.4. Levels of corticosterone do not interfere to good antidepressant response of fluoxetine 

In order to inquire whether the corticosterone can be involved in antidepressant resistance 

in mice, we measured its serum levels. We observed that there was no difference statistics 

among AR group and GRA group (t(7) = 1.315, p = 0.2300) (Figure 8).  

 

Figure 8. Serum levels of corticosterone expressed in a logarithmic form. The difference between 

GRA and AR groups is shown with the P value above the indicative bar. The data obtained were 

evaluated using Student’s t test (n=4-5). GRA: animals that received corticosterone (s.c.) for 21 days 

and fluoxetine (10 mg/Kg, p.o.) in the last 14 days, showing a good response to antidepressant. AR: 

animals that received corticosterone (s.c.) for 21 days and fluoxetine (10 mg/Kg, p.o.) in the last 14 

days, showing a poor response to antidepressant. 
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4. DISCUSSION  

Major depression is a prevalent and debilitating disorder, and a substantial proportion of 

patients fail to reach remission following standard antidepressant pharmacological treatment. 

Specifically, more than 30% of depressed patients fail to achieve remission despite multiple 

treatment trials (Rush, 2007). In this context, individuals who do not respond adequately to two 

or more therapeutic strategies are considered patients with TRD (Souery et al., 2006). The 

mechanisms that can interfere in pharmacological resistance in antidepressant action is not 

completely defined. However, TRD can be studied in basic research by inducing depressive-

like behavior in rodents, using protocols such as chronic corticosterone administration, and then 

separating antidepressant-resistant populations (Samuels et al., 2011; Caldarone et al., 2016). 

Here, we use the TST results to define the population that showed less responsiveness to 

fluoxetine, separating responders to antidepressants (GRA) from non-responders (AR). In our 

study, we found that the animals submitted to chronic corticosterone administration developed 

a depressive-like behavior when compared to the control group in the TST and an almost 

significant difference was observed in the FST. Interestingly, the animals classified as AR (i.e., 

those with higher immobility values in the TST) demonstrated an anxiety-like behavior in 

EPMT, a redox imbalance in the hippocampus, as well as increased levels of peripheral IL-17 

and INF-γ. All these findings are outlined in Figure 9.  

 

 

Figure 9. Summary of the main findings of the study. A lower response to fluoxetine treatment has 

been shown to be related to a redox imbalance in the hippocampus (represented by increased H2O2 levels 

and decreased catalase activity) as well as increased levels of IL-17 and IFN-γ. It was also demonstrated 
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that the animals in the AR group presented anxious-like behavior (verified through the Elevated Plus 

Maze Test - EPMT) and an increase on the fighting response in the Forced Swimming Test -FST).  

 

As briefly mentioned above, the chronic corticosterone administration protocol can be a 

useful tool for studying both the mechanisms of MDD and TRD (Samuels et al., 2011; 

Caldarone et al., 2016). This model triggers HPA axis dysregulation similar to that observed in 

patients with MDD. Moreover, this protocol also promotes a series of behavioral changes, such 

as increased immobility time in TST and FST, decreased self-care behavior in the splash test, 

increased anxiety-like behavior in the EPMT and anhedonic-like behavior in the sucrose 

preference test (Johnson et al., 2006; Gourley et al., 2008; David et al., 2009; Weng et al., 

2016). In our study, the antidepressant resistant populations were identified by a behavioral 

testing (TST) using a traditional pharmacological treatment (fluoxetine). Animals that received 

only chronic corticosterone administration had a longer immobility time in FST, however it 

was not significantly significant (P = 0.0535). Both the GRA group and the AR group had a 

shorter immobility time when compared to the CORT group, suggesting the antidepressant 

potential of fluoxetine in this test. Curiously, the AR group showed a greater fighting behavior 

in the FST than the other groups, including the animals in the GRA group.  

Anxiety is a common comorbidity to MDD and TRD (Perugi et al., 2019). Some studies 

suggest that anxiety is associated to the low antidepressant response (Dold and Kasper, 2016). 

In EPMT, we observed that the chronic corticosterone administration was able to induce 

anxiety-like behavior and the treatment with fluoxetine was able to reverse this behavioral 

change only in GRA group, suggesting anxiety can be present in antidepressant resistance in 

mice. Chronic administration of corticosterone also able to increase anxiety-like behavior in 

C57BL/6 mice in the novelty suppressed feeding test. However, in the study cited above, the 

corticosterone-exposed mice showed a bimodal response to chronic fluoxetine, with some not 

responding (Samuels et al., 2011). In another study, using the repeated social defeat as induction 

protocol was observed an increased anxiety, and this behavior also presented in a bimodal 

distribution of stress-susceptible and stress-resistant animals (Berton et al., 2006; Berton et al., 

2006; Krishnan et al., 2007). 

