provided by Repositério Institucional da UFSC

Luana Meller Manosso

AVALIAGAO DO EFEITO DA VITAMINA E EM MODELO
ANIMAL DE COMPORTAMENTO DEPRESSIVO INDUZIDO
POR TNF-a

Dissertagdo submetida ao Programa de
Pés Graduagdo em Neurociéncias da
Universidade Federal de Santa
Catarina para a obtencdo do Grau de
Mestre em Neurociéncias.

Orientador: Prof2 Dr2 Ana Llcia
Severo Rodrigues

Floriandpolis
2013


https://core.ac.uk/display/30384136?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragéo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Manosso, Luana Meller

Avaliacdo do efeito da vitamina E em modelo animal de
comportamento depressivo induzido por TNF-&#945;
[dissertacgdo] / Luana Meller Mancssc ; orientadora, Ana
Licia Sewverc Rodrigues - Florianépolis, SC, 2013.

140 p. ; 2lcm

Dissertagde (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de DPos-
Graduagdc em Neurociéncias.

Inclui referéncias

1. Neurociéncias. 2. Depressdo. 3. Vitamina E. 4.
Inflamag3o. I. Rodrigues, Ana Licia Severo. II
Uniwversidade Federal de Santa Catarina. Programa de Pds-
Graduagdo em Neurociéncias. III. Titulo.










Este trabalho é dedicado a minha
amada familia.






AGRADECIMENTOS

A minha familia, em especial aos meus pais Antoninho e Mara,
ao meu irmao Angelo e aos meus avés Zulma e Elio, por contribuirem
para a formacdo do meu carater, pelo amor incondicional, compreenséo,
paciéncia e aporte psicoldgico e financeiro.

Ao meu namorado Gabriel, pelo amor, companheirismo,
compreensdo nos momentos dificeis e pelo constante incentivo durante
esta trajetdria.

A professora Ana Lucia Severo Rodrigues, pela confianca
depositada desde o inicio, pela orientacdo prestada, pelos ensinamentos
e pela amizade.

Aos colegas do Laboratério de Neurobiologia da Depressao:
Morgana, Vivian, Andiara, Juliana, André, Priscila, Camille, Luis,
Agatha, Francis, Mauricio, Giordano, Camila, Josiane e Daniele pelo
convivio e amizade. Um obrigada muito especial a Morgana, pela
enorme paciéncia na realizacdo dos experimentos e nos indmeros
auxilios pds-experimento; a Vivi, por dividir comigo os experimentos; a
Camille, pelo companheirismo dos vérios dias de blotting; & Pri por
ajudar na elaboracdo das figuras; e aos colegas Andiara, Juliana e André
por terem ajudado nos experimentos. A ajuda de vocés foi essencial para
a realizagéo deste trabalho.

As minhas eternas amigas Bruna, Carla, Gabriela, Talita, Débora,
Karina e Fernanda pela amizade de anos e momentos vividos.

Aos professores e alunos do PPG em Neurociéncias pelos
ensinamentos, auxilios e discuss6es em disciplinas. Um agradecimento
especial ao professor Alcir por possibilitar a realizacdo do estagio de
docéncia em sua disciplina e pela contribuicdo em artigos.

Ao Nivaldo, secretario do PPG-Neurociéncias, pelos varios
auxilios prestados e disponibilidade.

Aos animais experimentais por viabilizarem o estudo e por
contribuirem pelo aprimoramento do conhecimento cientifico.

A CAPES pelo apoio financeiro.






RESUMO

A vitamina E tem vérias fungdes fisiol6gicas nos humanos, incluindo
acdo antioxidante e anti-inflamatéria, além de ser um nutriente
importante para o sistema nervoso central (SNC). O papel dessa
vitamina na prevencao e/ou tratamento de algumas doencas neurolégicas
tem sido sugerido em estudos pré-clinicos e clinicos. Além disso, o
envolvimento da vitamina E na modulacdo da depressdao, uma doenca
neuropsiquiatrica prevalente no mundo ocidental, ¢ um assunto que tem
emergido nos trabalhos recentes. Muitos fatores tém sido implicados na
fisiopatologia da depressdo, incluindo a inflamacdo e a apoptose
neuronal. Desse modo, o objetivo desse trabalho foi investigar o efeito
antidepressivo do a-tocoferol, uma das formas mais abundantes da
vitamina E, em um modelo animal de comportamento depressivo
induzido pela citocina pré-inflamatéria fator de necrose tumoral-o
(TNF-a)), avaliar o possivel efeito sinérgico do a-tocoferol com
antidepressivos (fluoxetina, imipramina e bupropiona), bem como o
envolvimento dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e da 6xido
nitrico sintase neuronal (NNOS). Além disso, foi investigada a influéncia
da administracdo aguda de TNF-a e/ou o-tocoferol sob os niveis de
proteinas envolvidas na apoptose (Bax, Bcl2) e a fosforilagdo da
glicogénio sintase cinase-33 (GSK-3p) no hipocampo de camundongos.
Os resultados demonstraram que: a) 0 TNF-a administrado de forma
aguda (0,001 fg/sitio, i.c.v.) aumentou o tempo de imobilidade no teste
de suspensdo pela cauda (TSC); b) administracdo aguda de diferentes
doses de a-tocoferol (10, 30 e 100 mg/kg; p.o.) impediu 0 aumento no
tempo de imobilidade induzido pelo TNF-a; ¢) uma dose subativa de a-
tocoferol (10 mg/kg) e/ou doses subativas de fluoxetina (5 mg/kg, p.o.;
inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina), imipramina (0,1 mg/kg,
p.o.; antidepressivo triciclico), bupropiona (1 e 10 mg/kg, p.o.; inibidor
da recaptacdo de dopamina e noradrenalina), MK-801 (0,001 mg/kg,
p.o.; antagonista de receptores NMDA); ou 7-nitroindazol (25 mg/kg,
i.p.; inibidor da nNOS) preveniu o comportamento tipo depressivo
induzido por TNF-a; d) nenhum dos tratamentos alterou o nimero de
cruzamentos no teste do campo aberto (TCA), demonstrando que a
atividade locomotora dos camundongos ndo foi afetada; €) o tratamento
agudo com TNF-a ou a-tocoferol ndo alterou os niveis hipocampais de
Bax e Bcl2 ou a fosforilagdo de GSK-3p. Em conjunto, os resultados
sugerem um efeito tipo antidepressivo sinérgico do a-tocoferol com
antidepressivos em um modelo de comportamento tipo depressivo



induzido por um insulto inflamatério, sugerindo que esta vitamina é uma
canditada para otimizar a farmacoterapia convencional da depressao.

Palavras-chave: Antidepressivos. Depressdo. Inflamagdo. Vitamina E.
Teste de suspensao pela cauda.



ABSTRACT

Vitamin E has various functions in humans, including antioxidant and
anti-inflammatory actions, besides being an important nutrient for the
central nervous system (CNS). The role of this vitamin in the prevention
and/or treatment of some neurological diseases has been suggested by
several preclinical and clinical studies. Furthermore, the involvement of
vitamin E in the modulation of depression, a prevalent neuropsychiatric
disease in the occidental world, is an issue that has been emerging in
recent studies. Many factors have been implicated in the
pathophysiology of depression, including inflammation and neuronal
apoptosis. Thus, the aim of this study was to investigate the
antidepressant effect of a-tocopherol, one of the most abundant forms of
vitamin E, in an animal model of depressive behavior induced by the
inflammatory cytokine tumor necrosis factor-a (TNF-a), and to evaluate
the possible synergistic effect of a-tocopherol with antidepressants
(fluoxetine, bupropion and imipramine), and the involvement of N-
methyl-D-aspartate (NMDA)-receptor and the neuronal nitric oxide
synthase (NNOS). Furthermore, it was investigated whether TNF-a
and/or a-tocopherol might influence the expression of proteins involved
in apoptosis (Bax, Bcl2) and glycogen synthase kinase-3p (GSK-3p)
phosphorylation, in the hippocampus of mice. The results showed that:
a) TNF-a administered acutely (0.001 fg/site, i.c.v.) increases the
immobility time in the tail suspension test (TST); b) Acute
administration of different doses of a-tocopherol (10, 30 and 100 mg/kg;
p.o.) prevented the behavioral effect induced by TNF-a; ¢) sub-effective
dose of a-tocopherol (10 mg/kg, p.o.) and/or sub-effectives doses of
fluoxetine (5 mg/kg, p.o.; selective serotonin reuptake inhibitor),
imipramine (0.1 mg/kg, p.o.; tricyclic antidepressant), bupropion (1
mg/kg, p.o.; dopamine and norepinephrine reuptake inhibitor), MK-801
(0.001 mg/kg, p.o.; NMDA receptor antagonist) or 7-nitroindazole (25
mg/kg, i.p.; nNNOS inhibitor) prevented the depressive-like effect
induced by TNF-o; d) none of the treatments altered the number of
crossings in the open field test, demonstrating that the locomotor
activity of mice was not affected, ) acute treatment with TNF-a and/or
a-tocopherol did not alter the levels of Bax and Bcl2 or the
phosphorylation of GSK-3p. Together, our results show a synergistic
antidepressant-like effect of a-tocopherol with antidepressants against
the depressive-like behavior induced by an inflammatory insult,
suggesting that this vitamin may be interesting to optimize conventional
pharmacotherapy of depression.



Keywords: Antidepressant. Depression. Inflammation. Vitamin E. Tail
suspension test.
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1 INTRODUCAO
1.1 DEPRESSAO

De acordo com a Associacdo Americana de Psiquiatria
(AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION, 1994), os transtornos
de humor séo cronicos, severos e potencialmente ameacadores de vida.
Esses transtornos estdo associados com anormalidades tanto
comportamentais quanto cognitivas e varias regides cerebrais podem
estar envolvidas na neuroanatomia desses transtornos, como cértex pré-
frontal, talamo, amigdala, hipocampo, estriado, entre outras (DREVETS
et al.,, 1992; FRANGOU, 2009). A etiologia e neurobiologia dos
transtornos de humor ainda ndo estdo completamente elucidadas, mas
sabe-se que esses transtornos sdo multifatoriais e envolvem tanto fatores
ambientais quanto fatores genéticos e epigenéticos (MANJI et al., 2001;
NESTLER et al., 2002; TSANKOVA et al., 2007).

Dentre os transtornos de humor, destaca-se a depresséo, que €é
um transtorno de humor do tipo unipolar com alta prevaléncia e
incidéncia, principalmente no mundo ocidental. Estima-se que cada
pessoa tem um risco de cerca de 17% em desenvolver algum episédio
depressivo ao longo da sua vida (KESSLER et al., 2005; BERTON;
NESTLER, 2006; DUMAN; VOLETI, 2012). Além disso, a depressao €
mais comum em mulheres do que em homens (2:1) e a faixa etaria mais
afetada é dos 25 aos 44 anos (WONG; LICINIO, 2001; TIERNEY,
2007).

A Organizacdo Mundial de Salde considera que a depressao é
uma das doencas mais onerosas para a sociedade, com altos custos
sociais e pessoais, diminui¢do da produtividade do trabalho e aumento
na utilizacdo dos servicos de salde (KATON, 2003; SIMON, 2003;
NEMEROFF, 2007). A Organizacdo Mundial de Salde também estima
que a depressao unipolar maior sera a principal causa de incapacitagéo
em 2030 (LEPINE, BRILEY, 2011).

Pacientes com depressdo apresentam uma diminuicdo na
qualidade de vida, com altas taxas de comorbidade e mortalidade,
trazendo varias consequéncias sociais, psicoldgicas, fisicas e
econdmicas, além de propiciar uma alta taxa de suicidio (NEMEROFF;
OWENS, 2002; NEMEROFF, 2007; TIERNEY, 2007; DUMAN;
VOLETI, 2012). No que diz respeito as comorbidades, é interessante
referir que varias doencas estdo associadas com a depressao,
principalmente diabetes tipo Il, doenca cardiovascular, hipertensdo,
acidente vascular cerebral, doengas neurodegenerativas, entre outras
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(GAVARD; LUSTMAN; CLOUSE, 1993; JONAS; FRANKS;
INGRAM, 1997; EVANS et al., 2005; ANISMAN; MERALLI;
HAYLEY, 2008; WHOOLEY, 2009; WOLKOWITZ;, REUS;
MELLON, 2011).

Os principais sintomas da depressdo sdao humor deprimido e/ou
anedonia, que é a perda de prazer por atividades antes consideradas
prazerosas. Entretanto, outros sintomas também podem estar presentes,
como por exemplo, alteracdo no peso, no apetite e no sono, fadiga,
sentimento de culpa, dificuldade de concentracdo, pensamento suicida,
entre outros. Para ser diagnosticado com depressdo, o individuo deve
apresentar, por um periodo de no minimo duas semanas, pelo menos
cinco dos sintomas listados na Tabela 1, sendo que, obrigatoriamente, a
pessoa deve apresentar o primeiro (humor deprimido) e/ou o segundo
(anedonia)  sintoma  listado  (AMERICAN PSYCHIATRY
ASSOCIATION, 1994).

Tabela 1 - Critérios diagndsticos da depressdo de acordo com o
Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais, quarta
edicdo (DSM-IV).

. Humor deprimido
. Anedonia

. Falta de esperanca, desespero, sentimento de culpa ou desvalia
. Perda de peso e apetite/ ganho de peso ou apetite

. Agitacdo psicomotora/ letargia

. Fadiga ou falta de energia

. Pensamentos recorrentes de morte ou suicidio

. Dificuldade de concentracéo

. Insdnia/hipersobnia

O©Oo0O~NO O WNPEF

Fonte: Manual Diagndstico e Estatistico dos Disturbios Mentais (AMERICAN
PSYCHIATRY ASSOCIATION, 1994)

A hipétese monoaminérgica foi a primeira hipotese postulada
para explicar a fisiopatologia da depresséo, sugerindo que esse distirbio
resulte de uma diminuicdo das monoaminas (serotonina, noradrenalina e
dopamina) na fenda sindptica ou de alguma alteracdo em seus
receptores, levando a um prejuizo na neurotransmissao monoaminérgica
(WONG; LICINIO, 2001; ELHWUEGI, 2004). No entanto,
considerando que esta hipdtese possui varias limitagdes como o atraso
na remissdo dos sintomas apds o tratamento com antidepressivos
(NEMEROFF; OWENS, 2002), grande nimero de respostas parciais ou
auséncia de respostas (RUHE et al., 2011), outras hipoteses, sistemas de
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neurotransmissores ou fatores tém sido implicados na fisiopatologia e/ou
tratamento deste transtorno de humor. Dentre eles destacam-se: o
glutamato e os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (SANACORA
et al., 2008; GHASEMI; RAZA; DEHPOUR, 2010), a via da L-
arginina-oxido nitrico (NO) (HARKIN et al., 1999; MORETTI et al.,
2011), a hipdtese neurotréfica (DUMAN et al., 1997; DUMAN;
MONTEGGIA, 2006), as vias inflamatérias (MAES, 2008; CATENA-
DELL’OSSO et al., 2011); a desregulacdo no eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) (PARIANTE; MILLER, 2001; CHOPRA;
KUMAR; KUHAD, 2011), o estresse oxidativo (IRIE et al., 2005;
SARANDOL et al., 2007; BEHR et al., 2012), entre outras.

A seguir serdo discutidas as hipotese relacionadas com o presente
trabalho.

1.1.1 Sistemas monoaminérgico, glutamatérgico e via da L-arginina
oxido nitrico

A hipo6tese monoaminérgica da depressao foi postulada por volta
de 1965 e postula que essa doenga pode ser consequéncia, pelo menos
em parte, de uma reducédo dos niveis de monoaminas na fenda sinaptica
ou alteragdo nos receptores desses neurotransmissores, prejudicando a
neurotransmissdo monoaminérgica. Essa hipétese € reforcada pelo
conhecimento do mecanismo de acdo da maioria dos antidepressivos
utilizados na clinica, que se baseia, principalmente, no aumento da
disponibilidade dos neurotransmissores monoaminérgicos na fenda
sindptica (SCHILDKRAUT, 1965; ELHWUEGI, 2004; NEMEROFF,
2007; PRINS et al., 2011).

O sistema serotoninérgico foi o primeiro sistema cujo
envolvimento na etiologia e tratamento da depressao foi demonstrado. A
serotonina é um importante neurotransmissor associado a varios efeitos
fisiolégicos do sistema nervoso central (SNC), dentre eles, destaca-se
seu papel na ingestdo de alimentos, termorregulacdo, ciclo sono e
vigilia, memoria, além de ser importante na regulacdo do humor.
(CHASE; MURPHY, 1973; COCCARO et al., 1990; DAUBERT;
CONDRON, 2010). Pacientes com depressdo apresentam alteragcdo nos
niveis de serotonina, que sdo revertidas apés a utilizacdo de
antidepressivos como o0s inibidores seletivos da recaptacéo de serotonina
(ISRS) (RISCH; NEMEROFF, 1992; ELHWUEGI, 2004; WONG et al.,
2005). Estudos com deplecdo de triptofano, que é o aminoéacido
precursor da serotonina, confirmam a relacdo entre serotonina e
depressdéo (TAYLOR et al., 2005). Corroborando com essas
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informagfes, uma recente revisdo demonstrou o envolvimento de
diversas classes de receptores para serotonina na acdo terapéutica de
drogas antidepressivas (ARTIGAS, 2012).

Em paralelo ao sistema serotoninérgico, o sistema noradrenérgico
também esta envolvimento na fisiopatologia da depressdo, sendo alvo no
tratamento com antidepressivos (MILLAN, 2004; TAYLOR et al.,
2005). A noradrenalina é um importante mensageiro quimico
encontrado no sistema nervoso e possui fungBes endocrinas e
autondmicas, além de ser importante para o aprendizado, memoria e
regulacdo do estado afetivo, incluindo regulacdo o humor (WANG et
al., 1999). A depressdo parece estar associada a uma hipofuncdo do
sistema noradrenérgico, sendo que alguns antidepressivos agem através
de um aumento na disponibilidade de noradrenalina na fenda sinaptica
(TAYLOR et al., 2005). Um dos alvos dos antidepressivos, por
exemplo, sdo os transportadores de noradrenalina, que sdo 0s
responsaveis pela recaptacdo da noradrenalina para 0 neurdnio pré-
sinaptico (BENMANSOUR et al., 2004).

Alteracfes no sistema dopaminérgico também estdo implicadas
na depressdo (DAILLY et al., 2004; MILLAN, 2004). A dopamina é um
neurotransmissor importante no circuito neuronal que controla o sistema
de recompensa (HABER; KNUTSON, 2010). Além disso, disfungdes
nas vias dopaminérgicas mesolimbicas e mesocorticais estdo implicadas
em algumas caracteristicas da depressdo, como melancolia, anedonia e
alteracbes cognitivas (MILLAN, 2004). E interessante notar que uma
caracteristica comum de alguns antidepressivos é aumentar, de forma
indireta, os niveis extracelulares de dopamina no cortex frontal
(MILLAN; LEJEUNE; GOBERT, 2000). Além disso, embora os
antidepressivos normalmente ndo aumentem a liberacéo de dopamina no
nicleo accumbens, o tratamento crdnico com esses medicamentos
reforca a sinalizacdo dopaminérgica e produz alteracfes adaptativas em
receptores mesolimbicos (VETULANI; NALEPA, 2000). Vale ressaltar
que, na clinica, podem ser utilizados antidepressivos como a
bupropiona, que € inibidor da recaptacdo de noradrenalina e dopamina,
cuja eficacia tem sido comparada a de outras classes de antidepressivos
(STAHL et al., 2004).

Além do sistema monoaminérgico, acredita-se que 0s receptores
NMDA, um subtipo de receptor ionotropico do neurotransmissor
glutamato, também estejam envolvidos na fisiopatologia da depressao
(SKOLNICK, 1999; ZARATE et al., 2010). O glutamato é o principal
neurotransmissor excitatério do SNC e estd envolvido na plasticidade
sindptica, aprendizado e meméria (TZSCHENTKE, 2002; PLATT,
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2007). Estudos demonstram a ocorréncia de alteracGes nos niveis desse
neurotransmissor no liquido cefalorraquidiano de pessoas com
depresséo ou outros transtornos de humor (LEVINE et al., 2000; FRYE
et al., 2007), além de um nivel mais elevado de glutamato no plasma
(MITANI et al., 2006) e no encéfalo (HASHIMOTO; SAWA; 1YO,
2007).

Sabe-se ainda, que antagonistas de receptores NMDA apresentam
atividade antidepressiva em estudos pré-clinicos e clinicos (MATHEW,
KEEGAN; SMITH, 2005; GARCIA et al, 2008; CHUNG, 2012;
SANACORA; TRECCANI; POPOLI, 2012). Zarate e colaboradores
(2006) e Price e colaboradores (2009), por exemplo, demonstraram que
2 horas apds uma administragdo de uma dose subanestésica de cetamina
(um antagonista de receptores NMDA) houve uma melhora nos
sintomas depressivos em pacientes diagnosticados com depressdo. Além
disso, Zarate et al. (2006) perceberam que a melhora dos sintomas
depressivos persistia por 1 semana apds a administracdo aguda de
cetamina em pacientes com diagnoéstico de depressdo. Outros estudos
evidenciaram que inibidores do receptor NMDA conseguiram modular o
sistema monoaminérgico, aumentando o0s niveis de dopamina e
serotonina e alterando a densidade dos receptores serotoninérgicos 5-
HT1a no encéfalo de ratos (LOSCHER; ANNIES; HONACK, 1991;
WEDZONY et al., 1997).

Uma das consequéncias da ativacdo dos receptores NMDA é a
ativacdo da enzima oxido nitrico sintase neuronal (nNOS) que catalisa a
conversdo de L-arginina em NO e L-citrulina em resposta ao influxo de
fons célcio mediado pelos receptores NMDA (CALABRESE et al.,
2007; STEINERT; CHERNOVA; FORSYTHE, 2010). O NO tem sido
considerado uma substancia neurotransmissora, além de modular os
neurbnios monoaminérgicos. O NO também estd envolvido em
patologias do SNC, como esquizofrenia, ansiedade e depresséo
(ESPLUGUES, 2002; DHIR; KULKARNI, 2011), além de estar
implicado na morte neuronal induzida pelo glutamato (STRIJBOS;
LEACH; GARTHWAITE, 1996).

Na depressdo, estudos apontam que a administracdo de L-arginina
e, por consequéncia, o0 aumento de NO, reverte o efeito antidepressivo
de alguns medicamentos como a bupropiona e imipramina e a
duloxetina (HARKIN et al., 1999; DHIR; KULKARNI, 2007; KRASS
et al., 2011; ZOMKOWSKI et al., 2012). Além disso, Lee e
colaboradores (2006) evidenciaram que a elevacgdo plasmatica de NO foi
associada ao aumento de tentativas de suicidio, principalmente em
pacientes com depressdo. Corroborando com esses dados, ja foi
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demonstrado que alguns antidepressivos que agem no sistema
serotoninérgico diminuem a atividade NOS in vitro, entretanto, isso ndo
ocorre ex vivo (em doses usadas na clinica), o que faz os autores
sugerirem que 0s antidepressivos serotoninérgicos possuem uma agéo
secundéria nos receptores NMDA ao invés de agirem diretamente na
enzima NOS (WEGENER et al., 2003).

1.1.2 Inflamacéo

A depressdo também tem sido associada com alteracfes nas vias
inflamatorias (DANTZER et al., 2008; MAES, 2008; MCNALLY;
BHAGWAGAR; HANNESTAD, 2008; DINAN, 2009; MILLER,;
MALETIC; RAISON, 2009; MAES et al., 2011; LEONARD; MAES,
2012). A inflamag&o é um processo complexo que requer varios tipos de
células e moléculas que irdo agir de maneira coordenada com o objetivo
de controlar algum trauma ou dano tecidual (CHARO; RANSOHOFF,
2006; COSTA; INCIO; SOARES, 2007). Uma das moléculas
importantes para o controle da inflamag8o sdo as citocinas, as quais
fazem parte de uma familia de proteinas sinalizadoras que podem ser
secretadas por diferentes tipos celulares e que possuem varias atividades
bioldgicas. Algumas dessas citocinas intensificam o processo
inflamatério, chamadas de citocinas pré-inflamatérias. Em
contrapartida, outras citocinas, chamadas de citocinas anti-inflamatérias,
agem de maneira oposta, ou seja, auxiliam na diminuicdo da inflamag&o
(WATKINS; MAIER; GOEHLER, 1995; HURLEY; TIZABI, 2012).
Embora a descoberta da presenca de citocinas no encéfalo tenha
ocorrido ha algumas décadas, a funcéo fisiolégica e patoldgica das
citocinas nesse 6rgdo ainda nao esta totalmente elucidada, mas sugere-se
gue essas citocinas estejam envolvidas em algumas situa¢es como, por
exemplo, infeccdo, trauma, isquemia, doencas neurodegenerativas,
depressao, entre outras (KHAIROVA et al., 2009; DOWLATI et al.,
2010; HURLEY; TIZABI, 2012).

Apesar de o processo inflamatério ser benéfico em alguns casos,
uma desregulacdo na produgdo dessas citocinas, levando a uma situagdo
de inflamacdo crbnica, estd associada com algumas doengas, como
psoriase, artrite reumatoide, sindrome metabdlica, cancer, doencas
inflamatdrias intestinais, além de doencas neuroldgicas (MCGEER,;
MCGEER, 2004; COSTA; INCIO; SOARES, 2007; HURLEY;
TIZABI, 2012).

No encéfalo, a ativacdo de vias inflamatérias pode contribuir para
potenciar o estresse oxidativo, reduzir o suporte neurotrofico, aumentar
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a libertacdo de glutamato por neurénios e diminuir a sua recaptagdo por
astrcitos, causando excitotoxicidade glutamatérgica e perda de
elementos gliais (principalmente de oligodendrécitos), caracteristicas
gue também sdo encontradas em pacientes com depressdo (MAES,
2008; MCNALLY; BHAGWAGAR; HANNESTAD, 2008; MILLER,;
MALETIC; RAISON, 2009). Além disso, acredita-se que as citocinas
inflamatdrias exercam um papel neoromodulador, influenciando tanto o
comportamento quanto as respostas neuroquimicas e neuroenddcrinas
subjacentes aos transtornos depressivos (SCHIEPERS; WICHERS;
MAES, 2005).

Como revisado por Krishnadas e Cavanagh (2012), a relagdo
entre a depressdo e a inflamagdo surge principalmente devido a trés
razbes: a) a depressdo esta associada com o aumento de marcadores
inflamatdrios; b) doencas inflamatérias (periférica ou a nivel de SNC)
aumentam o risco de depressao; c) doentes tratados com citocinas tém
um risco aumentado de desenvolver depressao.

Conforme demonstrado em uma meta-andlise (HOWREN;
LAMKIN; SULS, 2009), a depressao foi positivamente associada com
0s niveis séricos ou plasmaticos de proteina C-reativa (PCR),
interleucina (IL)-1 e IL-6, que sdo citocinas inflamatdrias. Em outra
meta-analise, apds avaliar 24 estudos, Dowlati e colaboradores (2010)
evidenciaram um aumento da IL-6 e de fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) em pacientes com depressdo. Além disso, outro estudo
demonstrou que os pacientes deprimidos tinham diminuicdo dos niveis
séricos de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, e um aumento na
relacdo IL-6/IL-10 (DHABHAR et al., 2009). Cassidy-Bushrow et al.
(2012) também associaram sintomas depressivos com aumento da
inflamacdo em mulheres Africano-Americanas gravidas. No entanto,
outro estudo, que avaliou diversas citocinas inflamatérias em pacientes
com depressdo, ndo encontrou nenhuma mudanca nos niveis dessas
citocinas nesses individuos quando comparado com o grupo controle
(EINVIK et al., 2012).

Como revisado por O’Brien, Scott e Dinan (2004), IL-1,
interferon (IFN)-a, TFN-y e TNF-o aumentam a expressdo do
transportador de serotonina, levando a deplecdo de serotonina na fenda
sinaptica. Alguns estudos também sugerem que a susceptibilidade a
depressdao € aumentada na presenca de polimorfismos de genes de
citocinas como, por exemplo, dos genes que codificam 0 TNF-a e IL-1
(JUN et al., 2003; FERTUZINHOS et al., 2004). Em modelos animais,
a administracdo (sistémica ou centralmente) de citocinas proé-
inflamatdrias, tais como o IFN-a e TNF-o conduz a um comportamento
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semelhante a depressdo (KASTER et al., 2012; PING et al., 2012).
Além disso, em pessoas com cancer ou hepatite C cronica, a terapia com
IL-2 ou IFN-a leva a sintomatologia depressiva (CAPURON;
RAVAUD; DANTZER, 2000; BONACCORSO et al., 2001). Por outro
lado, a administracdo intracerebroventricular (i.c.v.) de anticorpos
contra TNF-a em ratos (REYNOLDS et al.,, 2004) e 0 uso de
medicamentos blogueadores do TNF-o em humanos (KRISHNAN et
al., 2007), propiciam um efeito tipo antidepressivo.

Outros estudos (KENIS; MAES, 2002; NISHIDA et al., 2002)
mostram que alguns antidepressivos, tais como ISRS, triciclicos e
inibidores da monoamino oxidase (MAQO) tem efeito anti-inflamatorio.
A terapia classica com esses antidepressivos, por exemplo, diminuiu
citocinas pré-inflamatorias (XIA; DEPIERRE; NASSBERGER, 1996;
LANQUILLON et al.,, 2000; TUGLU et al.,, 2003) e/ou aumentou
citocinas anti-inflamatérias (MAES et al., 1999; KUBERA et al., 2001).
Corroborando com esses achados, em dois estudos realizados por Taler
e colaboradores (TALER et al., 2007, 2008) a administracdo de dois
tipos de ISRS (sertralina e paroxetina) foi capaz de diminuir a secrecdo
de TNF-a perifericamente e diminuir a atividade da ciclooxigenase
(enzima envolvida no processo de inflamacdo), sugerindo que esses
antidepressivos podem ter acdo imunomoduladora, diminuindo a
inflamag&o. Outro estudo mostrou que a desipramina, um antidepressivo
da classe dos triciclicos, impediu o efeito da administracdo de
lipopolissacarideo (LPS) bacteriano sobre a expressdo de genes
inflamatorios, como genes responsaveis pelo aumento de TNF-a e IL-
1B, além de diminuir a expressdo da enzima oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS) e a ativagdo do fator nuclear kB (NFxB) no cértex de
ratos (O’SULLIVAN et al., 2009). A desipramina também foi capaz de
diminuir 0 mRNA do TNF-a localizado em neur6nios especificos de
areas cerebrais relacionadas com o humor (NICKOLA et al., 2001).
Vale ressaltar que a maioria dos antidepressivos possui alguma acgao
anti-inflamatoria especifica, a qual pode correlacionar-se com a eficacia
terapéutica desses farmacos (MAES et al., 2009).

As citocinas produzidas perifericamente podem atingir ou mandar
sinais para 0 SNC através de 3 mecanismos principais: (1) ingresso no
SNC através de regides permeaveis da barreira hematoencefalica, como
0s Orgdos circunventriculares, que sdo desprovidos de barreira
hematoencefalica; (2) ligacdo em moléculas carreadoras de citocinas,
que sdo expressas no endotélio cerebral; (3) transmissdo de seus sinais
até nucleos cerebrais especificos através da ativacdo de fibras aferentes
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vagais (SCHIEPERS; WICHERS; MAES, 2005; RAISON; CAPURON;
MILLER, 2006; KHAIROVA et al., 2009).

De acordo com a hipétese inflamatéria da depresséo, quando uma
inflamac&o periférica atinge o encéfalo, a microglia é a primeira célula a
ser ativada e a responder a esse estimulo. A microglia ativada, por sua
vez, inicia uma cascata inflamatéria, conduzindo a liberacdo de
citocinas, quimiocinas, mediadores inflamatorios, espécies reativas de
oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS), os quais irdo
induzir a ativacéo dos astrdcitos, amplificando os sinais inflamatérios no
SNC (MILLER; MALETIC; RAISON, 2009). Os elevados niveis de
citocinas pro-inflamatdrias (tais como TNF-a, IL-13) no encéfalo ou o
estresse oxidativo ocasionado pelo excesso de ROS e RNS levardo a
ativacdo da enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), a qual
convertera o triptofano em quinurenina, e, por consequéncia, diminuira
0s niveis de serotonina, jA& que o triptofano é o precursor desse
neurotransmissor  (WICHERS; MAES, 2004; MCNALLY;
BHAGWAGAR; HANNESTAD, 2008; LEONARD; MAES, 2012). No
encéfalo, a conversdo do triptofano em quinurenina ocorre
principalmente nos astrocitos e na microglia, apesar de alguns neurénios
também possuirem a enzima para a conversao. A quinurenina também
pode vir da periferia (ex: figado, pulméo, placenta, rins, bago), uma vez
gue pode ser gerada pela enzima triptofano 2,3-dioxigenase ou pela
IDO, que convertem o triptofano em quinurenina (MYINT,;
SCHWARZ; MULLER, 2012). No encéfalo, a quinurenina pode ser
convertida em &cido quinurénico nos astrocitos ou em acido quinolinico
na microglia. O &cido quinurénico pode inibir a liberacdo de glutamato e
diminuir a liberagcdo de dopamina, que como ja mencionado, é um dos
neurotransmissores envolvidos na fisiopatologia da depressédo.
Inversamente, o &cido quinolinico, que é um agonista do receptor
NMDA, aumenta a liberacdo de glutamato, contribuindo para a
excitotoxicidade glutamatérgica e para o estresse oxidativo (WICHERS;
MAES, 2004; MCNALLY; BHAGWAGAR; HANNESTAD, 2008;
LEONARD; MAES, 2012; MYINT; SCHWARZ; MULLER, 2012).
Assim, 0 excesso de citocinas inflamatdrias no encéfalo pode agravar a
depressao.

Um estudo realizado com 31 pacientes controles e 30 pacientes
com depressdo (14 destes com historia de tentativa de suicidio)
demonstrou que o grupo de pacientes com historico de tentativa de
suicidio apresentou niveis aumentados de quinurenina quando
comparado ao grupo de pacientes sem histdrico de tentativa de suicidio,
sugerindo que um aumento na ativagdo dos receptores NMDA,
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associado com uma diminuigdo nos niveis de serotonina, pode predispor
o0 individuo a um risco aumentado de tentativa de suicidio (SUBLETTE
etal., 2011).

A Figura 1 mostra de forma simplificada a via do triptofano em
condicdes inflamatorias.

Triptofano
IDO
“I-
I L-Quinurenina l 5-hidroxi-triptofano

l 1 Serotonina

3(OH) quinurenina Acido quinurénico

-
3(OH) antranilico Receptor I
NMDA

|

Acido quinolinico _
Depressao
Risco de suicidio

Nicotinamida

Figura 1 - Triptofano e inflamag&o: um estimulo para a via das
quinureninas. Na presenca de citocinas inflamatérias, como o fator de
necrose tumoral a (TNF-a), ocorre um estimulo da enzima indoleamina
2,3-dioxigenase (IDO). Dessa forma, o triptofano diminui sua converséo
para serotonina e passa a se transformar mais em L-quinurenina. A L-
quinurenina pode se transformar em acido quinurénico, um antagonista
do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA — um subtipo de receptor do
glutamato) ou em &cido quinolinico, um agonista do receptor NMDA. A
associacdo da diminuicdo da serotonina com um aumento da ativacao
dos receptores NMDA, pelo aumento de acido quinolinico, pode
predispor o individuo a depressao e a um maior risco de suicidio.
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O excesso de citocinas inflamatérias também demonstra alterar o
eixo HPA, levando ao aumento do horménio liberador de corticotropina,
do horménio adrenocorticotrépico, dos niveis de cortisol e alteraces na
funcdo dos receptores de glicocorticoides, modificacbes essas, que
também sdo comuns em alguns pacientes com depressdo (PARIANTE;
MILLER, 2001; MILLER; MALETIC; RAISON, 2009; ANTONIOLI;
RYBKA; CARVALHO, 2012; ZUNSZAIN; HEPGUL; PARIANTE,
2012). A inflamacdo também leva & resisténcia ao glicocorticoide,
impedindo que esses exercam sua acao anti-inflamatoria, o que contribui
ainda mais para as mudancas no eixo HPA (ZUNSZAIN; HEPGUL;
PARIANTE, 2012).

Num estudo recente, apds a avaliacdo da expressdo de mRNA
(em células sanguineas periféricas de pacientes com depressdo) de
quatro genes envolvidos na inflamacéo, estresse oxidativo e nitrosativo,
concluiu-se que as vias de inflamacao e estresse oxidativo e nitrosativo
estdo envolvidos na fisiopatologia da depressio (GALECKI et al.,
2012). Apesar de varios estudos correlacionando a inflamagdo com
depressdo, ndo esta claro se a depressdo provoca alteragdes na resposta a
inflamacéo ou se a inflamagdo é um fator de risco para o surgimento de
transtornos depressivos (MILLER; MALETIC; RAISON, 2009).
Embora alguns estudos mostrem que farmacos com acdo anti-
inflamatoria ndo aprentam um efeito tipo antidepressivo (DEAK et al.,
2005), algumas substancias ou alimentos com propriedade anti-
inflamatoria apresentam efeitos tipo antidepressivo em modelos animais
de depressdo, como acidos graxos dmega-3 (VENNA et al., 2009),
curcumina (KULKARNI;  BHUTANI; BISHNOI, 2008), N-
acetilcisteina (FERREIRA et al., 2008), cacau (MESSAOUDI et al.,
2008), roma (MORI-OKAMOTO et al., 2004), entre outros. Além disso,
alguns estudos mostraram que drogas antidepressivas como a cetamina
(CHANG et al., 2009; LOIX; DE KOCK; HENIN, 2011), a fluoxetina e
o citalopram (ABDEL-SALAM; BAIUOMY; ARBID, 2004; SACRE et
al., 2010) apresentaram efeito anti-inflamatério.

1.1.3 Relacao da depressdo com a neurogénese e a morte celular

As hipoteses prévias que tentavam explicar as causas e 0S
mecanismos envolvidos com o tratamento para a depressao se baseavam
nos efeitos agudos dos antidepressivos. Entretanto, com as observagdes
clinicas de que a resposta terapéutica sé ocorre algumas semanas apds o
inicio do tratamento, percebeu-se que adaptagdes na agdo aguda dos
antidepressivos também sdo necessérias para a sua agdo. Exemplos
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dessas adaptacGes sdo: regulagdo da transcricdo de genes, regulagdo das
cascatas de sinalizacdo e dos receptores de neurotransmissores, além de
alteragdes na morfologia e nimero de neur6nios. Com base nisso, hoje
ja se discute sobre o papel da neurogénese e neurodegeneracdo na
etiologia e tratamento da depressdo (DUMAN, 2004; FUCHS et al.,
2004).

Embora alguns trabalhos ndo tenham mostrado alteragdo no
volume hipocampal de pacientes com depressdo, (VAKILI et al., 2000;
POSENER et al, 2003), varios outros estudos evidenciaram
modificacdes no volume hipocampal de pacientes com esse distlrbio
psiquiatrico, sugerindo a ocorréncia de alteracBes na neurogénese
(MACQUEEN et al., 2003; SHELINE; GADO; KRAEMER, 2003;
SAHAY; HEN, 2007; COLE et al., 2010; MALYKHIN et al., 2010).
Cole e colaboradores (2010) demonstraram que pacientes com depressao
recorrente tinham uma diminuicdo no volume hipocampal quando
comparado com individuos controle e que pacientes com o primeiro
episodio de depressdo tinham apenas o hipocampo direito com volume
diminuido. Em outro estudo realizado por Malykhin et al. (2010) foi
evidenciado uma redugdo no volume hipocampal em pacientes com
depressdo, o0 qual foi reestabelecido pelo tratamento com
antidepressivos, quando comparado com pacientes controles e com
pacientes com depressdo ndo medicados. Corroborando com esses
dados, alguns estudos ja demonstraram que a administracdo cronica de
diversas classes de antidepressivos, como ISRS, inibidores seletivos da
recaptacdo de noradrenalina e inibidores da MAO, sdo capazes de
aumentar a neurogénese (MALBERG et al., 2000; MALBERG, 2004;
PERERA et al., 2007; ANACKER et al., 2011) e que os efeitos
comportamentais dos antidepressivos podem ser mediados por estimulo
da neurogénese no hipocampo (SANTARELLI et al., 2003; SAMUELS;
HEN, 2011).

Além de uma alteracdo na neurogénese, a perda do volume
hipocampal vista em pacientes com depressdo também pode ser devida a
uma maior morte de neurdnios, ja que o hipocampo é uma das regides
cerebrais mais vulnerdveis a perda desse tipo de célula (SAPOLSKY,
2000). Como revisado por Hurley e Tizabi (2012), processos
neurodegenerativos, que sdo acompanhados de perda ou atrofia de
neurdnios e de células da glia, séo fatores importantes que contribuem
para os distdrbios de humor.

A inflamacdo que, como ja mencionado, esta relacionada com a
depressdo, pode influenciar a funcionalidade neuronal principalmente
pelo fato de que citocinas inflamatérias como TNF-a e IFN-y
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conseguirem alterar processos metabolicos, estresse oxidativo,
excitotoxicidade e apoptose (HAYLEY et al., 2005). Trabalhos com o
TNF-0, citocina utilizada no presente trabalho, bem como com a IL-1, j&
mostraram que essas moléculas sdo capazes de exacerbar a morte
celular, prejudicar e neurogénese e levar a neurodegeneracdo (VIVIANI
et al., 2004; PATEL et al., 2006). O estresse oxidativo, que pode ser
ocasionado ou intensificado pela inflamacdo, leva, dentre outros
problemas, a danos em lipideos, proteinas e DNA, contribuindo para a
morte celular (MAES et al., 2011). Além disso, uma desregulacdo no
eixo HPA, comum em cerca de 50% os pacientes com depresséo e que
também pode ser intensificada pela inflamagéo, leva a uma sustentada
elevacdo dos glicocorticoides que, por sua vez, acarreta em uma
diminuicdo da neurogénese no hipocampo (SAPOLSKY, 2000;
DUMAN, 2004). O excesso de glicocorticoides também pode causar
efeitos toxicos para 0s neur6nios, principalmente por aumentar o calcio
livre no citoplasma e aumentar a quantidade de glutamato extracelular
na presenca de algum insulto, contribuindo para a morte neuronal (LEE;
OGLE; SAPOLSKY, 2002).