The relationship between oxidative stress and MDD is already known. In addition, Sowa-

Kúcma et. al. (2018) observed that individuals with TRD has highest levels ROS in the plasma 

than responsive patients. Preclinical and clinical studies suggest that chronic stress exposure is 

associated with increased ROS production and inflammatory cytokines (Patki et al., 2013; 

Rawdin et al., 2013; Rosenblat et al., 2015; Rochfort et al., 2014). These oxidative products can 
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cause neurodegeneration and impair the function of cerebral structures such as prefrontal 

cortex, hippocampus and striatum. In fact, this can compromise the control of cognitive 

functions and mood, which are often impaired in depressed patients and in those diagnosed with 

TRD (Wang and Michaelis, 2010; Moylan et al., 2014; Sowa-Kúcma et al., 2018; Nobis et al., 

2000).  In this context, a study carried out by our research group showed that apocynin, an 

antioxidant and NADPH-oxidase inhibitor, was able to reverse the depressive-like behavior 

induced by chronic corticosterone administration (Pereira et al., 2020). Moreover, a general 

review emphasized the benefits of vitamin D and N-acetylcysteine supplementation on 

depressive symptoms in patients with TRD (di Michele et al., 2020). 

However, the exact mechanisms by which oxidative stress related to depressive symptoms 

and its involvement in TRD are not yet clear. Here, we found that the animals with 

antidepressant resistance (AR group) showed an increase in hippocampal levels of H2O2 when 

compared to group with good antidepressant response (GRA group). We also observed that the 

animals in the AR group had lower hippocampal catalase activity than the animals in the GRA 

group. These findings suggest that the increase in H2O2 levels may be due to its lesser 

degradation by the action of catalase, even without changes in SOD activity. Interestingly, the 

AR group showed lower NADPH oxidase activity in the hippocampus and prefrontal cortex. 

We suggest that this result is due to a regulatory mechanism induced by high levels of H2O2. 

A significant proportion of depressed patients exhibit hyperactivation of the HPA axis 

resulting in increased secretion of the stress hormone cortisol as well as elevated levels of 

inflammatory biomarkers (Perrin et al., 2019). It has been suggested that such disturbances are 

due to the dysfunction of glucocorticoid receptors (GR), and consequent impairment to mediate 

HPA axis negative feedback by cortisol. Based on this evidence, HPA axis has been regarded 

as a possible target for novel therapeutic agents in TRD. Markopoulou et al. (2021) showed that 

patients with TRD presented higher total cortisol concentrations in the morning hours when 

compared to healthy controls, but there was no difference between TRD patients and healthy 

controls about total cortisol concentrations over to two days. Galvão et al. (2018) observed 

hypocortisolemia in patients with TRD compared to healthy controls. Therefore, many studies 

suggest difference about levels of cortisol in TRD patients to control groups, but still there are 

some contradictions. In our study, fluoxetine treatment did not change corticosterone levels 

comparing the GRA group and the RA group. This suggests that antidepressant resistance may 

be more associated with other mechanisms.  

Several studies demonstrated that various cytokines such as interleukin-1 (IL-1), interleukin-

6 (IL-6) and tumour necrosis factor-α (TNF-α) are overexpressed in the brain and periphery of 
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many patients suffering from MDD (Raison et al., 2006; Lichtblau et al., 2013; Miller and 

Raison, 2016). Remarkably, increased inflammation has been shown to contribute to the 

treatment resistance in depression (Carvalho et al., 2014; Strawbridge et al., 2015; Yoshimura 

et al., 2009). The data indicate that peripheral cytokine signals can also access the brain and 

activate relevant cell types that serve to amplify central inflammatory responses. For example, 

peripheral administration of IFN-α to patients with hepatitis C led to an increase in IFN-α in 

the cerebrospinal fluid (CSF), which correlated with increased concentrations of IL-6 and 

monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) in CSF (Raison et al., 2009).  

Further, increased pro-inflammatory cytokines in circulation have the propensity to repress 

the expression of several tight-junction proteins of the blood-brain barrier (BBB), including 

claudin-5 (cldn5) (Dudek et al., 2020). In this context, chronic stress-induced BBB leakage in 

an animal model of depression allows the passage of pro-inflammatory mediators. It has already 

been reported that mice exposed to chronic social defeat stress (CSDS) exhibit decreased 

expression of cldn-5, positively correlating with heightened peripheral TNFα in circulation 

(Dudek et al., 2020). In our study, we found that the AR group (non-responders) showed higher 

levels of IL-17 and IFN-γ than GRA group (responders), indicating that these cytokines can be 

involved in the antidepressant resistance. 