Varios mecanismos, neurotransmissores, mensageiros celulares e
proteinas estdo envolvidos com o processo de morte celular
(SAPOLSKY, 2000; LEE; OGLE; SAPOLSKY, 2002; HARA;
SNYDER, 2007). A familia Bcl2 é um conjunto de proteinas que
auxiliam na regulacdo da morte celular induzida por apoptose, ja que
elas integram sinais de morte e sobrevivéncia celular gerados dentro ou
fora da célula (BORNER, 2003). Nos mamiferos, a familia da Bcl2
consiste em pelo menos 30 proteinas que se diferenciam em menos de
20 residuos de aminodcidos no dominio de homologia & Bcl2 (BH)
(TZIFI et al., 2012). A familia Bcl2 é dividida em duas classes:
membros pré-apoptéticos, como a Bax e Bak e membros antiapoptéticos
como a Bcl2 e Bel-xL (ANTONSSON, 2001; BORNER, 2003). Estudos
mais recentes (TZIFI et al., 2012) mencionam uma terceira classe que €
constituida de membros pro-apoptéticos que possuem apenas o dominio
BH3 em comum, tais como Bad e Bid.

De maneira simplificada, pode-se dizer que a ativagdo da Bax ou
da Bak permite que o citocromo c seja liberado da mitocéndria para o
citosol da célula; no citosol, o citocromo ¢ se liga a proteinas
adaptadoras, como a Apaf-1, que irdo ativar as pro-cascapases em
caspases, que induzirdo a apoptose (ANTONSSON, 2001; TZIFI et al.,
2012). Outros membros da familia Bcl2, como a prépria Bcl2, impede a
ativacdo da Bax e, por consequéncia, previne a ativacao das caspases e a
apoptose (MURPHY et al., 2000; TZIFI et al., 2012). Embora esse seja
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0 mecanismo mais comentado, sabe-se que os membros da familia Bcl2
podem agir de diversas formas na regulacdo da morte celular: a)
formagc&o de poros na mitocondria, permitindo a liberagdo do citocromo
c; b) heterodimeziracdo entre membros pro- e antiapoptéticos da familia
Bcl2; ¢) regulagdo direta de caspases via moléculas adaptadoras; d)
interacdo com outras proteinas da mitocondria, que interferem ou na
saida de citocromo ¢ ou na homeostase mitocondrial; €) oligomerizacao
para formar canais i6nicos fracamente seletivos (HENGARTNER, 2000;
TZIFI et al., 2012).

A Bax esta presente principalmente no citosol e no reticulo
endoplasmatico da célula, enquanto que a Bcl2 esta presente na
membrana externa da mitocdndria, no envelope nuclear e no reticulo
endoplasmatico. Essas proteinas também estdo implicadas no controle
da liberacdo de célcio pelo reticulo endoplasmatico, fator esse que
também contribui para a apoptose (TZIFI et al., 2012). Vale ressaltar
que, devido ao seu papel na apoptose, as proteinas da familia Bcl2 tem
sido estudada em varios tipos de cancer, em situacdes em que ocorre a
atrofia de tecidos, em doengas neurodegenerativas, na depressdo, entre
outras doencas (COLITTI; STRADAIOLI; STEFANON, 2000;
MATTSON, 2000; KUBERA et al., 2011; TZIFI et al., 2012).

A enzima glicogénio sintase cinase-3 (GSK-3) também mostra
envolvimento na apoptose (GRIMES; JOPE, 2001; JOPE; JOHNSON,
2004; GOMEZ-SINTES et al., 2011). Inicialmente, a GSK-3 foi
identificada como uma enzima que participa do metabolismo do
glicogénio (COHEN, 1979). Entretanto, hoje j& se tem conhecimento
gue essa enzima é importante para a regulacdo de varios processos
celulares, entre eles arquitetura, funcdo e sobrevivéncia celular e que
uma desregulacdo dessa enzima pode influenciar varias doengas, como
por exemplo, diabetes, resisténcia a insulina, cancer, esquizofrenia,
Alzheimer, depressdo, entre outras (BEAULIEU; GAINETDINOV;
CARON, 2009; GOMEZ-SINTES et al., 2011).

Existem duas isoformas da GSK-3 (a e B). Essas isoformas sdo
estruturalmente similares, mas funcionalmente diferentes. GSK-3 ¢
ativada por fosforilagdo em residuos de tirosina e inativada por
fosforilagdo em residuos de serina, sendo que varias proteinas cinases
diferentes podem estar envolvidas na fosforilacdo da GSK-3, incluindo
proteina cinase B (Akt), proteina cinase A (PKA), proteina cinase C
(PKC), entre outras (JOPE; JOHNSON, 2004; CORTES-VIEYRA et
al., 2012). Dentre as fungdes da GSK-3, destaca-se, no presente
trabalho, sua funcdo na apoptose. A GSK-3 pode ter dois efeitos opostos
na apoptose: quando a apoptose é mediada pela via intrinseca
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(relacionada com a familia Bcl2 e liberacdo de citocromo c), a GSK-3
age como pré-apoptética, ou seja, ela estimula a apoptose
principalmente por interagir com proteinas como a Bax e estimular a
desintegracdo da mitocondria com maior liberagdo de citocromo c. Ja
guando a apoptose € mediada pela via extrinseca (relacionada com
ativacdo de receptores de morte, formacgdo do complexo de sinalizagdo
indutor de morte e subsequente ativacdo de caspase), a GSK-3 age como
antiapoptotica, evitando a morte celular (LINSEMAN et al., 2004;
BEUREL; JOPE, 2006; GOMEZ-SINTES et al., 2011).

A Figura 2 mostra de maneira resumida o envolvimento das
proteinas Bax, Bcl2 e GSK-3 na apoptose.
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Figura 2 — Envolvimento da Bax, Bcl2 e GSK-3 na apoptose. A
apoptose pode ser mediada pela via intrinseca ou extrinseca: a) Na via
intrinseca, apds um estimulo intracelular, a ativacdo da proteina Bax
leva a liberagdo de citocromo ¢ da mitoc6ndria para o citoplasma, que
por sua vez se liga a proteina adaptadora APAF1, ativando pr6-caspases
em caspases, que levardo a morte celular. Nessa via, a Bcl2 impede a
liberacdo de citocromo c, principalmente por interagir com a BAX,
desempenhando um papel antiapoptético; ja a glicogénio sintase cinase
3 (GSK-3) leva a um aumento na liberacdo de citocromo c por estimular
a desintegracdo da mitocdndria, desempenhando um papel proé-
apoptético. b) Na via extrinseca, ap6s a ativagdo do receptor de morte,
que pode ser ativado pelo fator de necrose tumoral (TNF) por exemplo,
ocorre a formag&o do complexo de sinalizagéo indutor de morte (DISC),
que leverd a ativagdo de prd-cascapse em caspases, ocasionando a morte
celular. Nessa via, a GSK-3 age bloqueando a formacdo do DISC,

desempenhando um papel antiapoptdtico.
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A GSK-3p ¢ ativada pela fosforilagdo no residuo tirosina 216 e
inativada pela fosforilagdo no residuo serina 9 (JOPE; JOHNSON,
2004). Além de estar envolvida na apoptose, a GSK-3B também ¢
importante na regulacdo da resposta inflamatdria. Semelhante ao que
ocorre na apoptose, a GSK-3f também desempenha um papel dual na
inflamagdo, sendo que a ativagdo ou inativagdo da GSK-3B pode
modular a atividade do NF-«B, promovendo ou inibindo a resposta
inflamatdria. A hipotese que se postula é que o efeito que a GSK-3f3
desempenhara ird depender do fator que desencadeou o processo
inflamatdrio, da célula envolvida e possivelmente do estado fisiolégico
da célula (GRAHAM; TULLAI; COOPER, 2010; CORTES-VIEYRA et
al., 2012).

Adicionalmente, alguns estudos mostraram associacdo entre
GSK-3B e modelos animais de depressdo, sendo que a inibi¢do dessa
proteina estava associada, pelo menos em parte, com a agéo terapéutica
de antidepressivos (GOULD et al., 2004; L1 et al., 2004; BEAULIEU et
al., 2008). Além disso, como revisado por Beaulieu, Gainetdinov e
Caron (2009), a via de sinalizacdo da GSK-3p pode ser modulada por
alteracGes na homeostase de monoaminas como a serotonina e a
dopamina. Um fato interessante é que a atividade da GSK-3p parece ser
dependente da idade, ja que existe estudo mostrando que a atividade da
GSK-3pB no cortex pré-frontal estava aumentada (KAREGE et al., 2007)
ou inalterada (PANDEY et al., 2009) em pacientes adultos vitimas de
suicidio, enquanto que em adolescentes que cometeram suicidio ocorreu
uma diminuicdo na atividade da GSK-3p no coértex pré-frontal
(PANDEY et al., 2009).

Além das proteinas j& mencionadas, neurotransmissores também
desempenham um papel importante na apoptose ou sobrevivéncia
neuronal (SAPOLSKY, 2000). O principal neurotransmissor envolvido
com a morte celular é o glutamato, que, ao se ligar aos receptor NMDA,
permite o influxo de célcio para dentro do neur6nio, além de ativar a
NNOS (HARA; SNYDER, 2007). Essas duas consequéncias fazem com
gue o excesso de glutamato na fenda sinaptica, caracteristica essa que
pode estar presente em pacientes depressivos com inflamacdo, possa
levar a morte neuronal por diversos fatores:

a) O aumento do NO inibe uma enzima presente na mitocéndria,
chamada de citocromo ¢ oxidase, o que levard a uma diminuicdo na
producdo de ATP podendo, desta forma, levar a morte celular
(MONCADA,; ERUSALIMSKY, 2002).

b) O NO pode reagir com o anion superoxido, formando
peroxinitrito, que pode causar danos no DNA, superativar a poli ADP —
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ribose polimerase, depletar NAD" e causar morte neuronal (JAGTAP;
SZABO, 2005).

¢) NO pode nitrosilar algumas proteinas, como por exemplo, a
metaloproteinase-9, que levara a apoptose neuronal (GU et al., 2002).

d) O aumento de célcio intracelular pode estimular a morte
celular por diversas maneiras diferentes, como por exemplo: através da
liberacdo de citocromo ¢ da mitocondria para o citosol, com
consequente ativacao de caspase; e através da ativacao de calpainas, que
sdo proteases estimuladas por calcio que, dentre suas fungdes, destaca-se
a clivagem de proteinas antiapoptdticas como a Bcl2 (RIEDL; SHI,
2004; VANDENABEELE; ORRENIUS; ZHIVOTOVSKY, 2005).

1.2 VITAMINAE

A vitamina E € uma vitamina lipossolivel, essencial para os seres
humanos e que foi descoberta em 1922, sendo, nesta época, denominada
de “fator X”, apresentando fun¢fo importante na reprodugdo de ratos
(EVANS; BISHOP, 1922). Posteriormente, esse “fator X” passou a se
chamar vitamina E e hoje ja se sabe que oito analogos quimicamente
diferentes dessa vitamina estdo presentes nos alimentos: alfa (o), beta
(B), gama (y) e delta (8)-tocoferol e a-, B-, y- e d-tocotrienol (TRABER,
2007). Tocoferois e tocotriendis tém uma estrutura similar: um anel
cromanol hidrofilico e uma cadeia lateral de isoprendide. A diferenca
entre eles é que o tocoferol tem uma cadeia saturada, enquanto que o
tocotrienol tem uma cadeia insaturada. As diferencas entre 0s analogos
o, By, e & s80 o nimero ¢ a localizagdo dos grupos metil nos anéis
cromanol (BRIGELIUS-FLOHE; TRABER, 1999; SCHNEIDER,
2005), como mostrado na Figura 3.
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Figura 3 - Estrutura quimica da vitamina E

Entre os oito analogos de vitamina E, o a-tocoferol é o mais
abundante nos alimentos. Entre os alimentos fontes de vitamina E,
destacam-se: 6leos vegetais, améndoas, amendoim, semente de girassol,
cereais matinais enriquecidos com vitamina E, ovo, e algumas frutas e
legumes (MURPHY; SUBAR; BLOCK, 1990; BRAMLEY et al., 2000;
SAREMI; ARORA, 2010). A recomendacdo diaria da ingesta de
vitamina E para um adulto saudavel é de 15 mg (NATIONAL
ACADEMY OF SCIENCES. INSTITUTE OF MEDICINE. FOOD
AND NUTRITION BOARD, 2010) e, embora as suplementacfes sejam
realizadas com dosagens maiores, a toxicidade da vitamina E € muito
baixa (TRABER, 2007).

Ao ser ingerida, a vitamina E passa inalterada pelo estbmago. Por
ser uma substancia lipossollvel, a absor¢do intestinal dessa vitamina
depende de sais biliares e da secrecdo pancreética (GALLO-TORRES,
1970). Assim, as micelas sdo formadas e podem ser absorvidas,
principalmente no inicio do intestino delgado, por um processo passivo
e, pelo menos em parte, pelo receptor scavenger classe B tipo | (SR-BI),
gue é uma glicoproteina transmembrana que medeia a absorcdo seletiva
de ésteres de colesterol associada as lipoproteinas de alta densidade
(HDL) (TRABER; SIES, 1996; REBOUL et al., 2006; LEMAIRE-
EWING et al., 2010). Dentro dos enterocitos, a vitamina E € esterificada
e, em seguida, incorporada nos quilomicrons. Os quilomicrons circulam
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através dos vasos linfaticos e rapidamente atingem o0s vasos sanguineos.
Neste momento, a enzima lipase lipoproteica (LPL) hidrolisa os
triacilglicerdis presentes na superficie do quilomicron e, durante esse
processo, parte da vitamina E ¢ transferida para as HDL, enquanto que a
vitamina E que ndo foi transferida permanece no quilomicron
remanescente. Quando os quilomicrons remanescentes chegam ao
figado, a proteina de transferéncia de a-tocoferol (a-TTP) liga-se ao o-
tocoferol, separando-o do quilomicron remanescente e, em seguida, o o-
tocoferol é empacotado junto com as apolipoproteinas e triacilgliceréis
nas lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) (BRAMLEY et al.,
2000; SCHNEIDER, 2005; LEMAIRE-EWING et al., 2010). A a-TTP
hepatica tem uma alta seletividade para o o-tocoferol e, por
consequéncia, o a-tocoferol é o principal isdmero da vitamina E
encontrado no plasma e nos tecidos (LEMAIRE-EWING et al., 2010).

Apobs sua formacdo, as VLDLII sdo transportadas através da
corrente sanguinea, onde sofrem a acdo de LPL no endotélio celular
periférico e se transformam em outras particulas de lipoproteinas
(lipoproteina de baixa densidade (LDL), HDL e VLDL remanescentes).
Assim, o-tocoferol pode retornar para o figado ou ser entregue a células-
alvo (BRAMLEY et al, 2000; SCHNEIDER, 2005; LEMAIRE-
EWING et al.,, 2010). A o-TTP além de estar presente no figado,
também pode ser encontrada em células da barreira hematoenceféalica,
retina, linfocitos, fibroblastos e placenta, onde o a-tocoferol é absorvido
de maneira facilitada pelas células (BRIGELIUS-FLOHE; TRABER,
1999). Além disso, SR-BI, proteinas associadas ao tocoferol e a proteina
de transferéncia de fosfolipidio também sdo importantes para a correta
distribuicdo de vitamina E pelos tecidos (LEMAIRE-EWING et al.,
2010).

Para conseguir atravessar a barreira hematoencefalica e assim,
atingir o SNC, o a-tocoferol precisa estar empacotado dentro da LDL ou
HDL (RICCIARELLI; ZINGG; AZZI, 2001). Goti et al. (2000)
mostraram que a HDL ¢ melhor doadora de a-tocoferol para o SNC do
que a LDL, sendo que a absorcdo parece ser depende de SR-BI. Além
disso, como revisado por Muller (2010), tecidos neurais
preferencialmente conservam a vitamina E, 0 que sugere uma taxa de
turnover diminuida quando comparada com outros tecidos.

Com base nesses mecanismos de absor¢do e distribuicdo da
vitamina E pelos tecidos, conclui-se que alterages nas lipoproteinas ou
na a-TTP podem alterar a homeostase de vitamina E e sua absorcéo
pelos tecidos. Por exemplo, os individuos que ndo tém uma a-TTP
funcional sofrem de uma doenca neurodegenerativa com isolada
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deficiéncia de vitamina E (GOTODA et al., 1995) e camundongos com
delegdo na o-TTP tem, em varias regides do encéfalo, concentracdes
reduzidas de a-tocoferol (GOHIL et al., 2008).

1.2.1 Funcdes da vitamina E

A vitamina E tem varias fungGes para 0s seres humanos,
incluindo agbes antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral e
antiaterogénica, efeitos diretos sobre atividades enzimaticas e regulacao
na transcricdo de alguns genes (SCHNEIDER, 2005; TUCKER;
TOWNSEND, 2005; SAREMI; ARORA, 2010).

Numerosos estudos tém avaliado o papel antioxidante da
vitamina E. Essa vitamina atua como um antioxidante de membrana,
evitando a oxidacdo de &cidos graxos poli-insaturados (PUFA) nas
membranas celulares e lipoproteinas (BRIGELIUS-FLOHE; TRABER,
1999; HERRERA; BARBAS, 2001; TRABER, 2007). Em humanos, a
suplementacdo com 400 mg/dia de vitamina E durante 3 meses em
pacientes com diabetes mellitus tipo 2, utilizando hipoglicemiantes,
reduziu o estresse oxidativo, demonstrado pela diminuicdo nos niveis de
malondialdeido e NO e aumento da atividade de defesas antioxidantes
(superéxido dismutase e glutationa reduzida) quando comparado com o
grupo de pacientes com diabetes mellitus tipo 2 utilizando apenas
medicamentos hipoglicemiantes (sem adicdo de vitamina E) (SHINDE;
DHADKE; SURYAKAR, 2011). Em outro estudo, a suplementagdo
com 150 mg/dia de vitamina C e 200 Ul/dia de vitamina E durante
quatro semanas em mulheres que utilizavam contraceptivos orais
aumentou a atividade da glutationa peroxidase e glutationa redutase e
reduziu os niveis plasmaticos de malondialdeido, sugerindo que a
suplementacdo com essas duas vitaminas reduziu o estresse oxidativo e
a peroxidacéo lipidica causada pelo uso de contraceptivos orais (ZAL et
al., 2012).

Além do papel antioxidante da vitamina E, alguns estudos
apontam que essa vitamina também tem propriedades anti-inflamatorias.
Um estudo com hiperplasia mamaria mostrou que uma mistura contendo
58% de y-tocoferol suprimiu marcadores inflamatérios (SMOLAREK et
al., 2012). Outro estudo mostrou que os tocotriendis suprimiram
marcadores pré-inflamatérios e a expressdo da ciclooxigenase-2 em
macrofagos, mas o a-tocoferol ndo proporcionou o mesmo efeito (YAM
et al., 2009).

Em animais tratados com LPS, demonstrou-se que a injegéo de 20
mg de a-tocoferol durante 3 dias atenuou a ativagdo do NFKB, diminuiu
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a peroxidacéo lipidica e a producéo de citocinas pré-inflamatdrias (I1L-6
e IL-1B) no encéfalo de camundongos (GODBOUT et al., 2004;
GODBOUT et al., 2005). Ja em seres humanos, um estudo mostrou que
doses de 1200 Ul/dia de a-tocoferol durante 3 meses diminuiu os niveis
de PCR e IL-6 em pacientes com diabetes mellitus tipo 1l (com ou sem
doenca macrovascular) e em individuos controle, demonstrando que a
suplementagdo com a-tocoferol reduziu a inflamagéo desses individuos
(DEVARAJ; JIALAL, 2000).

Tem sido proposto que a acdo anti-inflamatéria da vitamina E é
devido a modulagdo nas vias de sinalizacdo envolvidas na transcricéo de
genes inflamatorios. Um exemplo disso ¢ que o a-tocoferol, ao ativar a
proteina fosfatase 2A, leva a uma inibig&o da fosforilacdo da PKC, que €
uma das vias que levaria a ativagao do NFkB. Além disso, a vitamina E
pode exercer a sua funcdo anti-inflamatéria por evitar a ativacdo de
enzimas como a ciclooxigenase-2 e a 5-lipooxigenase, que estdo
envolvidas na biossintese de eicosanoides  pré-inflamatorios
(MUNTEANU; ZINGG; AZZI, 2004; SINGH; DEVARAJ; JIALAL,
2005; REITER; JIANG; CHRISTEN, 2007; WU; MEYDANI, 2008).

Ha relatos de que a vitamina E também pode alterar apoptose.
Quando administrado em dose baixa, 0 a-tocotrienol preveniu, in vitro, a
morte celular induzida por glutamato (administrado 1 hora antes do o-
tocotrienol) em neurdnios hipocampais do tipo HT4, enquanto que em
dose mais elevada, o a-tocotrienol evitou a morte celular mesmo quando
administrada 6 horas ap6s o insulto com glutamato, sugerindo que doses
mais baixas de o-tocotrienol agem em eventos mais precoces enquanto
que doses mais altas aparentemente regulam eventos mais tardios (SEN
et al., 2000). Outros estudos in vitro mostraram que o a-tocoferol
também preveniu a morte celular induzida por glutamato tanto em
neurdnios HT4 (KOBAYASHI; HAN; PACKER, 2000; TIROSH et al.,
2000), quanto em neurénio corticais (SCHUBERT; PIASECKI, 2001).
Corroborando com esses dados, um recente trabalho (ZAKHAROVA et
al., 2012) mostrou que o a-tocoferol evitou a morte celular de neurénios
PC12 induzida por perdxido de hidrogénio, além de ter modulado
proteinas cinases como a Akt, cinase regulada por sinal extracelular
(ERK) e PKC.

1.2.2 Vitamina E no SNC
No SNC, anélogos da vitamina E estdo presentes tanto no liquido

cefalorraquidiano quanto no espago extraencefalico. Em humanos,
estima-se que a concentragdo no liquido cefalorraquidiano de o-
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tocoferol seja de 42,1 £ 17,0 nM, enquanto que a concentracdo de outros
analogos da vitamina E sejam mais baixas. A concentracdo de y-
tocoferol, por exemplo, é de 5,9 £ 2,8 nM (VATASSERY et al., 2004).

Além das fungdes ja comentadas, a vitamina E também &
importante para a funcdo do SNC. Alguns estudos mostram uma
associacdo entre a vitamina E, funcdo cognitiva e ansiedade: a) Ortega et
al. (2002) mostraram uma relagéo entre o status da vitamina E e funcéo
cognitiva em individuos idosos; b) Takatsu e colaboradores (2009)
demonstraram que a suplementacdo de vitamina E em ratos idosos
melhorou a memodria; c) injecdo intraperitoneal de vitamina E por sete
dias melhorou a aprendizagem em ratos diabéticos (COMIN et al.,
2010); d) deficiéncia na proteina de transferéncia de fosfolipidio reduziu
0s niveis de vitamina E no encéfalo e aumentou a ansiedade em
camundongos (DESRUMAUX et al., 2005); €) o tratamento prolongado
com vitamina E efou vitamina C diminuiu a ansiedade em ratos
(HUGHES; LOWTHER; VAN NOBELEN, 2011). No entanto, outros
estudos ndo mostram uma ligagéo entre a vitamina E e funcéo cognitiva
em seres humanos (KANG et al., 2006; DUNN et al., 2007; SUN;
ALKON, 2008; DINIZ et al., 2009; CETIN et al., 2010).

Além disso, ha estudos que demonstram que a suplementacéo de
vitamina E reduz os niveis e a deposicdo de beta amiloide em
camundongos (SUNG et al., 2004) e que a deficiéncia de vitamina E por
nove meses afeta a expressdo de genes envolvidos na depuracdo de beta
amiloide em ratos (ROTA et al., 2005). Em seres humanos, apesar de
Petersen e colaboradores (2005) demonstrarem que a suplementacdo
com vitamina E ndo foi benéfica nos pacientes com comprometimento
cognitivo leve, outro estudo (MANGIALASCHE et al., 2010) mostrou
gue os niveis aumentados de vitamina E reduziram o risco de
desenvolver doenca de Alzheimer.

Em relacdo a doenca de Parkinson, embora alguns estudos nao
tenham mostrado alteragdo nos niveis séricos ou no liquido
cefalorraquidiano de vitamina E em pacientes com essa doenga
(FERNANDEZ-CALLE et al., 1992; KING; PLAYFER; ROBERTS,
1992; MOLINA et al., 1997; NICOLETTI et al., 2001), estudo mais
recente evidenciou que esta vitamina teve um efeito protetor sobre o0s
neurénios do locus coeruleus em um modelo de estagio inicial da
doenca de Parkinson (PASBAKHSH et al., 2008). Além disso, em uma
meta-analise (ETMINAN; GILL; SAMII, 2005), os autores concluiram
que a vitamina E pode exercer um efeito neuroprotetor, atenuando o
risco de doenca de Parkinson.
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1.3 VITAMINA E e DEPRESSAO

Estudos tém demonstrado que, em ratos, a deficiéncia de vitamina
E pode alterar o metabolismo de monoaminas. Ratos alimentos com
dieta deficiente de vitamina E, por exemplo, apresentaram niveis
diminuidos de serotonina e de &cido 5-hidroxi-indolacético (um dos
principais metabdlitos da serotonina) no cértex pré-frontal. Entretanto,
€sses mesmos animais apresentaram niveis aumentados de dopamina
(CASTANO et al., 1992). Outro estudo demonstrou que a deficiéncia
dietética de vitamina E por trés semanas reduziu o conteldo de
triptofano no cortex frontal de ratos, embora uma deficiéncia mais
prolongada (por 12 semanas) ndo tenha alterado o sistema
serotoninérgico (HESLOP et al., 1996).

Além disso, existem alguns estudos pré-clinicos e clinicos que
investigam a relacéo entre vitamina E e depresséo.

1.3.1 Estudos pré-clinicos

O potencial antidepressivo do a-tocoferol foi investigado por
Lobato e colaboradores (2010) em dois testes preditivos de atividade
antidepressiva: o teste de nado forcado (TNF) e o teste de suspenséo
pela cauda (TSC). A administragio oral (p.o.) de a-tocoferol (nas doses
de 30 e 100 mg/kg e a administracdo intracerebroventricular (i.c.v.) de
a-tocoferol fosfato (0,1 nmol/sitio), um andlogo hidrossolivel do a-
tocoferol, reduziram o tempo de imobilidade no TNF e TSC nos
camundongos, sugerindo que esses anadlogos da vitamina E possuem
acdo tipo antidepressiva. Além disso, um tratamento crénico por 28 dias
com 10 mg/kg de a-tocoferol (p.0.) também reduziu o tempo de
imobilidade no TNF, reforgando os achados anteriores.

Um estudo com ratos Wistar tratados durante quatro semanas
com vitamina E (0,3 ml/dia, p.0.) mostrou que, no grupo de ratos
tratados com essa vitamina, observou-se um efeito tipo antidepressivo,
uma vez que esses animais apresentaram uma diminui¢cdo do tempo
imobilidade no TNF (PARVEEN et al., 2011).

1.3.2 Estudos clinicos

Um estudo longitudinal (SHIBATA et al., 1999) com a
comunidade rural japonesa (com inquérito inicial em 1992 e
acompanhamento até 1996) comparou a severidade da depressdo
(avaliada por uma versdo curta do “Geriatric Depression Score” - GDS)
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com os niveis séricos de colesterol total e a-tocoferol de 504 idosos com
64 anos ou mais e concluiu que a-tocoferol obteve efeito preventivo
sobre a progressdo do estado depressivo em idosos do sexo masculino.

Maes et al. (2000), ap6s avaliar 36 voluntarios saudaveis e 46
pacientes com depressdo (diagnosticados DSM-III-R e a gravidade
avaliada através de 17 itens da “Hamilton Depression Rating Scale” -
HDRS) constataram que pacientes com depressdo apresentaram menores
niveis séricos de vitamina E, além da duracdo da depressdo ter sido
correlacionada positivamente com os niveis dessa vitamina. Além disso,
0 numero de leucdcitos e neutrdfilos foi negativamente correlacionado e
LDL foi positivamente correlacionada com os niveis de vitamina E em
pacientes deprimidos. No entanto, nenhuma relacéo foi encontrada entre
0s niveis de vitamina E e os escores da HDRS e nem com a idade e sexo
dos sujeitos.

Um estudo, com base no estudo de Rotterdam, selecionou
aleatoriamente 459 individuos idosos sem depressdo e 262 pacientes
idosos deprimidos (avaliados pelo “Center for Epidemiologic Studies
Depression” - CES-D). Comparado aos homens do grupo controle, 0s
homens com depressdo tinham niveis plasmaticos de vitamina E
diminuidos ap6s o ajuste para a idade. No entanto, apds o ajuste para 0s
niveis de colesterol, tabagismo e pontuacdo cognitiva, essa associa¢do
foi enfraquecida e, apds ajuste para varidveis relacionadas ao
comportamento nutricional, essa associacdo desapareceu. Em mulheres
tal associacdo ndo foi observada. Além disso, quando os casos de
depressdo foram avaliados de acordo com o DSM-IV, ndo foram
observadas diferencas (TIEMEIER et al., 2002).

Em 2005, Owen e colaboradores apds avaliarem 49 pacientes
australianos com depressdo (diagnosticados de acordo com a American
Psychiatric Association) mostraram uma relagdo inversa entre o-
tocoferol plasmatico e escores de depressdo (mensurado pelo “Beck
Depression Inventory” - BDI). Entretanto, ndo foi encontrada associa¢do
entre os niveis de a-tocoferol e idade, sexo e uso de medicamentos
antidepressivos por esses pacientes. Quando os autores compararam 0S
niveis de a-tocoferol em pacientes com depressdo com 0s niveis
encontrados em individuos australianos saudaveis, percebeu-se menores
niveis de a-tocoferol plasmatico em pacientes deprimidos. Além disso,
esse estudo avaliou a ingestdo dietética de vitamina E (como
equivalentes de a-tocoferol) em 19 pacientes com depressdao. O
resultado foi que 17 dos 19 individuos consumiram vitamina E acima
das recomendac®es diarias e que ndo houve correlagdo entre a ingestao
dietética e os niveis de a-tocoferol plasmatico. Isto sugere que os niveis
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reduzidos de a-tocoferol em pacientes com depressdo ndo sédo
provavelmente devido a baixa ingestdo dietética de vitamina E (OWEN
et al., 2005).

Tsuboi et al. (2006) avaliaram enfermeiras japonesas (18 com
alto estresse no trabalho e 15 com baixo estresse no trabalho) e
demonstraram que as enfermeiras com alto estresse no trabalho tinham
sintomas depressivos mais severos (avaliado pela CES-D), e
concentracdes plasmaticas menores de colesterol total, LDL + VLDL, a-
tocoferol e B-caroteno quando comparado com as enfermeiras com
estresse de trabalho baixo. No entanto, essas associagdes foram
enfraquecidas apds o controle de fatores de estilo de vida, com excecéo
de LDL + VLDL e a-tocoferol. Além disso, os sintomas depressivos
foram positivamente correlacionados com os niveis de malondialdeido
em enfermeiras com baixo estresse no trabalho.

Em contraste com os resultados descritos anteriormente (MAES
et al., 2000; OWEN et al., 2005), Sarandol et al. (2007) demonstraram
gue, comparados com controles saudaveis (n = 54), pacientes
depressivos (n = 96) diagnosticados pelo DSM-IV apresentaram um
aumento nos niveis de vitamina E no plasma.

Em 2009, outro estudo demonstrou associa¢do entre depressao e
vitamina E. Esse estudo, envolvendo 69 pacientes idosos (recrutados a
partir de um estudo de coorte com 9294 idosos) mostrou que: a) 0s
marcadores fisicos e mentais de qualidade de vida (avaliados usando 36
itens do “Medical Outcomes Study” para a avaliacdo da satide e um
guestionario de autopreenchimento que avalia 0s componentes fisicos e
mentais de qualidade de vida) obtiveram scores piores em individuos
mais idosos; b) o nivel de IL-6 foi inversamente correlacionado com a
concentragdo plasmatica de a-tocoferol; ¢) mulheres apresentaram uma
menor concentracdo de IL-6 e de triptofano e maior nivel de vitamina E
em comparacdo com os homens. O estado de salde mental também foi
associado com niveis de vitamina E e triptofano, indicando que guanto
melhor o estado de salide mental, maior eram os niveis de vitamina E e
de triptofano. Portanto, os autores sugerem que a interacdo entre 0s
niveis de vitamina E e vias inflamatdrias pode influenciar a qualidade de
vida em idosos (CAPURON et al., 2009).

Finalmente, um estudo de 2011 com 112 idosos de Israel (60-92
anos) mostrou uma prevaléncia de depressdo de 47% (avaliada com a
versdo curta de 15 itens da GDS). Apds avaliar a ingestdo dietética
usando recordatério alimentar de 24 horas, uma diminuicdo da ingestdo
de vitaminas e minerais em pacientes idosos com e sem depressdo foi
observada. Além disso, a redugdo de PUFA e vitamina E foi associada
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com a depressdo, sendo que, um aumento de 1 g de PUFA e 1 mg de
vitamina E reduziu o risco de depressdo (GERMAN et al., 2011).

A Figura 4 resume os resultados encontrados em estudos
clinicos que avaliaram a relagéo entre depresséao e vitamina E.

- — Escore depressivo nao foi
u-tocpterol obteve efeito correlacionado com os niveis

preventivo sobre a progressao plasmaticos de a-tocoferol Mell.lor estgdo de saude .mental
do estado depressivo em (TIEMIER et al., 2002) foi associado com maiores

1dosos do sexo masculino niveis de vitamina E e triptofano
(SHIBATA et al., 1999) 1 (CAPURON et al., 2009)
Pacientes com depressio 1
tiveram niveis dimmuidos de ‘ Ingestao dietética diminuida
vitamina E (MAES et al., de vitamina E foi associada

2000; OWEN er al., 2005) com depressdo e o aumento
de lmg de vitamina E

’ reduziu o risco de depressao
| (GERMAN et al., 2011)

Enfermeiras com alto grau de
estresse no trabalho
apresentaram mais sintomas Pacientes com depressdo

depressivos e menor tiveram niveis plasmaticos
concentragdo plasmatica de o- aumentados de vitamina F
tocoferol (TSUBOI et al., 2006) (SARANDOL et al., 2007)

Figura 4 - Estudos clinicos que correlacionam vitamina E e
depressao.

1.4 MODELOS ANIMAIS DE DEPRESSAO

Os modelos animais sdo ferramentas que possibilitam uma
melhor compreensdo das bases neurolégicas e de outros mecanismos
envolvidos na depressdo (CRYAN; MARKOU; LUCKI, 2002). Esses
modelos auxiliam no desenvolvimento de hipo6teses que relacionam
bases biolégicas com a depressdo, além de contribuir para o
entendimento das agBes dos antidepressivos (MCARTHUR; BORSINI,
2006). Entretanto, pelo fato de que muitos dos sintomas principais da
depressdo, como humor deprimido e sentimento de culpa, sdo de dificil
reproducdo em animais de laboratdrio, ainda ndo existe um modelo
animal de depressdo totalmente validado e que abranja todas as
caracteristicas desse transtorno de humor (NESTLER et al., 2002;
CRYAN; SLATTERY, 2007).

Embora apresentem algumas limitagcbes, os modelos com
validade preditiva como o teste do nado forcado (TNF) e o teste de
suspensdo da cauda (TSC) sdo amplamente utilizados para pesquisar 0s
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mecanismos neurais envolvidos na fisiopatologia da depressdo, bem
como para investigar o desenvolvimento de novos farmacos ou
substancias que poderia exercer atividade tipo antidepressiva
(NESTLER et al., 2002; MCARTHUR; BORSINI, 2006; NESTLER;
HYMAN, 2010).

Porsolt, Bertin e Jalfre (1977) foram os primeiros pesquisadores
que descreveram o TNF em ratos, que posteriormente foi utilizado para
camundongos. J& o TSC foi descrito em camundongos por Steru et al.
(1985). Esses dois modelos baseiam-se na observacao do animal frente a
uma situacdo inescapavel. No momento inicial do teste, 0os animais se
movimentam com mais frequéncia, na tentativa de escapar dessa
situacdo que ele se encontra. Entretanto, apds alguns minutos, os
animais tendem a desenvolver uma postura mais imével, que consegue
ser revertida apds o tratamento agudo com antidepressivos classicos
utilizados na clinica. Além desses testes permitirem a busca por
compostos com possivel acdo antidepressiva (BOURIN; MASSE;
HASCOET, 2005), eles sdo de facil uso e de boa reprodutibilidade
(CRYAN; MARKOU; LUCKI, 2002).

Além dos testes preditivos, modelos farmacol6gicos também sédo
Uteis para estudar a depressdo, ja que esses modelos, através de
alteragdes neuroquimicas semelhantes aquelas encontradas em pacientes
com depressao, conseguem induzir a um comportamento tipo depressivo
(MCARTHUR; BORSINI, 2006). Dentre esses modelos, destaca-se a
administragdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1B (DUNN;
SWIERGIEL, 2005), IL-6 (CHOURBAJI et al., 2006), IFN-a
(MAKINO et al., 1998) e TNF-o. (KASTER et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

A depressdo € um dos transtornos de humor mais prevalente na
sociedade, constituindo um grave problema de salde publica
(NEMEROFF; OWENS, 2002; EBMEIER; DONAGHEY; STEELE,
2006). Embora o tratamento atual para depressdo seja normalmente
seguro, ainda estd longe do ideal, jA que possui algumas limitacBes
como: atraso na remissdo dos sintomas, com uma laténcia entre o inicio
do tratamento e a obtencgdo dos efeitos benéficos de algumas semanas
(NEMEROFF; OWENS, 2002); grande numero de respostas parciais ou
auséncia de respostas (RUHE et al., 2011), com uma remisséo completa
dos sintomas depressivos apés a terapia com antidepressivos em menos
de 50% dos pacientes (BERTON; NESTLER, 2006); efeitos colaterais
como dor de cabeca, ndusea, ganho de peso, disfuncdo sexual, entre
outros (BRUNELLO et al., 2002; SERRETTI; MANDELLI, 2010).
Dada a limitada eficacia das atuais opcdes terapéuticas, ha uma
necessidade de desenvolver novos agentes farmacol6gicos ou tirar
vantagem de substancias ja existentes que poderiam melhorar a eficacia
terapéutica e qualidade de vida dos pacientes.

Considerando as crescentes evidéncias de que a inflamacdo esta
envolvida na fisiopatologia de doencas psiquiatricas e do possivel efeito
tipo antidepressivo da vitamina E, este estudo pretende estender e/ou
fornecer novos dados para o melhor entendimento da acgdo
antidepressiva dessa vitamina, podendo contribuir para o futuro
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para o tratamento da
depressdo. Dessa forma, a hip6tese do presente estudo é que a vitamina
E evite o efeito tipo depressivo induzido por uma citocina inflamatéria
e que esse efeito pode estar correlacionado com o sistema
monoaminérgico, receptores NMDA, enzima nNOS e com alteragdes
em vias apoptoticas.



50



51

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito antidepressivo do a-tocoferol em um modelo
animal de comportamento depressivo induzido pelo TNF-a.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar se a administracido de diferentes doses de a-tocoferol
revertem o comportamento tipo depressivo induzido pelo TNF-
0, no teste de suspensdo pela cauda (TSC).

e Averiguar o possivel efeito sinérgico da administracéo aguda de
uma dose subativa de a-tocoferol com doses subativas de
antidepressivos classicos como a fluoxetina, imipramina e
bupropiona sobre o comportamento tipo depressivo induzido
pela administracdo de TNF-a.

e Examinar o possivel efeito sinérgico da administracdo aguda de
o-tocoferol (em dose subativa) com dose subativa de um
antagonista de receptores NMDA (MK-801) sobre o
comportamento tipo depressivo induzido pela administracdo de
TNF-a.

e Verificar o possivel efeito sinérgico da administracdo aguda de
o-tocoferol (em dose subativa) com dose subativa de um
inibidor da enzima Oxido nitrico sintase neuronal (7-
nitroindazol) sobre o comportamento tipo depressivo induzido
pela administracdo de TNF-q.

e Comparar o imunoconteldo de proteinas envolvidas na
apoptose (Bax e Bcl2) e a fosforilagcdo da GSK-3f (no residuo
serina 9) em amostras hipocampais de animais tratados com
TNF-0 ou salina e com a-tocoferol em doses subativa e ativa.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas, pesando entre 30-
459 e com idade entre 45 a 55 dias. Os animais foram mantidos a
temperatura de 20-22°C com livre acesso a agua e comida, em ciclo
clarofescuro 12:12 h (ciclo claro iniciando as 7:00 h). Todos o0s
experimentos foram realizados entre 11:00 e 17:00 h, com cada animal
usado somente uma vez. Os animais foram ambientados no local da
experimentacdo 24 horas antes da realizagdo dos testes e foram
distribuidos de forma aleat6ria nos grupos experimentais.

Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina e mantidos no Biotério Setorial
do Departamento de Bioquimica, no Centro de Ciéncias Bioldgicas.
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios
éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e
foram feitos todos os esforgos para minimizar o sofrimento dos animais.
Os procedimentos realizados estdo aprovados pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina,
sob protocolo da CEUA N°PP00795.

4.2 DROGAS E VIAS DE ADMINISTRACAO

Os compostos utilizados foram administrados pelas vias oral
(p.0.) ou intraperitoneal (i.p.) em um volume de 10 ml/kg, ou pela via
intracerebroventricular (i.c.v.), em um volume constante de 5 ul/sitio. O
veiculo para os compostos administrados p.o. foi agua destilada, e para
0s compostos administrados  via intraperitoneal ou via
intracerebroventricular foi salina (NaCl 0,9%).

Os seguintes compostos foram utilizados: DL-all-rac-a-tocoferol
(10, 30 e 100 mg/kg, p.o.), fluoxetina (5 mg/kg, p.o.; inibidor seletivo da
recaptacdo de serotonina), imipramina (0,1 mg/kg, p.o.; antidepressivo
triciclico), bupropiona (1 e 10 mg/kg, p.o.; antidepressivo inibidor da
recaptacdo de dopamina e noradrenalina), MK-801 (0,001 mg/kg, p.o.;
antagonista de receptores NMDA); e 7-nitroindazol (25 mg/kg, i.p.;
inibidor da 6xido nitrico sintase neuronal) e TNF-a, (0,001 fg/sitio, i.c.v.;
citocina proé-inflamatéria). O a-tocoferol foi diluido em 6leo mineral
com 10% de alcool etilico. Fluoxetina, desipramina, bupropiona e MK-
801 foram diluidos em é&gua destilada. O 7-nitroindazol foi diluido em
salina com 5% de Tween 80.
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O TNF-a foi administrado por via i.c.v., como descrito por Kaster
et al. (2012). Para a injecdo uma agulha 26G foi conectada a uma canula
de polipropileno acoplada a uma microseringa Hamilton de 50 pl. Os
camundongos foram levemente anestesiados com éter (apenas para a
perda dos reflexos posturais) e a administracdo, em um volume de 5
pl/sitio, foi realizada com a insercdo da agulha, a mao livre, no
ventriculo lateral direito ou esquerdo. Apos a disseccdo do encéfalo do
animal, foi analisado, macroscopicamente, o sucesso da injecéo,
descartando 0s animais cuja inje¢do tenha sido realizada em lugar
inadequado ou que tenha causado hemorragia.