Corroborating with our results, other data from basic research highlight the relevance of 

IFN-γ levels in depression. Nettis et al. (2021) observed that minocycline had an antidepressant-

like effect in mice by reducing the levels of this interleukin. Complementarily, clinical studies 

have shown that 20% to 50% of patients receiving chronic IFN-α therapy for the treatment of 

infectious diseases or cancer develop clinically significant depression (Musselman et al., 2001; 

Capuron et al., 2002). In addition, IFN-γ therapy in patients with hepatitis C is also associated 

with a high prevalence and recurrence of MDD, reinforcing the involvement of this cytokine 

and inflammation in the development of depression (Chiu et al., 2017).  

Th17 cells have already been suggested to participate in depressive disorder (Cui et al., 

2021). These cells are a subpopulation of T helper (CD4+) cells that play important roles in 

various inflammatory and autoimmune diseases. In addition to working as adaptive immune 

cells, Th17 cells and the pro-inflammatory cytokines produced by them may be related to brain 

development, behavior and memory (Derecki et al., 2010). Among the cytokines produced by 

Th17 cells, IL-17 stands out (Harrington et al., 2005). However, in pathological conditions, 

other cells besides Th17 cells, such as astrocytes, microglia, and neurons, can produce IL-17 

(Moynes et al., 2014). Recently, with growing evidence suggesting the inflammation as 

participant in the pathophysiology of depression, the role of Th17 cell and IL-17 has come to 
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be investigated (Beurel and Lowell, 2018). Beurel et al. (2013) suggested that, besides the 

infusion of these cells being able to induce depressive-like behavior, Th17 cells are also 

increased in the brain during depressive-like states. Additionally, it was found that the inhibition 

of the production and/or function of these cells can exert an antidepressant-like effect, since it 

promotes a reduction in the vulnerability to the development of depressive-like behavior 

(Beurel et al., 2013).  

In addition to the possible role of Th17 cells as a therapeutic target, other study suggests that 

IL-17 may act as a biomarker for antidepressant medication selection. Jha et al. (2017) 

demonstrated that the response to treatment with bupropion and escitalopram was better in those 

depressed patients with high basal plasma levels of IL-17. The measurement of IL-17 in the 

CSF was also shown to be important in the follow-up of patients with TRD undergoing 

electroconvulsive therapy (ECT). Mindt et al. (2020) observed that ECT responders had lower 

levels of IL-17, MIP-1a and Rantes in the CSF, emphasizing the idea that the antidepressant 

efficacy of this method is partially mediated by the neuroinflammation modulation.  

 

 

5. CONCLUSIONS 

Based on our results, it is suggested that a redox imbalance in the hippocampus, as well as 

increased levels of peripheral IL-17 and INF-γ may be involved in an impaired fluoxetine 

antidepressant response. More studies are needed to elucidate the mechanisms behind resistance 

to treatment with the antidepressant fluoxetine, as well as other classes of therapies. 
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5 DISCUSSÃO GERAL 

 

Há muitas lacunas não esclarecidas a respeito da fisiopatologia da DM, assim como 

ainda há dúvidas sobre quais mecanismos interferem na resistência farmacológica na DRT. Em 

vista disso, nesse trabalho investigamos se alterações oxidativas e inflamatórias estão 

envolvidas em uma menor resposta a fluoxetina. Para isso, utilizamos o protocolo de 

administração crônica de corticosterona (ACC) para induzir comportamento tipo-depressivo. 

Durante o protocolo de indução, um grupo de animais recebeu a administração de fluoxetina 

por 14 dias. Com base nos resultados no TSC, foi possível selecionar dois subgrupos: aqueles 

que apresentaram um tempo de imobilidade menor no TSC (ou seja, apresentaram uma resposta 

adequada ao tratamento – BRA) e aqueles que apresentaram um tempo de imobilidade maior 

no TSC (ou seja, apresentaram uma menor resposta ao antidepressivo – RT).  

Primeiramente, observamos que a ACC induziu comportamento tipo-depressivo, além 

do comportamento tipo-ansioso nos animais. Este resultado está de acordo com estudos 

anteriores, uma vez que há hipercortisolemia, decorrente de alterações funcionais do eixo HPA, 

em pacientes com DM (LISIECKA et al. 2013). Além disso, em modelos animais, os níveis de 

corticosterona está elevado em camundongos que apresentam comportamento tipo-

depressivo/ansioso, sendo a administração crônica deste hormônio capaz de mimetizar estresse 

crônico, servindo como um modelo de indução de DM (KINLEIN et al. 2015; WENG et al. 