Toda os compostos foram obtidas da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, USA), com excecdo da bupropiona, que foi obtida da Libbs
Farmaceutica Ltda. (Brasil). As dosagens dos compostos utilizados
foram escolhidas baseadas em experimentos prévios do nosso
laborat6rio (CUNHA et al., 2008; BINFARE et al., 2009; LOBATO et
al., 2010; MORETTI et al., 2011; KASTER et al., 2012).

Para a realizacdo das analises bioquimicas, foram utilizados os
anticorpos primarios anti-p-GSK-3p (Ser9), anti-GSK-3p, anti-BAX,
anti-Bcl2 e anti-B-actina e o anticorpo secundario (anti-coelho-lgG
conjudago a peroxidase), que foram obtidos da Cell Signaling (Beverly,
MA, EUA).

4.3. TESTES COMPORTAMENTAIS
4.3.1 Teste da suspensao pela cauda (TSC)

O tempo total de imobilidade foi avaliado durante um periodo
de 6 minutos em camundongos acustica e visualmente isolados,
suspensos a 50 cm acima do chédo e presos pela extremidade da cauda
com fita adesiva (MORETTI et al.,, 2011), como demonstrado pela
Figura 5. A validade preditiva do TSC se confirma pelo fato de que os
antidepressivos utilizados na clinica reduzem o tempo de imobilidade
nesse teste (STERU et al., 1985).
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Figura 5 - Teste de suspenséo pela cauda. Os animais Sa0 suspensos a
50 cm acima do chéo, presos pela extremidade da cauda com fita
adesiva por 6 minutos. O tempo de imobilidade é o parametro utilizado.

O teste foi realizado em sala com temperatura e luz controladas,
60 minutos apds a administracdo das substancias administradas via p.o.
ou 30 minutos apds a administracdo de substancias administradas por
viai.p.oui.c.v.

4.3.2 Avaliagao da atividade locomotora

A fim de excluir a possibilidade de que a diminuicdo do tempo de
imobilidade no TSC seja devido a uma estimulagdo motora, 0s animais
foram submetidos ao teste do campo aberto (TCA) — durante 6 minutos
— (RODRIGUES et al., 2002) 60 minutos apds a administracdo das
substancias administradas via p.0. ou 30 minutos apds a administracdo
de substancias administradas por via i.p. ou i.c.v.

Esse teste foi realizado em uma caixa de madeira medindo 40 x
60 x 50 cm, com a base dividida em 12 quadrados iguais como
demonstrado na Figura 6. O nimero de quadrados cruzados com as
quatro patas é o parametro utilizado para avaliar a atividade locomotora.
A base da caixa foi limpa com alcool 10% entre os testes, sendo esse
teste realizado em uma sala com temperatura e luz controladas.
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Figura 6 - Teste do campo aberto. Os animais sdo colocados em uma
caixa com a base dividida em 12 quadrados iguais. O numero de
quadrados cruzados com as quatro patas por um perido de 6 minutos é o
parametro utilizado para avaliar a atividade locomotora.

4.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.4.1 Investigacdo da administracdo aguda de diferentes doses de a-
tocoferol com TNF-a

Para investigar o efeito preventivo do a-tocoferol em um modelo
animal de comportamento depressivo induzido por TNF-a, os animais
receberam (p.o.) veiculo ou 3 doses de a-tocoferol: 10 mg/kg, 30 mg/kg
ou 100 mg/kg. Decorridos 30 minutos, os animais receberam uma
injecdo (i.c.v.) de TNF-a (0,001 fg/sitio, i.c.v.; citocina pro-
inflamatéria) ou veiculo (salina). Apds mais 30 minutos, os animais
foram submetidos ao TSC ou TCA. A Figura 7 exemplifica o protocolo:
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Figura 7 - Esquema do protocolo da administracdo de diferentes
doses de a-tocoferol com TNF-a

4.4.2 Investigacio da associaciio do a-tocoferol com antidepressivos
e TNF-a

Para investigar um possivel efeito sinérgico entre diferentes
antidepressivos e o a-tocoferol, os animais receberam (p.o.) veiculo ou
uma dose subativa de a-tocoferol (10 mg/kg). Imediatamente depois, 0s
animais foram tratados com doses subativas de fluoxetina (5 mg/kg,
antidepressivo ISRS), imipramina (0,1 mg/kg, antidepressivo triciclico)
ou bupropiona (1 mg/kg, antidepressivo inibidor da recaptacdo de
dopamina e noradrenalina) ou veiculo. Decorridos 30 minutos, 0s
animais receberam uma injecdo (i.c.v.) de TNF-o (0,001 fg/sitio,
citocina pro-inflamatéria) ou veiculo. Apds mais 30 minutos, 0s animais
foram submetidos ao TSC ou TCA. A Figura 8 exemplifica o protocolo:
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Figura 8 - Esquema do protocolo de associacio do a-tocoferol com
antidepressivos (fluoxetina, imipramina e bupropiona) e TNF-a.
ATD = antidepressivos.

4.4.3 Investigacdo da associa¢ao do a-tocoferol com MK-801 e TNF-
a

Para investigar um possivel efeito sinérgico entre a-tocoferol e
MK-801, os animais receberam (p.o.) veiculo ou dose subativa de a-
tocoferol (10 mg/kg). Imediatamente apds, os animais foram tratados
com uma dose subativa de MK-801 (0,001 mg/kg, p.o.; antagonista de
receptores NMDA, p.o.) ou veiculo. Decorridos 30 minutos, os animais
receberam uma injecdo (i.c.v.) de TNF-a (0,001 fg/sitio, citocina pro-
inflamatdria) ou veiculo. Apds mais 30 minutos, os animais foram
submetidos ao TSC ou TCA. A Figura 9 exemplifica o protocolo:
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Figura 9 - Esquema do protocolo de associa¢io do a-tocoferol com
MK-801 e TNF-gq.

4.4.4 Investigacdo da associacéo do a-tocoferol com 7-nitroindazol e
TNF-a

Para investigar um possivel efeito sinérgico entre a-tocoferol e 7-
nitroindazol, os animais receberam (p.o.) veiculo ou doses subativas de
a-tocoferol (10 mg/kg). Decorridos 30 minutos, os animais receberam,
via i.p., uma dose subativa de 7-nitroindazol (25 mg/kg, inibidor da
nNNOS) ou veiculo. Imediatamente apds, 0s animais recebram uma
injecdo (i.c.v.) de TNF-a (0,001 fg/sitio, citocina pré-inflamatoria) ou
veiculo. Apds mais 30 minutos, os animais foram submetidos ao TSC ou
TCA. A Figura 10 exemplifica o protocolo:
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Figura 10 - Esquema do protocolo de associacio do a-tocoferol com
7-Nitroindazol e TNF-a. 7-Nitro = 7-Nitroindazol.

4.5 ANALISES BIOQUIMICAS

Para averiguar alguma possivel alteracdo em proteinas envolvidas
na apoptose (Bax, Bcl2 e GSK-3p), western blotting foi realizado como
descrito anteriormente (LEAL et al., 2002; CORDOVA et al., 2004).
Para essas andlise foram utilizados os hipocampos dos camundongos.
Essa escolha deve-se ao fato de que o hipocampo é umas das estruturas
limbicas que tem sido estudada na depressdo, podendo contribuir para
alguns dos sintomas dessa doenca psiquiatrica e por ser uma regido
muito vulnerdvel a morte de neurdnios (SAPOLSKY, 2000; DUMAN
2004; SAHAY'; HEN, 2007).

Os animais utilizados para as analises bioquimicas receberam
(p.0.) veiculo ou bupropiona em dose ativa (10 mg/kg, antidepressivo
inibidor da recaptacdo de dopamina e noradrenalina) ou 2 doses de o-
tocoferol: 10 mg/kg (dose subativa) ou 30 mg/kg (dose ativa).
Decorridos 30 minutos, os animais receberam uma injecdo (i.c.v.) de
TNF-o (0,001 fg/sitio, citocina pré-inflamatéria) ou veiculo. Apos mais
30 minutos, os animais foram decapitados para posterior analise
bioguimica. Vale ressaltar que esses animais ndo passaram pelos testes
comportamentais. A Figura 11 exemplifica o protocolo:



61

it

. Bup. o-tocoferol o-tocoferol - Bup. a-tocoferol o-tocoferol
Veiculo Veiculo

(10 mg/kg) (10 mg/kg) (30 mg/kg) (10 mg/kg) (10 mg/kg) (30 mg/kg)

307 3071 307 307 30’ 307 307 307
Veiculo Veiculo Veiculo Veiculo TNF-o TNF-a TNF-u TNF-a
307 30 307 307 307 307 307 30°
Decapit. Decapit. Decapit. Decapit. Decapit. Decapit. Decapit. Decapit.

Figura 11 - Esquema do protocolo para as andlises bioquimicas.
Bup. = Bupropiona; Decapit. = decapitacao.

Apos a decapitacdo, o encéfalo de cada animal foi removido e os
hipocampos foram rapidamente dissecados (4°C) e colocados em
nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até o uso. As amostras foram
preparadas como descrito anteriormente (OLIVEIRA et al., 2008).
Resumidamente, os tecidos hipocampais foram homogeneizados
mecanicamente em 400 pL de tampdo de homogeneizagdo (Tris 50 mM
pH 7,0, EDTA 1 mM, fluoreto de sddio 100 mM, PMSF 0,1 mM,
NazVO,4 2 mM, Triton X-100 1%, glicerol 10% e 34 Cocktail inibidor de
proteases). Os lisados foram centrifugados (10.000 x g por 10 min, a
4°C) para a elimina¢do de restos celulares, e o sobrenadante (300pl)
diluido 1/1 (v/v) em solucdo (Tris 100 mM pH 6,8, EDTA 4 mM, SDS
8%) e aquecidos a 100°C por 5 min. Apds homogeneizacdo uma
aliquota foi retirada para a dosagem de proteinas. Em seguida
adicionou-se numa proporcdo de 1:4 (v/v) a solugdo de diluicdo de
amostra (glicerol 40%, Tris 25 mM e azul de bromofenol, pH 6,8).

O teor proteico foi estimado através do método descrito por
Peterson (1977). A concentragdo proteica foi estimada a partir de uma
curva padrdo, utilizando albumina de soro bovino. As proteinas (60 pg
de proteina total/poco) foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (concentracdo 10% de acrilamida para a analise da GSK-
3P (Ser9) e 12% para a andlise da Bax, Bcl2 e p-actina) contendo SDS
(SDS-PAGE) e gel de entrada com 4% de acrilamida. A seguir, as
proteinas foram transferidas para as membranas de nitro-celulose. Para
verificar a eficiéncia do processo de transferéncia as membranas foram
coradas com Ponceau 0,5% em acido acético 1%.

ApoOs esse processo, as membranas foram bloqueadas durante 1
hora com leite em p6 desnatado 5% TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM,
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pH 7,5). As formas fosforiladas e total GSK-33 (Ser9) e o
imunoconteddo de Bax e Bcl2 foram detectados com o uso de
anticorpos especificos diluidos em TBS-T contendo soroalbumina
bovina (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween- 20 0,05%, BSA 2%, pH
7,5) na diluicdo 1:1000. As membranas ficaram incubadas com o
anticorpo de interesse overnight a 4°C em agitacdo constante. No dia
seguinte, para a deteccdo dos complexos imunes, as membranas foram
incubadas por 1 hora com anticorpo secundario anti-coelho conjugado
com peroxidase (1:5000) e a imunorreatividade das bandas foi revelada
por quimioluminescéncia com o reagente LumiGLO® (Cell Signaling,
Beverly, MA, EUA) segundo especifica¢cdes do fabricante e com o uso
de filme radiogréfico especifico (Amersham Hyperfilm®, GE
Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, EUA). Todas as etapas de
blogueio e incubagdo foram seguidas por trés lavagens (5 minutos cada)
das membranas com TBS-T. As membranas foram incubadas com o
anticorpo anti-p-actina (1:1000) para verificar se a mesma quantidade de
proteinas teriam sido aplicadas no gel. A fim de se detectarem as formas
fosforilada e total da GSK-3B (Ser9), bem como o imunoconteudo de
Bax, Bcl2 e actina na mesma membrana, os imunocomplexos foram
removidos conforme descrito previamente (POSSER et al., 2007). De
forma simplificada, as membranas foram lavadas uma vez com &gua
duplamente deonizada (5 minutos), em seguida foram incubadas com
NaOH 0,2 M (5 minutos), lavadas com agua duplamente deonizada (5
minutos) e por ultimo com TBS-T (5 minutos). As membranas
desprovidas de imunocomplexos foram blogueadas e submetidas ao
mesmo protocolo descrito acima.

A densidade oOptica (DO) das bandas foi quantificada usando
Scionlmage software® (Frederick, MD, EUA). O nivel de fosforilacéo
da GSK-3p (Ser9) foi determinado pela razdo entre a DO fosforilada /
DO total. Os imunoconteidos da Bax e da Bcl2 foram determinados
pela relagdo entre a DO dessas proteinas / DO da B-actina respectiva. Os
dados foram expressos como porcentagem em relacdo ao controle
(considerado como 100%).

Os anticorpos anti-p-GSK-3B (Ser9), anti-GSK-3p, anti-Bax,
anti-Bcl2 e anti-B-actina  detectam apenas uma banda de
aproximadamente 46 kDa, 46 kDa, 20 kDa, 28 kDa e 45 kDa
respectivamente.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados através de andlise de variancia
(ANOVA) de duas ou de trés vias (dependendo do protocolo
experimental), seguido pelo teste post-hoc de Duncan, quando
apropriado. Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo da
média (E.P.M.). As diferengas entre os grupos foram consideradas
significativas para p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 INVESTIGACAO DA ADMINISTRACAO AGUDA DE
DIFERENTES DOSES DE a-TOCOFEROL COM TNF-a

A Figura 12 mostra que a administra¢do sist€émica (p.o.) de a-
tocoferol, nas doses de 30 e 100 mg/kg, produziu uma redugdo no tempo
de imobilidade dos animais no TSC (p < 0,05 e p < 0,01
respectivamente), enquanto que a dose de 10 mg/kg mostrou-se inefetiva
(painel A). Além disso, a figura também mostra que a administragdo de
TNF-a (via i.c.v.) aumentou o tempo de imobilidade no TSC (p < 0,01),
gue foi prevenido quando ocorreu a administracdo de a-tocoferol nas
doses de 10, 30 e 100 mg/kg (p < 0,01). Nenhum dos tratamentos alterou
a atividade locomotora dos animais no TCA (painel B). Os valores de F
e de p estdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores de F e de p do experimento da administragdo aguda
de diferentes doses de a-tocoferol com TNF-a.

Valor de F Valor de p

TSC

Tratamento TNF-a F(1,56) = 1,149 p > 0,05
Tratamento a-tocoferol F(3,56) =22,184 | p<0,01
Interacdo do tratamento TNF-a x F(3,56) =9,573 | p<0,01
a-tocoferol

TCA

Tratamento TNF-a F(1,56) =0,5033 | p> 0,05
Tratamento a-tocoferol F(3,56) =0,8787 | p>0,05
Interacdo do tratamento TNF-a x F(3,56) =1,4838 | p>0,05
a-tocoferol
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Figura 12 - Efeito da administracio p.o. de a-tocoferol (T) em
diferentes doses (variando de 10 - 100 mg/kg) associada com
administracéo i.c.v. de TFN-a (0,001 fg/sitio) ou veiculo sobre o
tempo de imobilidade no TSC (painel A) e nimero de cruzamentos
no TCA (painel B). Os valores estdo expressos em média + E.P.M. (n =
8). *p<0,05 e **p<0,01 comparado ao grupo controle (H,0/Veiculo).
##p<0,01 comparado com o grupo H,O/TNF-a.
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5.2 INVESTIGACAO DA ASSOCIACAO DO o-TOCOFEROL COM
ANTIDEPRESSIVOS E TNF-a

A Figura 13A mostra que a administragdo de dose subativa de a-
tocoferol (10 mg/kg, p.o.) em associacdo com dose subativa de
fluoxetina (5 mg/kg, p.o.) diminuiu o tempo de imobilidade dos animais
no TSC (p < 0,01), enquanto que a administragdo isolada deles ndo
alterou o tempo de imobilidade em animais que receberam veiculo ao
invés de TNF-o. Além disso, a figura também mostra que a
administragdo de TNF-a (via i.c.v.) aumentou 0 tempo de imobilidade
no TSC (p < 0,01), que foi prevenido quando ocorreu a administracéo de
a-tocoferol e fluoxetina isolados ou em associacdo (p < 0,01). Nenhum
dos tratamentos alterou a atividade locomotora dos animais no TCA
(Figura 13B). Os valores de F e de p estdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores de F e de p do experimento da associa¢do do a-

tocoferol com fluoxetina.

Valor de F Valor de p

TSC

Tratamento TNF-a F(1,54) =0,503 | p>0,05
Tratamento a-tocoferol F(1,54) =28,601 | p<0,01
Tratamento fluoxetina F(1,54) = 46,322 | p<0,01
Interacdo do tratamento TNF-a x F(1,54) = 10,447 | p>0,05
a-tocoferol

Interacdo do tratamento TNF-a X F(1,54)=2,124 | p>0,05
fluoxetina

Interagdo a-tocoferol x fluoxetina F(1,54) = 1,287 p > 0,05
Interacdo TNF-a x a-tocoferol x F(1,54) =15,558 | p<0,01
fluoxetina

TCA

Tratamento TNF-a F(1,56) =0,0175 | p>0,05
Tratamento a-tocoferol F(1,56) =0,7974 | p>0,05
Tratamento fluoxetina F(1,56) =5,6311 | p<0,05
Interacdo do tratamento TNF-a x F(1,56) = 0,0657 | p>0,05
a-tocoferol

Interacdo do tratamento TNF-a X F(1,56) =0,4159 | p>0,05
fluoxetina

Interacdo a-tocoferol x fluoxetina F(1,56) =0,5294 | p>0,05
Interagdo TNF-a x a-tocoferol x F(1,56) =0,0301 | p>0,05
fluoxetina
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Figura 13 - Efeito da administraciio de dose subativa de a-tocoferol
(T) (10 mg/kg, p.o.) elou dose subativa de fluoxetina (FLU) (5
mg/kg, p.o.), associada com administracao i.c.v. de TFN-a (0,001
fg/sitio) ou veiculo sobre o tempo de imobilidade no TSC (painel A)
e ndmero de cruzamentos no TCA (painel B). Os valores estdo
expressos em média + E.P.M. (n = 7-8). **p<0,01 comparado ao grupo
controle (H,0/Veiculo). ##p<0,01 comparado com o grupo H,O/TNF-a.

Como mostrado na Figura 14A, a administragdo de uma dose subativa
de o-tocoferol (10 mg/kg, p.0o.) combinada com uma dose subativa de
imipramina (0,1 mg/kg, p.o.) reduziu o tempo de imobilidade dos animais no
TSC (p < 0,01), enquanto que a administragdo isolada de a-tocoferol ou
imipramina em doses subativas ndo alterou esse parametro. A administracdo de
TNF-a (via i.c.v.) aumentou 0 tempo de imobilidade no TSC (p < 0,01).
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Quando os animais foram pré-tratados com a-tocoferol e/ou com imipramina
nas doses subativas, foi observado uma prevencdo no aumento do tempo de
imobilidade causado pelo TNF-a (p < 0,01). Além disso, em animais que
receberam TNF-0, o tratamento combinado com a-tocoferol e imipramina
apresentou um efeito tipo antidepressivo sinérgico no TSC, com uma
diminuigdo do tempo de imobilidade estatisticamente mais significativa do que
a administracdo isolada de a-tocoferol (p < 0,01) ou imipramina (p < 0,01).
Nenhum dos tratamentos alterou a atividade locomotora dos animais no TCA
(Figura 14B). Os valores de F e de p estdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Valores de F e de p do experimento da associa¢do do a-

tocoferol com imipramina.

Valor de F Valor de p

TSC

Tratamento TNF-a F(1,56) =0,035 | p>0,05
Tratamento a-tocoferol F(1,56) =19,655 | p<0,01
Tratamento imipramina F(1,56) =48,260 | p<0,01
Interagdo do tratamento TNF-a x F(1,56) =17,781 | p<0,01
a-tocoferol

Interacdo do tratamento TNF-a X F(1,56) = 5,661 p < 0,05
imipramina

Interacdo a-tocoferol X imipramina F(1,56) = 0,162 p > 0,05
Interacdo TNF-a x a-tocoferol x F(1,56) = 4,981 p < 0,05
imipramina

TCA

Tratamento TNF-a F(1,54) =0,6731 | p>0,05
Tratamento a-tocoferol F(1,54) = 3,8402 | p>0,05
Tratamento imipramina F(1,54) =0,9842 | p>0,05
Interagdo do tratamento TNF-a x F(1,54) =0,3057 | p>0,05
a-tocoferol

Interacdo do tratamento TNF-a X F(1,54) =0,0580 | p>0,05
imipramina

Interacdo a-tocoferol X imipramina F(1,54) =1,7009 | p>0,05
Interacdo TNF-a x a-tocoferol x F(1,54) =0,1988 | p>0,05

imipramina
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Figura 14 - Efeito da administraciio de dose subativa de a-tocoferol
(T) (10 mg/kg, p.o.) e/ou dose subativa de imipramina (IMI) (0,1
mg/kg, p.o.), associada com administracao i.c.v. de TFN-a (0,001
fg/sitio) ou veiculo sobre o tempo de imobilidade no TSC (painel A)
e ndmero de cruzamentos no TCA (painel B). Os valores estdo
expressos em média + E.P.M. (n = 7-8). *p<0,05 e **p<0,01 comparado
ao grupo controle (H,0/Veiculo). ##p<0,01 comparado com 0 grupo
H,O/TNF-a. $$p<0,01 comparado com o grupo T10/TNF-a ¢ com o
grupo IMI/TNF-a.

Em relagdo a associagdo de dose subativa de a-tocoferol (10
mg/kg, p.o.) com dose subativa de bupropiona (1 mg/kg, p.o.) percebe-
se, através da Figura 14A, que esse tratamento combinado diminuiu o
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tempo de imobilidade dos animais no TSC (p < 0,01), enquanto que a
administracdo isolada dessa vitamina e desse antidepressivo ndo alterou
a imobilidade dos animais que recebram salina (ao invés de TNF-a).
Nota-se ainda, que a administracdo de TNF-a (via i.c.v.) aumentou o
tempo de imobilidade no TSC (p < 0,01), e que a administragdo de o-
tocoferol e bupropriona, isolados ou em associagdo, impediu o efeito do
TNF-0 no tempo de imobilidade no TSC (p < 0,01). Além disso, em
animais que receberam TNF-a, o tratamento associado de a-tocoferol
com bupropiona proporcionou um efeito sinérgico na diminuicdo do
tempo de imobilidade no TSC, apresentando valores estatisticamente
mais baixos do que a administragéo isolada de a-tocoferol (p < 0,01) ou
de bupropiona (p < 0,01). Através da Figura 15B, nota-se que nenhum
dos tratamentos alterou a atividade locomotora dos animais no TCA. Os
valores de F e de p estdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores de F e de p do experimento da associa¢do do a-
tocoferol com bupropiona.

Valor de F Valor de p

TSC

Tratamento TNF-a F(1,56) = 0,381 p > 0,05
Tratamento a-tocoferol F(1,56) = 30,541 | p<0,01
Tratamento bupropiona F(1,56) =56,577 | p<0,01
Interacdo do tratamento TNF-a x F(1,56) =11,522 | p<0,01
a-tocoferol

Interagdo do tratamento TNF-a X F(1,56) =1,344 | p<0,05
bupropiona

Interagdo a-tocoferol x bupropiona F(1,56) =0,015 | p>0,05
Interacdo TNF-a x a-tocoferol x F(1,56) = 18,102 | p<0,01
bupropiona

TCA

Tratamento TNF-o F(1,56) =0,0118 | p>0,05
Tratamento a-tocoferol F(1,56) =1,0354 | p>0,05
Tratamento bupropiona F(1,56) = 3,1204 | p> 0,05
Interacdo do tratamento TNF-a x F(1,56) =1,8511 | p>0,05
a-tocoferol

Interacdo do tratamento TNF-a X F(1,56) =0,1138 | p>0,05
bupropiona

Interacdo a-tocoferol x bupropiona F(1,56) =0,0753 | p>0,05
Interagdo TNF-a x a-tocoferol x F(1,56) =1,0354 | p>0,05
bupropiona




72

A O KO
= 3007 e B T10
g ] BUP
= 2504 I T10+BUP
:g ##
= 200 # g
= 4
£ 150
o
= 100
[=]
=
E 504
L+
F

0 _ ;
Veiculo TNF-a

B ] KO
w 1257 B TI10
E ] BUP
S 1004 B T10+BUP
=
]

E 75+
o
]
= 50
=
[=+]
£ 254
3
z

0

Veiculo TNF-a

Figura 15 - Efeito da administracio de dose subativa de a-tocoferol
(T) (10 mg/kg, p.o.) elou dose subativa de bupropiona (BUP) (1
mg/kg, p.o.), associada com administracdo i.c.v. de TFN-a (0,001
fg/sitio) ou veiculo sobre o tempo de imobilidade no TSC (painel A)
e numero de cruzamentos no TCA (painel B). Os valores estdo
expressos em média + E.P.M. (n = 8). **p<0,01 comparado ao grupo
controle (H,0/Veiculo). ##p<0,01 comparado com o grupo H,O/TNF-o.
$$p<0,01 comparado com o grupo T10/TNF-a e com o grupo
BUP/TNF-q.
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5.3 INVESTIGACAO DA ASSOCIACAO DO o-TOCOFEROL COM
MK-801 E TNF-a

Como pode ser observado na Figura 16A, a administracdo de
uma dose subativa de a-tocoferol (10 mg/kg, p.0.) combinada com uma
dose subativa de MK-801 (0,001 mg/kg, p.o.) reduziu o tempo de
imobilidade dos animais no TSC (p < 0,01), enquanto que a
administragdo isolada de o-tocoferol ou MK-801 ndo alterou esse
parametro. Além disso, a figura demonstra que a administracdo de TNF-
o (via i.c.v.) levou a um aumento no tempo de imobilidade no TSC (p <
0,01), que foi prevenido quando ocorreu a administragdo de a-tocoferol
e MK-801 isolados ou em associacdo (p < 0,01). Nenhum dos
tratamentos alterou a atividade locomotora dos animais ho TCA (Figura
16B). Os valores de F e de p estdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 — Valores de F e de p do experimento da associa¢do do a-
tocoferol com MK-801.

Valor de F Valor de p
TSC
Tratamento TNF-a F(1,56) =12,735 | p<0,01
Tratamento a-tocoferol F(1,56) =45,693 | p<0,01
Tratamento MK-801 F(1,56) = 33,893 | p<0,01
Interacdo do tratamento TNF-a x F(1,56) = 3,349 p>0,05
a-tocoferol
Interacdo do tratamento TNF-a X F(1,56) =0,253 | p>0,05
MK-801
Interagdo a-tocoferol x MK-801 F(1,56) = 0,069 p > 0,05
Interacdo TNF-a x a-tocoferol x F(1,56) =41,909 | p<0,01
MK-801
TCA
Tratamento TNF-a F(1,56) =0,0804 | p>0,05
Tratamento a-tocoferol F(1,56) =1,3741 | p>0,05
Tratamento MK-801 F(1,56) =0,8192 | p>0,05
Interacdo do tratamento TNF-a x F(1,56) =0,5024 | p > 0,05
a-tocoferol
Interacdo do tratamento TNF-a X F(1,56) =1,8431 | p>0,05
MK-801
Interacdo a-tocoferol x MK-801 F(1,56) =0,0201 | p>0,05
Interagdo TNF-a x a-tocoferol x F(1,56) =0,1256 | p> 0,05
MK-801
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Figura 16 - Efeito da administraciio de dose subativa de a-tocoferol
(T) (20 mg/kg, p.o.) e/ou dose subativa de MK-801 (0,001 mg/kg,
p.0.), associada com administracdo i.c.v. de TFN-a (0,001 fg/sitio) ou
veiculo sobre o tempo de imobilidade no TSC (painel A) e nimero
de cruzamentos no TCA (painel B). Os valores estdo expressos em
média + E.P.M. (n = 7-8). **p<0,01 comparado ao grupo controle
(H,0/Veiculo). ##p<0,01 comparado com o grupo H,O/TNF-a.



75

5.4 INVESTIGACAO DA ASSOCIACAO DO o-TOCOFEROL COM
7-NITROINDAZOL E TNF-a

A Figura 17A mostra que a administracdo de uma dose subativa
de a-tocoferol (10 mg/kg, p.o.) combinada com uma dose subativa de 7-
nitroindazol (0,1 mg/kg, p.0.) reduziu o tempo de imobilidade dos
animais no TSC (p < 0,01), enquanto que a administracdo isolada dos
mesmos ndo alterou esse parametro. Os animais que receberam TNF-a
(via i.c.v.) tiveram um aumento no tempo de imobilidade no TSC (p <
0,01). Entretanto, quando os animais foram pré-tratados com a-tocoferol
e/ou 7-nitroindazol antes de receber a injecdo de TNF-a, foi possivel
prevenir o comportamento tipo depressivo induzido pelo TNF-a (p <
0,01). Além disso, em animais que também receberam TNF-o, o
tratamento combinado de a-tocoferol com 7-nitroindazol levou a um
efeito sinérgico na diminuicdo do tempo de imobilidade no TSC,
apresentando valores estatisticamente mais baixos do que a
administragdo isolada de a-tocoferol (p < 0,01) ou 7-nitroindazol (p <
0,01). Da mesma forma que nos experimentos anteriores, nenhum dos
tratamentos alterou a atividade locomotora dos animais no TCA (Figura
17B). Os valores de F e de p estdo mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Valores de F e de p do experimento da associa¢do do a-

tocoferol com 7-Nitroindazol.

Valor de F Valor de p
TSC
Tratamento TNF-a F(1,54) = 4,740 p <0,05
Tratamento a-tocoferol F(1,54) =30,058 | p<0,01
Tratamento 7-Nitroindazol F(1,54) =62,955 | p<0,01
Interagdo do tratamento TNF-a x F(1,54) = 0,227 p > 0,05
a-tocoferol
Interacdo do tratamento TNF-a X F(1,54) = 2,582 p > 0,05
7-Nitroindazol
Interacdo a-tocoferol x F(1,54) = 9,342 p<0,01
7-Nitroindazol
Interagdo TNF-a x a-tocoferol x F(1,54) =10,116 | p<0,01
7-Nitroindazol
TCA
Tratamento TNF-a F(1,55) =0,0005 | p>0,05
Tratamento a-tocoferol F(1,55) =0,0208 | p> 0,05
Tratamento 7-Nitroindazol F(1,55) =6,8051 | p<0,05
Interacdo do tratamento TNF-a x F(1,55)=0,5174 | p> 0,05
a-tocoferol
Interagdo do tratamento TNF-a X F(1,55) =0,0958 | p>0,05
7-Nitroindazol
Interacdo a-tocoferol x F(1,55) =0,0019 | p>0,05
7-Nitroindazol
Interacdo TNF-a x a-tocoferol x F(1,55) = 0,0407 | p> 0,05

7-Nitroindazol
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Figura 17 - Efeito da administracio de dose subativa de a-tocoferol
(T) (10 mg/kg, p.o.) elou dose subativa de 7-nitroindazol (7-Nitro)
(25 mg/kg, p.o.), associada com administracgéo i.c.v. de TFN-a (0,001
fg/sitio) ou veiculo sobre o tempo de imobilidade no TSC (painel A)
e numero de cruzamentos no TCA (painel B). Os valores estdo
expressos em média + E.P.M. (n = 7-8). **p<0,01 comparado ao grupo
controle (H,0/Veiculo). ##p<0,01 comparado com o grupo H,O/TNF-o.
$$p<0,01 comparado com o grupo T10/TNF-o. ¢ com o grupo 7-
Nitro/TNF-a.
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5.5 ANALISES BIOQUIMICAS

A Figura 18 mostra um wertern blotting representativo do efeito
da administracdo do TNF-a e do tratamento com a-tocoferol em dose
subativa (10 mg/kg) e ativa (30 mg/kg) e do tratamento com bupropiona
em dose ativa (10 mg/kg) sobre o imunoconteldo da Bax e Bcl2 no
hipocampo de camundongos. A andlise densitrométrica ndo revelou
alteragBes nem no imunoconteido da Bax (Figura 18A), nem no
imunocontetdo da Bcl2 (Figura 18B) apos 1 hora de tratamento com a-
tocoferol ou bupropiona e/ou 30 minutos apés a administracdo de TNF-
a. Os valores de F e de p estdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 — Valores de F e de p das analises bioquimicas: Bax e Bcl2.

Valor de F Valor de p

Bax

Tratamento TNF-a F(1,24) =0,2278 | p> 0,05
Tratamento F(3,24) = 0,0225 | p> 0,05
Interagdo do tratamento TNF-a x F(3,24) =0,3318 | p>0,05
tratamento

Bcl2

Tratamento TNF-a F(1,24) =1,4328 | p>0,05
Tratamento F(3,24) = 0,2001 | p> 0,05
Interagdo do tratamento TNF-a x F(3,24) =0,1221 | p>0,05

tratamento
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Figura 18 - Efeito da administracdo de dose subativa (10 mg/kg,
p.o.) ou ativa (30 mg/kg, p.o.) de a-tocoferol (T) ou dose ativa de
bupropiona (BUP) (10 mg/kg, p.o.), associada com administracéo
i.c.v. de TFN-a (0,001 fg/sitio) ou veiculo sobre o contedo da Bax
(painel A) e Bcl2 (painel B), no hipocampo de camundongos. A
fosforilacdo foi avaliada por Western blotting e a revelagdo foi realizada
por guimioluminescéncia. A densitometria das bandas foi determinada
usando o programa Scion Image®. Uma imagem representativa e a
analise quantitativa normalizada para a -actina sdo mostradas. Os dados
representam a porcentagem em relacdo ao controle (linha tracejada) e
expressam a média + E.P.M. (n = 4).
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A Figura 19 mostra a fosforilacdo e o conteldo total da GSK-33
por Western blotting. Como demonstrado, 30 minutos apds o tratamento
com TNF-a ou 1 hora apés o tratamento com o o-tocoferol na dose
subativa (10 mg/kg) ou ativa (30 mg/kg), a fosforilagdo da GSK-3f3 no
hipocampo dos camundongos ndo sofreu qualquer modificacdo. A
fosforilagdo dessa proteina também néo foi alterada em animais tratados
com bupropiona. Os valores de F e de p estdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9 — Valores de F e de p das andlises bioquimicas: GSK-3.

Valor de F Valor de p
Tratamento TNF-a F(1,24) =0,1178 | p> 0,05
Tratamento F(3,24) =0,2869 | p>0,05
Interacdo do tratamento TNF-a x F(3,24) =0,3998 | p>0,05
tratamento
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Figura 19 - Efeito da administracdo de dose subativa (10 mg/kg,
p.o.) ou ativa (30 mg/kg, p.o.) de a-tocoferol (T) ou dose ativa de
bupropiona (BUP) (10 mg/kg, p.o.), associada com administracéo
i.c.v. de TFN-a (0,001 fg/sitio) ou veiculo sobre a fosforilagdo da
GSK-3p no hipocampo de camundongos. A fosforilacdo foi avaliada
por Western blotting e a revelagio foi realizada por
quimioluminescéncia. A densitometria das bandas foi determinada
usando o programa Scion Image®. Uma imagem representativa e a
andlise quantitativa normalizada para a GSK-3B sdo mostradas. Os
dados representam a porcentagem em relacdo ao controle (linha
tracejada) e expressam a média + E.P.M. (n = 4).
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6 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que: a) 0 TNF-a administrado de forma
aguda e centralmente (i.c.v.) propiciou um comportamento tipo
depressivo no TSC; b) diferentes doses de a-tocoferol, um das formas
mais abundantes da vitamina E, administradas de forma sistémica (p.o.)
e aguda foram efetivas em impedir o efeito comportamental induzido
pelo TNF-a; ¢) o efeito da vitamina E parece ser mediado, pelo menos
em parte, por uma interacdo com o0s sistemas serotoninérgico,
noradrenérgico, dopaminérgico e glutamatérgico (via receptores
NMDA) e com a via da L-arginina-NO; d) nem o tratamento com TNF-
o e nem com o a-tocoferol foi capaz de alterar o imunocontetdo ou
fosforilacdo de algumas proteinas envolvidas na apoptose.

Os modelos de validade preditiva sdo determinados através da
validacdo farmacoldgica, ou seja, drogas clinicamente eficazes para o
tratamento de determinada doenca que conseguem mostrar efetividade
no teste ou modelo (MCARTHUR; BORSINI, 2006). No presente
estudo, utilizou-se o TSC, que é um modelo preditivo para avaliagdo de
atividade antidepressiva. Nesse teste, ap6s 0 animal ser exposto a uma
situacdo inescapavel, mensura-se o tempo que o animal fica imdvel,
sendo que um decréscimo nesse tempo de imobilidade é considerado um
efeito tipo antidepressivo (CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005;
MCARTHUR; BORSINI, 2006), e substancias ou situagdes que levam a
um aumento no tempo de imobilidade sdo consideradas
depressiogénicas (MAKINO et al., 1998; DUNN; SWIERGIEL, 2005;
MORETTI et al., 2012b). A validacdo preditiva do TSC confirma-se
pelo fato de que a maioria dos antidepressivos utilizados na clinica,
como por exemplo, os ISRS, antidepressivos triciclicos, inibidores
seletivos da recaptacdo de dopamina e noradrenalina e inibidores da
MAO reduzem o tempo de imobilidade dos animais nesse teste, sendo
que ocorrem diferentes respostas em diferentes linhagens (STERU et al.,
1985; CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005).

No entanto, existem drogas como o0s psicoestimulantes que
podem gerar resultados “falsos positivos” nos testes preditivos de
avaliacdo de atividade antidepressiva. Isso ocorre devido ao fato desses
farmacos aumentarem a atividade motora do animal, influenciando no
tempo de imobilidade dos testes preditivos (BORSINI; MELI, 1988).
Dessa forma, para descartar a possibilidade de que a diminui¢cdo no
tempo de imobilidade de uma determinada substancia no TSC néo tenha
ocorrido por um aumento da atividade motora dos animais, realiza-se o
TCA.
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O a-tocoferol é um dos isdmeros mais abundantes da vitamina E
e desempenha inimeras fungdes na salide humana (BRAMLEY et al.,
2000; SCHNEIDER, 2005). Dentre as funcbes mais conhecidas da
vitamina E, destaca-se o seu papel como antioxidante e anti-inflamatdrio
(BRIGELIUS-FLOHE; TRABER, 1999; SMOLAREK et al., 2012).
Essas funcbes, por si s, ja poderiam possibilitar uma melhora na
depressao, ja que é amplamente conhecido que o estresse oxidativo e a
inflamacdo estdo envolvidos na fisiopatologia da depressdo (BILICI et
al., 2001; YANIK; EREL; KATI, 2004; MAES et al., 2009; MILLER;
MALETIC; RAISON, 2009).

A vitamina E também ¢ importante para o SNC, sendo
importante, por exemplo, para a melhora na funcéo cognitiva (ORTEGA
et al., 2002), para a diminui¢do na ansiedade (HUGHES; LOWTHER,;
VAN NOBELEN, 2011) e para a diminui¢cdo no risco de doenca de
Alzheimer (MANGIALASCHE et al., 2010) e doenca de Parkinson
(ETMINAN; GILL; SAMII, 2005). Em relacdo a depressdo, existem
alguns trabalhos clinicos que mostram uma relagéo entre esse transtorno
de humor e a vitamina E, associando uma menor concentragao
plasmatica ou sérica dessa vitamina com a presenca de depressdo ou
sintomas depressivos ou com um menor estado de salde mental (MAES
et al., 2000; OWEN et al., 2005; CAPURON et al., 2009), bem como
correlacionando uma menor ingestdo dietética de vitamina E com um
aumento nos sintomas depressivos (GERMAN et al., 2011).

Em estudos pré-clinicos, Berg e colaboradores (2004) e Godbout
e colaboradores (2005), embora ndo tenham realizado modelos
especificos para depressdo, mostraram que o a-tocoferol atenuou o
“sickness behavior” (que possui alguns sintomas semelhantes ao da
depressdo) induzido por LPS (BERG et al., 2004; GODBOUT et al.,
2005), bem como diminuiu a expressdo de NFxB, IL-6, IL-1p ¢ TNF-a
no encéfalo de camundongos que haviam recebido LPS (GODBOUT et
al., 2005). Além disso, dois estudos pré-clinicos utilizando testes
preditivos para avaliacdo da atividade antidepressiva (TSC e/ou TNF),
demonstraram que o a-tocoferol diminui o tempo de imobilidade nesses
testes tanto em camundongos (LOBATO et al., 2010) quanto em ratos
(PARVEEN et al., 2011).

No presente estudo, a-tocoferol administrado de forma aguda nas
doses de 30 mg/kg e 100 mg/kg diminuiu o tempo de imobilidade no
TSC, enquanto que na dose de 10 mg/kg ndo foi observado esse efeito,
sendo considerada uma dose subativa (Figura 12A). Esses resultados
sdo semelhantes aos resultados prévios encontrados por Lobato et al.
(2010), no qual as doses de 30 mg/kg e de 100 mg/kg diminuiram o
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tempo de imobilidade no TSC e TNF. Nem no presente estudo, nem no
estudo de Lobato et al. (2010) foi observado alteracdo no TCA, o que
demonstra que o o-tocoferol ndo altera a atividade locomotora do
animal, sugerindo que essa vitamina apresenta um efeito tipo
antidepressivo.