2016; PLANCHEZ; SURGET e BELZUNG, 2019). Além disso, foi demonstrado que os 

animais RT apresentaram comportamento tipo-ansioso quando comparados aos grupos controle 

e BRA.  

Em relação aos fatores oxidativos, observamos que os animais RT apresentaram maiores 

níveis H2O2 e menores níveis de um importante agente antioxidante, a CAT, no hipocampo. 

Em contrapartida, a atividade da enzima NADPH oxidase, geradora de O2
•-, mostrou-se 

aumentada nos animais com boa resposta antidepressiva. Especulamos que este achado pode 

ser uma resposta adaptativa ao aumento dos níveis de H2O2 observados no grupo RT.  De forma 

geral, nossos resultados sugerem que uma menor atividade da CAT promova uma maior 

formação de H2O2, especialmente no hipocampo. Pereira e colaboradores (2020) demonstraram 

em um modelo animal que a apocinina, um potente antioxidante e inibidor da NADPH oxidase, 

foi capaz de reverter o comportamento tipo-depressivo. Gomes et al. (2009) sugerem que 

agentes antioxidantes, vitaminas C e E associadas, têm o potencial de produzir efeitos benéficos 

tanto em pacientes portadores de DM sensível aos agentes antidepressivos convencionais como 

em pacientes resistentes a estes fármacos. 
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Apesar de estudos indicarem que as citocinas inflamatórias estão associadas à DM e 

também à DRT, não se sabe exatamente como e nem quais delas participam ativamente do 

processo. Neste estudo, demonstramos que os níveis de IFN-γ e IL-17 estavam aumentados no 

soro dos animais resistentes à fluoxetina, enquanto não observamos alterações significativas 

sobre a IL-2 e a IL-4. KIM et al. (2019) observaram, em um modelo animal, que o estresse leve 

cumulativo foi capaz de induzir a elevação de IL-17, sugerindo que ela está envolvida no 

comportamento do tipo depressivo. A IL-17 também já foi sugerida como um marcador de piora 

na resposta à monoterapia antidepressiva, na qual os pacientes que apresentam maiores níveis 

dela, têm uma menor redução dos sintomas (JHA et al. (2017). 

Outro parâmetro avaliado entre as subpopulações foi o nível sérico de corticosterona, e 

apesar de muitos estudos reforçarem a sua conexão com a DM e o comportamento do tipo 

depressivo em animais, também há resultados divergentes. Nós não observamos diferenças 

significativas sobre os níveis de corticosterona entre os animais resistentes e com boa resposta 

ao tratamento antidepressivo. No entanto, Galvão et al. (2018) observou hipercortisolemia em 

pacientes com DRT. Por outro lado, Markopouou et al. (2021) não demonstraram diferenças 

significantes nos níveis de cortisol de pacientes saudáveis e DRT. Ventura-Juncá et al. (2014) 

observaram que animais portadores do polimorfismo rs242939 do gene CRHR1 apresentaram 

resposta precoce ao tratamento de fluoxetina, mas não constataram relação entre os níveis de 

cortisol e os polimorfismos estudados.  

Assim, nossos achados sugerem que uma menor resposta à fluoxetina está relacionada 

a um desequilíbrio oxidativo hipocampal, bem como a um aumento periférico nos níveis de IL-

17 e IFN-γ, sugerindo que esses elementos possam ser alvos importantes no tratamento da DRT. 

Embora ainda sejam necessários mais estudos à respeito de como esses processos interferem 

detalhadamente na resistência farmacológica.  
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6 CONCLUSÕES 

 

 A administração crônica de corticosterona (ACC) foi capaz de induzir comportamento 

tipo -depressivo e tipo-ansioso nos animais; 

 Os animais que apresentaram uma resposta diminuída a fluoxetina (RT) demonstraram 

um comportamento tipo-ansioso quando comparado aos grupos controle e BRA.  

 Os animais do grupo RT apresentaram maiores níveis de H2O2 e menor atividade da 

catalase quando comparados ao grupo BRA.  

 A IL-17 e o IFN-γ parecem estar envolvidos na resistência à fluoxetina, uma vez que os 

animais do grupo RT apresentaram maiores níveis periféricos dessas citocinas; 

 Uma menor resposta à fluoxetina parece estar mais envolvida com a presença de 

processos inflamatórios e oxidativos que com nível sérico de corticosterona. 
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