Utilizou-se como modelo experimental a inducdo de
comportamento tipo depressivo pela administracdo de TNF-o em
camundongos. O TNF-o ¢ uma proteina que pode ser produzida por
diversos tipos celulares, incluindo mondcitos, linfocitos, macréfagos,
células gliais e neurbnios em resposta a uma infeccdo, injuria,
inflamacdo ou outras mudancas ambientais (TCHELINGERIAN;
VIGNAIS; JACQUE, 1994; KRONFOL; REMICK, 2000; BAUD;
KARIN, 2001). Essa citocina exerce suas ac¢les por interagir com
receptores especificos para o TNF do tipo 1 e 2, levando a ativacéo de
uma cascata de sinalizacdo que regula vias pré- e antiapoptoticas,
proliferacdo e inflamacg&o celular (BAUD; KARIN, 2001).

Ap0s 0s animais serem tratados com a citocina inflamatéria TNF-
a, na dose de 0,001 fg/sitio (i.c.v.), observou-se, no presente estudo, um
aumento no tempo de imobilidade no TSC, sugerindo um efeito tipo
depressivo dessa citocina. Resultado semelhante foi encontrado por
Kaster e colaboradores (2012), em um estudo no qual essa mesma dose
de TNF-o também aumentou o tempo de imobilidade no TSC, além de
doses maiores de TNF-a (0,1 — 1 fg/sitio) também terem sido capazes de
aumentar o tempo de imobilidade no teste do nado forgado, efeito que
foi prevenido pela administragdo de antidepressivos utilizados na clinica
(fluoxetina, imipramina e desipramina). Em ratos, a administracdo
cronica (via i.c.v.) de TNF-o também levou a um comportamento tipo
depressivo (REYNOLDS et al., 2004). Além disso, Kaster et al. (2012)
demonstraram que 0 uso de inibidor da sintese de TNF-a, impediu o
aumento no tempo de imobilidade induzido por essa citocina, reforgando
a ideia de que o aumento de TNF-a no encéfalo de camundongos esta
relacionado com o comportamento tipo depressivo nesses animais.
Corroborando com esses dados, estudos evidenciaram que camundongos
sem receptores para 0 TNF-a apresentaram uma diminuicdo no tempo
de imobilidade no teste de suspencéo pela cauda e teste do nado forcado
(SIMEN et al., 2006; KASTER et al., 2012); que camundongos sem 0
gene para TNF-a exibiram um menor tempo de imobilidade no TNF
guando comparado com o0s animais que tinham o gene para 0 TNF-a
(YAMADA et al., 2000); e que um blogueador do TNF-a levou a um
comportamento tipo antidepressivo em um modelo animal de
comportamente depressivo induzido por estresse de contencdo
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(KRUGEL et al., 2013). Além disso, também se sugere que a
desipramina, um antidepressivo da classe dos triciclicos, desempenha
seu efeito tipo antidepressivo, pelo menos em parte, por diminuir 0s
niveis de TNF-a (REYNOLDS et al.,, 2004). Vale ressaltar que a
producdo de outras citocinas inflamatérias, como IL-1 e IL-2, motrou-se
alterada em modelo animal de depressdo induzido por estresse
moderado crénico (KUBERA et al., 1998).

Uma das hipOteses que se postula para justificar esse
comportamento tipo depressivo induzido pelo TNF-a é que citocinas
inflamatdrias aumentam a atividade da enzima IDO, que como ja
mencionado, converte o triptofano em quinurenina, diminuindo a
formagdo de serotonina, fato esse que pode deixar o individuo
susceptivel a desenvolver depressdéo (CRYAN; LEONARD, 2000;
STONE; DARLINGTON, 2002; RUSSO et al.,, 2009; LEONARD;
MAES, 2012). Alguns estudos, como o realizado por Yamada e
colaboradores (2000) e Raison et al. (2010) suportam essa hipdtese.
Yamada et al. (2000) demonstraram que camundongos sem o gene do
TNF-0 apresentavam maior quantidade de serotonina ¢ de 5-hidroxi-
indolacético, um metabdlito da serotonina, em varias regides cerebrais,
incluindo o hipocampo, sugerindo que o metabolismo da serotonina esta
aumentado nos animais que ndo expressam o0 TNF-a. Ja em humanos,
foi demonstrado que pacientes com hepatite C tratados com citocina
inflamatdria, IFN-a, possuiam niveis maiores de quinurenina, acido
quinolinico e &cido quinurénico no liquido cefalorraquidiano, além de
menores concentragdes de triptofano plasmatico. Além disso, 0 aumento
de quinurenina e acido quinolinico nesses pacientes foi correlacionado
com um aumento nos sintomas depressivos (RAISON et al., 2010).
Corroborando com esses dados, a administracdo intravenosa de LPS em
humanos saudaveis aumentou as citocinas inflamatérias além de agravar
0s sintomas depressivos segundo a escala de MADRS (DELLAGIOIA
etal., 2012).

Outro mecanismo pelo qual a inflamacdo poderia influenciar no
metabolismo da serotonina e, por consequéncia, na depressdo é através
de modificagdo na expressdo dos transportadores de serotonina. Estudo
in vitro j& demonstrou que citocinas inflamatérias, incluindo o TNF-a
aumentaram a expressao dos transportadores de serotonina (ZHU;
BLAKELY; HEWLETT, 2006). Como esses transportadores de
serotonina fazem a recaptacdo da serotonina para o neurbnio pré-
sinaptico, diminuindo seus niveis na fenda sinaptica, 0 aumento nesses
transportadores pode piorar a depressdo enquanto que a inibicdo desses
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transportadores pelos ISRS exerce um papel antidepressivo
(BENMANSOUR et al., 1999).

Em contrapartida as evidéncias que associam inflamacdo e
depressdo, um estudo comparando pacientes controle com pacientes
depressivos ndo mostrou alteracfes plasmaticas na expressao do
transportador da serotonina, no mRNA da enzima IDO e nem nas
concentrages de quinurenina ou seus metabdlitos entre 0s dois grupos
da pesquisa, embora se observou um aumento plasmatico em algumas
citocinas inflamatérias (IL-6, IFN-y e PCR) e uma diminui¢do na
concentracdo de triptofano nos pacientes com depressdo (HUGHES et
al., 2012).

No presente estudo, ndo se observou alteragdo significativa no
nimero de cruzamentos no TCA ap6s a administracdo de TNF-a,
demonstrando que o efeito dessa citocina ndo € devido a uma alteragdo
locomotora dos animais. Apds a administragdo aguda de TNF-o em
camundongos (KASTER et al., 2012) ou apds comparar camundongos
transgénicos que superexpressavam TNF-o no encéfalo com
camundongos selvagens (FIORE et al., 1996) também ndo foram
demonstradas alterages no nimero de cruzamentos no TCA.

Ainda em relacdo a Figura 12A, observa-se que a administracdo
via oral de a-tocoferol nas trés doses analisadas impediram o aumento
de imobilidade causado pelo TNF-a, ou seja, a vitamina E na forma de
a-tocoferol desempenhou um efeito protetor, até mesmo na dose
subativa, quando os animais receberam essa citocina inflamatdria,
sugerindo que a vitamina E pode agir, pelo menos em parte, como um
anti-inflamatorio, diminuindo a inflamacdo causada pelo TNF-o e
consequentemente o comportamento tipo depressivo induzido por essa
citocina. Além de ter papel antioxidante (BRIGELIUS-FLOHE;
TRABER, 1999), os varios analogos da vitamina E também demonstram
papel anti-inflamatério (GODBOUT et al., 2005). Embora a forma
tocotrienol parece ser a com maior capacidade anti-inflamatdria, outras
formas da vitamina E, como a a-tocoferol e acetato de a-tocoferil
também demonstram diminuir a producdo de citocinas inflamatdrias,
prostaglandina E2 e éxido nitrico induzido por LPS (NG; KO, 2012).
Outros estudos também mostram que o tocoferol consegue diminuir a
inflamacgdo em diversas situagcbes como em modelos animais de cancer
(JU et al., 2009; YANG et al., 2010), em células de cancer de célon
(O’LEARY et al., 2004) em mondcitos humanos ativados (DEVARAJ;
JIALAL, 1999) e em pacientes com diabetes mellitus tipo 2
(DEVARAJ; JIALAL, 2000). Vale ressaltar que, semelhante ao
encontrado no presente estudo, outros autores ja evidenciaram que doses
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subativas de antidepressivos foram capazes de exercer efeito tipo
antidepressivo quando os animais foram expostos a algum tipo de
insulto como, por exemplo, animais submetidos ao estresse
(POLESZAK et al., 2006) ou a oligdbmeros B-amildide (LEDO et al.,
2012), sugerindo uma maior sensibilidade de antidepressivos na
presenca de insultos.

Ja estd bem estabelecido o papel dos neurotransmissores
monoaminérgicos (serotonina, noradrenalina e dopamina) na depressao
(ELHWUEGI, 2004; MILLAN, 2004; ANDREWS et al., 2011), bem
como o envolvimento da neurotransmissdo monoaminérgica na resposta
tipo antidepressiva nos modelos animais de depressdo (ELHWUEGI,
2004; YAMADA,; SUGIMOTO; YAMADA, 2004). Sendo assim, este
estudo investigou o possivel envolvimento dos sistemas serotoninérgico,
noradrenérgico e dopaminérgico no efeito tipo antidepressivo do a-
tocoferol em modelo animal de comportamento depressivo induzido
pelo TNF-a. Os dados do presente estudo demonstram que em animais
recebendo veiculo ao invés de TNF-a, a associa¢do de doses subativas
de o-tocoferol com fluoxetina, imipramina ou bupropiona (Figuras
13A, 14A e 15A) produziu um efeito sinérgico, diminuindo o tempo de
imobilidade no TSC. J& em animais tratados com TNF-a, observou-se
que doses subativas isoladas ou associadas de a-tocoferol e/ou
fluoxetina, imipramina ou bupropiona levaram a um comportamento
tipo antidepressivo no TSC. Além disso, a associa¢do do a-tocoferol
com bupropiona ou imipramina levou a um efeito aditivo no tempo de
imobilidade no TSC em animais que receberam um insulto inflamatorio.
Como nenhum grupo apresentou alteragdo na locomogdo no TCA
(Figuras 13B, 14B e 15B), ndo se pode atribuir os resultados
encontrados no TSC a alguma alteracdo locomotora dos animais.
Assim, sugere-se que o efeito tipo antidepressivo do a-tocoferol
envolve, pelo menos em parte, a participacdo dos sistemas
serotoninérgico, noradrenérgico e dopaminérgico.

Estudos realizados com ratos ja demonstraram que a vitamina E
pode interferir com os niveis de algumas monoaminas (CASTARNO et
al., 1992; ADACHI; 1ZUMI; MITSUMA, 1999). Castafio e
colaboradores (1992) mostraram que 15 dias de dieta deficiente em
vitamina E levou a uma diminuicdo nos niveis de serotonina e aumento
nos niveis de dopamina no encéfalo desses animais. Ja no estudo
realizado por Adachi, Izumi e Mitsuma (1999), uma dieta deficiente de
vitamina E por 24 semanas levou a uma diminuicdo nos niveis de
serotonina, dopamina e uma diminuicdo da atividade da enzima
triptofano hidroxilase (que participa na formacdo da serotonina). Além
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disso, semelhante ao encontrado com o a-tocoferol no presente trabalho,
outras vitaminas que também possuem atividade tipo antidepressiva em
modelos animais, como o 4cido ascdrbico e o &cido félico, também
demonstram que seus efeitos comportamentais envolvem, pelo menos
em parte, a participacdo do sistema monoaminérgico (BROCARDO et
al., 2008; BINFARE et al., 2009). Corroborando com esses dados,
Lobato e colaboradores (2009) demonstraram um efeito sinérgico na
diminuicdo do tempo de imobilidade no teste do nado for¢ado quando se
associou a-tocoferol e fluoxetina.

O sistema serotoninérgico foi o primeiro sistema associado com
depressdo (SCHILDKRAUT, 1965; ELHWUEGI, 2004). Como
amplamente revisado (NORTHOFF, 2012), alteracfes em varios genes,
incluindo genes envolvidos na regulacdo da serotonina, estdo associadas
com a presenga de depressdo. Corroborando com esses dados, a maioria
dos antidepressivos utilizados na clinica regula a liberagéo encefélica de
serotonina (KREISS; LUCKI, 1995), além de inibir a recaptacdo desse
neurotransmissor e interagir com seus receptores (CRYAN;
MOMBEREAU; VASSOUT, 2005). Consistente com a hipotese
monoaminérgica, alguns estudos mostraram que a neurotransmissdo
serotoninérgica afeta a neurotransmissdo noradrenérgica e vice-versa,
demonstrando a existéncia de uma relacdo entre a serotonina e a
noradrenalina no SNC (GORMAN; SULLIVAN, 2000; SZABO;
BLIER, 2001), sendo que uma modificacdo nessa interacdo foi
observada apds analises do liquido cefalorraquidiano de pacientes com
depressdo (GERACIOTI et al., 1997). Além disso, 0s sistemas
noradrenérgico e dopaminérgico, por si s6, estdo implicados na
fisiopatologia da depressdo, bem como no mecanismo de acdo de
antidepressivos (NUTT, 2006; EL MANSARI et al., 2010). Isso pode
ser evidenciado, por exemplo, pelo fato de que drogas que depletam ou
inibem a sintese das catecolaminas (noradrenalina, dopamina e
adrenalina) levam a uma piora do humor e que inibidores da enzima
MAO, cujo efeito é aumentar a disponibilidade das monoaminas —
incluindo as catecolaminas — na fenda sinaptica exibem um efeito
antidepressivo (SCHILDKRAUT, 1965; MILLER et al., 1996; PAEZ-
PEREDA, 2005; EL MANSARI et al., 2010).

Corroborando com esses dados que associam o efeito do a-
tocoferol com o sistema monoaminérgico, trabalho pré-clinico
demonstrou que o pré-tratamento com inibidor da sintese de serotonina e
com antagonistas a;- e op-adrenérgicos (subtipos de receptores para a
noradrenalina), preveniu o efeito tipo antidepressivo do a-tocoferol no
teste do nado forgado (LOBATO, 2009).
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A fluoxetina (ISRS), a imipramina (antidepressivo triciclico) e a
bupropiona (inibidor seletivo da recaptacdo de noradrenalina e de
dopamina) sdo alguns dos antidepressivos comumente utilizados na
pratica clinica para tratar pacientes com depresséo (HOLTZHEIMER;
NEMEROFF, 2006; WILKES, 2006; VON WOLFF et al., 2012).
Entretanto, em muitos pacientes, o tratamento com esses antidepressivos
ndo é muito eficaz e apresenta varios efeitos colaterais (NEMEROFF;
OWENS, 2002; BERTON; NESTLER, 2006). Sendo assim, o efeito
tipo antidepressivo sinérgico do a-tocoferol com esses antidepressivos,
inclusive quando existe um insulto inflamatério, sugere que essa
vitamina pode ser interessante para otimizar a farmacoterapia
convencional e, quem sabe, até possibilitar uma diminuicdo nas doses
dos antidepressivos prescritos. Entretanto, estudos complementares pré-
clinicos e clinicos sdo necessarios para melhor elucidar esse efeito.

O sistema glutamatérgico também tem demonstrado
envolvimento em alguns distlrbios psiquiatricos, incluindo a depressao
(FRYE et al., 2007; ZARATE et al., 2010). Dessa forma, se avaliou se 0
a-tocoferol em dose subativa age de maneira sinérgica com dose
subativa do MK-801 (antagonista do receptor NMDA). Como pode ser
observado na Figura 16A, a somac¢ao de a-tocoferol com MK-801 agiu
de forma sinérgica em animais que receberam apenas veiculo (ao invés
de TNF-a), levando a um comportamento tipo antidepressivo nesses
animais. Ja nos animais que receberam TNF-a, doses subativas de o-
tocoferol e de MK-801, isoladas ou em associacdo impediram o
comportamento depressivo induzido pelo TNF-a de maneira similar,
demonstrando que com a presenca de um insulto inflamatério, doses de
vitamina E e de antagonista do receptor NMDA que néo faziam efeito,
passaram a exibir um efeito tipo antidepressivo. Além disso, os dados
sugerem que o efeito tipo depressivo do TNF-a parece depender, pelo
menos em parte, da ativacdo de receptores NMDA. Vale ressaltar que
nenhum dos grupos teve alteracdo na atividade locomotora (Figura
16B).

Embora a transmissdo glutamatérgica seja importante para varias
fungdes do SNC, a ativagdo excessiva dos receptores NMDA, um dos
tipos de receptor ionotrépico de glutamato, é associada com processos
neurotéxicos presentes em doencas neuropsiquiatricas (KORNHUBER;
WELLER, 1997). Como ja mencionado, citocinas inflamatdrias
aumentam a atividade da enzima IDO e, por consequéncia, aumentam a
producdo de acido quinolinico, que € um agonista NMDA (MYINT,;
SCHWARZ; MULLER, 2012). Isso pode justificar a hipotese de que o
efeito comportamental do TNF-a seja devido, pelo menos em parte, a
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um aumento na atividade dos receptores NMDA, ja que, no presente
estudo, o pré-tratamento com o antagonista de receptores NMDA
preveniu o efeito tipo depressivo induzido pelo TNF-a.

Aliado a esse contexto, varios estudos ja demonstraram que
antagonistas do receptor NMDA exerceram efeito tipo antidepressivo
em modelos animais de depressio (RADA et al., 2003; DHIR,;
KULKARNI, 2008; LI et al., 2011). Estudos em humanos também
mostraram que antagonistas do receptor NMDA levaram a uma
diminuicdo nos sintomas depressivos (ZARATE Jr et al., 2006;
DIAZGRANADOS et al., 2010). Semelhante ao ocorreu no presente
estudo, outros autores também demonstraram que a associacdo de doses
subativas de antagonistas NMDA com doses subativas de compostos ou
farmacos que possuem atividade (tipo) antidepressiva levou a uma
diminuicdo no tempo de imobilidade dos animais no TSC e TNF
(ROGOZ et al., 2002; MORETTI et al., 2011; BETTIO et al., 2012).
Além disso, estudo pré-clinico ja evidenciou que 0 MK-801 estimulou a
liberacdo de serotonina e dopamina (CASTANE; ARTIGAS;
BORTOLOZZI, 2008), o que também contribui para a agdo
antidepressiva desse composto.

No presente trabalho, foi demonstrado que o a-tocoferol
consegue agir de modo sinérgico com o antagonista de receptores
NMDA, MK-801, sugerindo que essa vitamina pode se correlacionar
com o neurotransmissor glutamato. Em 2008, foi visto que a-tocoferol
aumentou a liberacdo de glutamato dependente de célcio em terminais
glutamatérgicos cerebrocorticais de ratos (YANG; WANG, 2008). Em
contrapartida, células tratadas com glutamato apresentaram aumento na
concentracdo de célcio intracelular, dano no DNA, aumento na produgéo
de espécies reativas de oxigénio e dano mitocondrial, fatos esses que
foram prevenidos pelo tratamento com a-tocoferol 5 minutos antes do
tratamento com glutamato (TIROSH et al., 2000). O a-tocoferol
também foi efetivo em diminuir o célcio intracelular de sinaptossomas
de encéfalo de ratos controle ou tratados com glutamato (AVROVA et
al., 1999). Outro estudo mais recente (KHANNA et al., 2010)
evidenciou que o a-tocotrienol impediu a ativagdo da enzima fosfolipase
A2 causada pelo glutamato, enzima essa que aumenta a liberagdo de
acido aracddnico que, posteriormente, pode formar leucotrienos,
tromboxanos e prostaglandinas de séries inflamatorias (CHANG;
MUSSER; MCGREGOR, 1987). Além disso, outro trabalho mostrou
que o a-tocotrienol, por impedir algumas consequéncias da agdo do
glutamato, levou a uma neuroprote¢cdo em células hipocampais de
camundongos (KHANNA et al., 2010). Corroborando com esses dados
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que associam o efeito do a-tocoferol com o sistema glutamatérgico,
trabalho pré-clinico demonstrou que o pré-tratamento com NMDA
(agonista de receptores NMDA) ou com D-serina (co-agonista de
receptores NMDA), preveniu o efeito tipo antidepressivo do a-tocoferol
no teste do nado forcado, 0 que mostra que a ativacdo desses canais
impede que o a-tocoferol exerca seu efeito (LOBATO, 2009).

Levando em consideragdo que o influxo de calcio ocasionado
pelo estimulo dos receptores NMDA leva a ativacdo da enzima NOS
(STEINERT; CHERNOVA; FORSYTHE, 2010), o presente estudo
avaliou se a inibicdo da NOS neuronal, realizada através da
administragdo de 7-nitroindazol, influencia no efeito tipo antidepressivo
do a-tocoferol. Como demonstrado na Figura 17A, a associacdo de
doses subativas de a-tocoferol com 7-nitroindazol levou a um efeito tipo
antidepressivo em animais que ndo receberam TNF-o, enquanto que
doses isoladas desses dois compostos nao obtiveram efeito. Nos animais
que receberam TNF-o, o a-tocoferol e o 7-nitroindazol em doses
subativas passaram a exercer efeito tipo antidepressivo quando
administrados isoladamente, sugerindo que o efeito tipo depressivo do
TNF-a parece depender, pelo menos em parte, do aumento de NO no
encéfalo. Além disso, quando associados, a-tocoferol e 7-nitroindazol
potencializaram a diminui¢do do tempo de imobilidade no TSC quando
comparado com 0S grupos que receberam apenas uma das duas
substancias, sugerindo um efeito aditivo entre a vitamina E e o inibidor
da nNOS. Vale destacar que nenhum dos grupos teve sua atividade
locomotora alterada (Figura 17B).

Apesar de o NO ter importantes funcdes para o encéfalo, o NO é
um radical livre, que, quando em excesso, pode levar a danos oxidativos
a célula e a uma excitotoxicidade, que esta relacionada tanto com a
diminuicdo da captacdo de glutamato pelos astrécitos quanto com o
aumento na ativacdo de receptores NMDA (STRIJBOS; LEACH,;
GARTHWAITE, 1996; HABIB; ALI, 2011). Além disso, 0 excesso de
NO também parece estar associado com a depressdo (STRIJBOS;
LEACH; GARTHWAITE, 1996; DHIR; KULKARNI, 2011). Estudos
em humanos demonstram, inclusive, que pacientes com tentativas
suicidas tem niveis mais elevados de NO plasmatico (KIM et al., 2006).
Vale ressaltar que a ativacdo da microglia em condic6es inflamatorias
pode levar a um aumento na producgdo de NO (LIU et al., 2002; LIU;
HONG, 2003), o que pode justificar a hip6tese de que o efeito
comportamental do TNF-o seja devido, pelo menos em parte, a um
aumento na producdo de NO, ja que, no presente estudo, o pré-



91

tratamento com inibidor da nNOS preveniu o efeito tipo depressivo
induzido pelo TNF-q.

Aliado a esse contexto, 0 uso de substancias que inibem as
enzimas responsaveis pela producdo do NO, as NOS, poderia trazer
beneficios na depressdo. Adicionalmente, a substancia utilizada no
presente trabalho, 7-nitroindazol, que é um inibidor preferencial para a
nNNOS, apresenta atividade tipo antidepressiva em modelos animais
(YILDIZ et al., 2000; JOCA; GUIMARAES, 2006). E importante
ressaltar que além de o a-tocoferol ter mostrado, no presente estudo, que
sua propriedade tipo antidepressiva parece envolver, pelo menos em
parte, a via da L-arginina-NO, outros compostos que também possuem
atividade antidepressiva demonstraram ter seu efeito impedido ap6s o
aumento nos niveis de NO ou seu efeito potencializado apds a
diminuicdo do NO (BROCARDO et al., 2008; GHASEMI et al., 2009;
MORETTI et al., 2011; BETTIO et al., 2012).

Alguns trabalhos também relacionam a vitamina E com a via da
L-arginina-NO. Embora alguns trabalhos tenham associado os efeitos
benéficos do a-tocoferol a um aumento na atividade da NOS,
aumentando a producdo de NO (LI et al., 2001; HELLER; WERNER-
FELMAYER; WERNER, 2004; TRONCHINI; DE MIRANDA NETO;
ZANONI, 2010), esses estudos envolveram apenas acles periféricas da
vitamina E, sendo que nenhum deles avaliou questdes relacionadas ao
SNC e a nNOS, especificamente. JA em estudo pré-clinico utilizando
modelo preditivo de depressdo, foi demonstrado que o pré-tratamento
com o amino&cido precursor de NO, L-arginina, ou com SNAP, um
doador de NO, preveniu significativamente o efeito tipo antidepressivo
do a-tocoferol no teste do nado forcado, sugerindo que o efeito tipo
antidepressivo da vitamina E pode ser dependente, pelo menos em parte,
da inibicdo da sintese de NO (LOBATO, 2009).

Nessa primeira parte do trabalho, os resultados comportamentais
sugerem que um insulto inflamatério com TNF-a leva a um
comportamento depressivo, que pode ser mediado, pelo menos em parte,
pela ativacdo de receptores NMDA e pelo aumento no NO. Além disso,
os dados demonstram que o a-tocoferol apresenta um efeito tipo
antidepressivo no TSC, que pode ser mediado, pelo menos em parte,
pelos sistemas monoaminérgico, glutamatérgico (através de receptores
NMDA) e pela via da L-arginina-NO. Vale ressaltar que o TSC ndo é
um modelo de depressdo per se, sendo assim, os resultados obtidos
nesse modelo devem ser interpretados com cautela. Entretanto, destaca-
se que o modelo do TNF-a apresenta validade de face, ja que em estudo
anterior foi demonstrado que ele ocasiona anedonia (KASTER et al.,
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2012), sintoma presente em individuos depressivos e, de certa forma, o
modelo também possui validade de constructo, ja que por ser uma
citocina pré-inflamatoria, ele tem a capacidade de alterar vias
metabdlicas que também estdo alteradas em pacientes com depressao.
Dessa forma, os dados desse estudo podem servir como alicerce para a
realizacdo de estudos animais complementares bem como estudos
clinicos a fim de confirmar o efeito tipo antidepressivo da vitamina E,
incluindo em situacGes que existe a presenca de inflamacé&o.

Apos a obtengdo dos resultados até agora discutidos, objetivou-se
avaliar se 0 modelo animal de comportamento depressivo induzido pelo
TNF-a levaria a alguma alteragdo no imunocontetido ou fosforilagdo de
proteinas envolvidas com vias apoptdticas, bem como investigar se o a-
tocoferol conseguiria alterar alguma possivel resposta. Para realizar as
analises biogquimicas, utilizou-se o hipocampo dos camundongos. O
hipocampo é uma regido cerebral associada com o controle da memoria
e do aprendizado (DUMAN 2004; IZQUIERDO et al., 2008). Além
disso, ele € umas das estruturas limbicas que tem sido extensivamente
estudada em individuos com depresséo e, pelo fato de seu volume estar
reduzido em pacientes com esse distirbio psiquiatico, sugere-se que o
hipocampo pode contribuir para alguns dos sintomas dessa doenca
psiquiatrica (DUMAN 2004; SAHAY; HEN, 2007).

As proteinas avaliadas no presente trabalho sdo proteinas
relacionadas com vias apoptéticas, como Bax, Bcl2 e GSK-3f. A morte
neuronal € um evento que esta presente tanto na presenca de depresséo
guanto na presenca de inflamacdo (SHELINE; GADO; KRAEMER,
2003; VIVIANI et al., 2004; PATEL et al., 2006; COLE et al., 2010). In
vitro, a utilizagdo de IFN-y levou a um aumento na expressdo do mRNA
da BAX e diminuicdo na expressdo do mRNA da Bcl2 (NING et al.,
2010). Em outro estudo, apds a utilizacdo de um modelo animal de
isquemia e reperfusdo cerebral — modelo que estd relacionado com
inflamacéo — foi demonstrado que ocorreu um aumento de citocinas
inflamatdrias como TNF-o, IL-1B, além de um maior nivel de Bax e
menor de Bcl2 (GU et al., 2012). De forma semelhante, uma recente
revisdo correlacionou varios modelos animais (ex: estresse moderado
cronico e desamparo aprendido) com comportamento tipo depressivo,
aumento de inflamacé&o e alteracdo em vias apoptoticas com diminuicdo
de Bcl2 (KUBERA et al., 2011).

GSK-3p também estd relacionada com a inflamacdo e depressao
(MARTIN et al., 2005; RODIONOVA et al., 2007; MAES et al., 2012).
Em geral, a ativacdo da GSK-3p exerce efeito prd-apoptdtico, enquanto
qgue a inibicdo dessa proteina estd geralmente associada a efeito
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antiapoptotico (PICCHINI; MANJI; GOULD, 2004). Além disso, a
administragdo de inibidores da GSK-33 em ratos ou camundongos
produz um efeito tipo antidepressivo no teste do nado forgado (GOULD
et al., 2004; ROSA et al., 2008). Em relagdo a inflamacao, estudo in
vitro mostrou que a incubacido com TNF-o por 24 horas em cultura de
macréfagos humanos aumentou a expressao nuclear de GSK-3p (PARK
et al., 2011). J& em cardiomiécitos, LPS levou a um aumento na
expressdo de TNF-a e uma diminui¢do na fosforilagdo da GSK-3f nos
residuos de serina 9 (SHEN; FAN; PENG, 2008). Em contrapartida, o
estudo também demonstrou que a super-expressao de GSK-3p atenuou a
expressdo de TNF-o induzido pelo LPS (SHEN; FAN; PENG, 2008).
Além disso, ja foi evidenciado que a deficiéncia de GSK-3 suprimiu a
resposta inflamatdria induzida por LPS (MARTIN et al., 2005).

Entretanto, no presente trabalho, o insulto inflamat6rio com TNF-
o, em dose que consegue levar a um comportamento tipo depressivo nos
animais, ndo foi suficiente para alterar o imunoconteido de Bax e Bcl2
(Figura 18) e nem a fosforilacdo da GSK-3pB (Ser9) (Figura 19). Um
estudo recente realizado pelo nosso grupo mostrou que o estresse agudo
por contencdo induziu um comportamento tipo depressivo e aumentou o
estresse oxidativo no encéfalo de camundongos (MORETTI et al.,
2012a), fato esse que pode resultar em inflamacdo mediada por
neutréfilos (JUURLINK; PATERSON, 1998). Moretti et al. (2012a) ndo
observaram efeitos do estresse sobre a fosforilagdo de GSK-3f (Ser9) ou
a quantidade de BAX, enquanto que o nivel aumentado de Bcl2 foi
relatado (MORETTI et al., 2012a), resultados que sdo, em parte,
semelhantes aos encontrados no presente estudo. Ja em cultura de
osteoclastos humanos, nem 0 TNF-a, nem a IL-1p foram capazes de
alterar os niveis de Bcl2 (TSUBOI et al., 1999). Sendo assim, os dados
do estudo sugerem que a presenca, por 30 minutos, de dose pequena de
TNF-a (0,001 fg/sitio) no SNC de animais ndo é suficiente para levar a
alguma alteragdo em proteinas envolvidas com apoptose. Contudo, mais
estudos sdo necessarios para investigar se uma dose maior ou se um
tratamento cronico com TNF-a poderia levar a alteragdes em proteinas
como Bax, Bcl2 e GSK-38.

O presente trabalho também ndo demonstrou nenhum efeito do a-
tocoferol, em nenhuma das doses testadas, sobre o imunoconteldo de
Bax e Bcl2 ou sobre a fosforilagdo da GSK-3p (Ser9). Embora 0s nossos
resultados ndo tenham mostrado nenhuma alteragdo nessas proteinas,
alguns estudos da literatura mostram que a vitamina E pode alterar Bax
e/ou Bcl2. Em neurdnios corticais de ratos, o a-tocoferol impediu a
morte celular induzida por peréxido de hidrogénio, além de aumentar a
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expressao de Bcl2 via proteina cinase ativada por mitdgeno (MAPK) e
fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) (NUMAKAWA et al., 2006). In vivo,
a suplementacdo por 14 semanas com vitamina E (a-tocoferil succinato)
e acido a-lipoico levou a um aumento na expressao da Bcl2 nas células
endoteliais de animais, embora os niveis de Bax ndo tenham sofrido
nenhuma modificagdo (MARSH et al., 2005). Em contrapartida, ratos
ingerindo uma dieta deficiente em vitamina E por 5 semanas tiveram um
aumento nos niveis de Bax em células alveolares do tipo Il, sugerindo
que a deficiéncia dessa vitamina aumenta proteinas apoptoticas em
células pulmonares, embora ndo tenha alterado os niveis de Bcl2
(SINHA et al., 2002). Ainda em ratos, o tratamento com a-tocoferol
impediu o aumento da relagdo Bax:Bcl2 no hipocampo e no nlcleo
caudado induzido por haloperidol — uma medicagdo utilizada para tratar
transtornos psicéticos (POST et al., 2001). Em outro estudo, ap6s ratos
terem passado por 6 horas de estresse de contengdo por 5 dias
consecutivos observou-se um aumento nos niveis de Bax em células
germinativas, que foi prevenido quando os animais foram tratados com
a-tocoferol durante esse mesmo periodo (KUKNER et al., 2010). Outros
autores demonstraram que o o-tocoferol foi capaz de impedir as
alteracdes na Bax e Bcl2 ocasionadas pela hipéxia em musculo
esquelético de camundongos, além de melhorar a integridade
mitocondrial (MAGALHAES et al., 2007). Vale ressaltar, que nenhum
desses estudos foram realizados no mesmo protocolo experimental do
presente estudo, podendo justificar, em parte, as diferengas nos
resultados.

A vitamina E também parece interagir com a GSK-3. Um estudo
in vitro, com células de mastocitoma, evidenciou que o a-tocoferol
levou a uma diminuicdo da Akt, que por sua vez diminuiu a fosforilagdo
das formas o e p da GSK-3 (KEMPNA et al., 2004). O a-tocoferol
também inibiu a desfosforilagdo da GSK-3p em oligodendrocitos
tratados com 7-ketocolesterol (que induz a apoptose) (RAGOT et al.,
2011). Em células epiteliais malignas, y-tocotrienol induziu uma
diminuicdo de algumas proteinas, incluindo a GSK-3a/f (SHAH;
SYLVESTER, 2004; SHAH; SYLVESTER, 2005; SYLVESTER;
SHAH; SAMANT, 2005). Tocotriendis também diminuiram a expresséo
de GSK-3B de células cancerosas pancreaticas (SHIN-KANG et al.,
2011). Acredita-se que essa diferenca entre os resultados obtidos no
presente estudo e com o que mostra a literatura seja resultante do tempo
de tratamento com a-tocoferol e TNF-o, sugerindo que o tempo
utilizado no presente trabalho ndo tenha sido suficiente para influenciar
algumas proteinas envolvidas com apoptose, principalmente no caso da
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Bax e Bcl2 e, que talvez, tenha sido um tempo excessivo para se avaliar
a fosforilacdo de GSK-3B, ja que a fosforilacdo e desfosforilcdo séo
efeitos dindmicos e que podem ocorrer em um curto espago de tempo.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para averiguar se 0 tratamento
com a vitamina E conseguiria alterar proteinas apoptdticas em tempos
diferentes do tempo analisado e em camundongos submetidos a um
modelo de comportamento depressivo que modifique esse parametro,
por exemplo, o estresse cronico imprevisivel. Vale ressaltar que o
tratamento agudo com &cido ascérbico, outra vitamina que também
possui efeitos tipo antidepressivos, também néo foi capaz de alterar os
niveis de Bax ou a fosforilagdo da GSK-3p, embora tenha aumentado a
Bcl2 em hipocampo de camundongos submetidos a 7 h de estresse de
contencdo (MORETTI et al., 2012a).

E interessante comentar que algumas substancias com
propriedades anti-inflamatdrias e/ou antidepressivas influenciam na
guantidade de Bax, Bcl2 e GSK-3, por exemplo: a) Quando animais
foram tratados com um terpeno anti-inflamatério presente no Ginkgo
biloba ocorreu uma protecéo contra os efeitos apoptoéticos induzido pelo
modelo de isquemia e reperfusdo, sendo capaz de diminuir Bax e
aumentar Bcl2 (GU et al., 2012); b) Curcumina protegeu cultura de
neurbnios de ratos contra a citotoxicidade induzia pela B-amiloide,
aumentando a expressao da proteina antiapoptotica Bcl2 e diminuindo a
proteina apoptética caspase 3 (QIN et al., 2009); c) N-acetilcisteina
impediu, em cultura de células mesangiais, a diminui¢éo da fosforilacdo
da GSK-3p (Ser9) induzida pelo cadmio (WANG et al., 2009).

Corroborando com esses dados, ja foi demonstrado que a
fluoxetina (ISRS) aumentou a proliferacdo celular no hipocampo de
ratos, aumentou a expressao de Bcl2, preveniu a morte celular induzida
por LPS e inibiu 0 aumento de citocinas inflamatorias induzida pelo
LPS (CHIOU et al., 2006). Em outro estudo, o tratamento com
fluoxetina por 7 dias em cultura de células tronco neurais levou a um
aumento na expressdo de Bcl2, além de facilitar a sobrevivéncia e
diferenciacdo dessas células (CHEN et al., 2007). A desipramina,
antidepressivo triciclico, também aumentou os niveis de Bcl2 em cultura
de células tronco neuronais, além de prevenir a morte celular induzida
pelo LPS (HUANG et al., 2007) e, em animais, o tratamento por 3
semanas com desipramina impediu a morte neuronal induzida pelo
estresse cronico imprevisivel (BACHIS et al., 2008). Também ja foi
demonstrado que o tratamento por 14 dias com citalopram (ISRS),
imipramina (antidepressivo triciclico) ou amitriptilina (antidepressivo
triciclico) aumentou a expresséo de Bcl2 no hipocampo de
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camundongos, embora o tratamento agudo com esses antidepressivos
ndo tenha proporcionado nenhuma mudanca significativa nos niveis de
Bcl2 (MURRAY; HUTSON, 2007). Em animais, também foi
demonstrado que a atividade serotoninérgica regulou a fosforilagdo da
GSK-38, e que a administracdo de fluoxetina e imipramina aumentou a
fosforilacdo da GSK-3p3 (Ser9) (LI et al., 2004). Outro recente estudo
demonstrou que a propriedade anti-inflamatéria da fluoxetina €
dependente do aumento da fosforilagdo da GSK-3p (SU et al., 2012) e
que a inibicdo da GSK-3p aliviou os efeitos aberrantes causados pela
deficiéncia de serotonina (BEAULIEU et al., 2008). Embora esses
estudos sugiram o envolvimento de antidepressivos utilizados na clinica
com vias apoptéticas e proteinas como Bax, Bcl2 e GSK-3, o presente
estudo ndo mostrou alteragdo no imunoconteldo ou fosforilagdo em
nenhuma dessas trés proteinas ap6s a administracdo de bupropiona
(inibidor da recaptagdo de dopamina e noradrenalina) em animais com
TNF-a ou animais controle. Essa diferenca de resultado pode ser devido
a classe de antidepressivo utilizada do presente trabalho, que difere dos
estudos acima comentados, ou por um possivel tempo insuficiente entre
a administracdo da substancia e a decapitacdo do animal para o
antidepressivo exercer alguma alteracdo bioguimica.

Assim, nessa segunda parte do trabalho, os resultados
bioguimicos demonstraram que 30 minutos de insulto inflamatério ndo
foram suficientes para alterar o imunoconteldo ou fosforilacdo de
proteinas envolvidas na apoptose no hipocampo de camundongos. De
modo semelhante, a administracio de o-tocoferol em duas doses
diferentes (10 e 30 mg/kg) ou de bupropiona na dose ativa 1 hora antes
da decapitacdo também ndo levou a nenhuma alteragdo no
imunocontetdo de Bax, Bcl2 ou na fosforilagdo de GSK-3B. Dessa
forma, sugere-se que os efeitos comportamentais do TNF-a. ¢ do a-
tocoferol, no presente trabalho, ndo foram mediados por alteracdo nas
vias de apoptose, mas ndo podemos excluir a possibilidade de que o
imunoconteldo ou fosforilacdo destas proteinas sejam alterados apds um
intervalo de tempo diferente.
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7 CONCLUSAO

A administracdo de TNF-a levou a um comportamento tipo
depressivo em camundongos expostos ao TSC, efeito que pode ser
mediado, pelo menos em parte, pela ativacdo de receptores NMDA e
pelo aumento de NO. Além disso, o pré-tratamento com a-tocoferol em
diferentes doses preveniu o efeito tipo depressivo do TNF-a, sendo que
um efeito tipo antidepressivo sinérgico do a-tocoferol com
antidepressivos foi observado em animais controle ou expostos a um
insulto inflamatdrio. Assim, o presente estudo sugere que a-tocoferol
pode ser interessante para prevenir o aparecimento da depressdo e/ou
para otimizar a farmacoterapia convencional da depressdo, aumentando
a eficacia de compostos antidepressivos utilizados na clinica, auxiliando
no tratamento de pacientes resistentes ao tratamento com o0s
antidepressivos classicos ou com efeitos colaterais intoleraveis, ou ainda
em casos de estados depressivos associados com condigdes
inflamatérias. No entanto, mais estudos pré-clinicos e clinicos sdo
necessarios para melhor elucidar este efeito.

Este estudo também demonstrou que animais tratados com TNF-
a, associado ou ndo ao a-tocoferol em diferentes doses ndo tiveram
alteragdes hipocampais no imunoconteudo das proteinas Bax, Bcl2 ou
na fosforilacdo da GSK-3p (Ser9). Dessa forma, sugere-se que os efeitos
comportamentais do TNF-a e do a-tocoferol observados no presente
trabalho, ndo foram mediados por alteracdo nas vias de apoptose
avaliadas. Entretanto, ndo se pode excluir a possibilidade de que o
imunocontetdo ou fosforilacdo dessas proteinas sejam alterados em
outro intervalo de tempo.
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PERSPECTIVAS

- Avaliar com mais detalhes o envolvimento do a-tocoferol em
um modelo animal de depresséo induzido pelo TNF-a com os sistemas
monoaminérgicos, glutamatérgico e via da L-arginina-NO com o uso de
agonistas e antagonistas de receptores especificos para serotonina,
noradrenalina, dopamina, glutamato e com precursor ou inibidor da
sintese de NO.

- Verificar o efeito cronico do tratamento com a-tocoferol em
outros modelos animais de comportamento tipo depressivo sobre a
expressao de proteinas relacionadas com apoptose.

- Investigar o envolvimento de outras proteinas de sinalizagio
intracelular no efeito tipo antidepressivo do a-tocoferol em um modelo
animal de comportamento depressivo induzido pelo TNF-o. como Akt,
ERK, PKC, MAPK, PI3K.

- Pesquisar os niveis de citocinas inflamatdrias como IL-6 e IL-1,
bem como fatores de transcricdo associados a inflamacdo (como o NF-
«kB) em animais tratados com TNF-a e a-tocoferol.
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