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RESUMO

A elevada prevaléncia do Transtorno Depressivo Maior (TDM) tem recebido atengdo da
comunidade cientifica pois acarreta consideravel sofrimento aos acometidos. As bases
neurobioldgicas do TDM sdo pouco conhecidas e as opg¢des de tratamento farmacoldgico
disponiveis sdo escassas. Nesse sentido, investigar potenciais moléculas com efeito
antidepressivo é crucial. A pesquisa objetivou elucidar o envolvimento das vias de
sinalizag&o celular no efeito tipo-antidepressivo da quercetina. Para isso, varios grupos de

Braz. J. Hea. Rev., Curitiba, v. 3, n. 3, p.4082-4090 may./jun. 2020. ISSN 2595-6825



JRrazilian Journal of health eview

camundongos Swiss fémeas foram tratados com veiculo (solucdo salina 0,9% estéril),
quercetina 25 mg/Kg (v.0.), inibidor (i.c.v.) ou quercetina + inibidor. Foram utilizados os
inibidores: H-89 (inibidor da proteina cinase A, 1 pg/sitio, i.c.v.); KN-62 (inibidor da
proteina cinase dependente de Ca?*/calmodulina, 1 pg/sitio, i.c.v.); LY294002, um inibidor
da fosfatidilinositol 3 cinase (PI3K, 10 nmol/sitio, i.c.v.); e um inibidor da proteina cinase
regulada por sinal extracelular (ERK), o PD98059 (5 ug/sitio, i.c.v.). Os animais foram
submetidos ao Teste de Suspensdo pela Cauda (TSC) e Teste do Aberto (TCA) para
avaliacdo do efeito tipo-antidepressivo e possiveis interferéncias dos tratamentos na
capacidade locomotora. Todos os procedimentos foram aprovados pelo CEUA/UNIVALI
021/2013. Os resultados obtidos apontaram que a quercetina foi capaz de reduzir o tempo
de imobilidade dos camundongos no TSC, entretanto, sem comprometer a capacidade
locomotora dos animais (TCA). Além disso, foi constatado que os inibidores H-89, KN-62,
LY294002 e PD98059 revereteram o efeito anti-imobilidade da quercetina. A administracao
dos inibidores isolados ou em associagdo com a quercetina, ndo comprometeram a
locomocdo dos camundongos. De forma geral, os dados apontam que a quercetina
desencadeia efeito tipo-antidepressivo por intermédio da modulacdo da proteina cinase A
(PKA), proteina cinase dependente de Ca?*/calmodulina (CaMKII), fosfatidilinositol 3
cinase (PI3K) e proteina cinase regulada por sinal extracelular (MAPKs/ERK).

Palavras-chave: Sinalizagdo celular; Quercetina; Flavonoide; Antidepressivo; Teste de
Suspensao pela Cauda.

ABSTRACT

The high prevalence of Major Depressive Disorder (MDD) has received attention from the
scientific community because it causes considerable suffering to those affected. The
neurobiological basis of MDD is poorly understood, and the available pharmacological
treatment options are scarce. In this scenario, the investigation of potential molecules with
the antidepressant effect is crucial. This research aimed to elucidate the involvement of cell
signaling pathways in the antidepressant-like effect of quercetin. For this purpose, several
groups of female Swiss mice were treated with vehicle (0.9% sterile saline), quercetin 25
mg/kg (v.0.), inhibitor (i.c.v.), or quercetin + inhibitor. Some inhibitors were used: H-89
(protein kinase A inhibitor, 1 pg/site, i.c.v.); KN-62 (Ca?*/calmodulin-dependent protein
kinase, 1 pg/site, i.c.v.); LY294002, a phosphoinositide 3-kinase inhibitor (PI3K, 10
nmol/site, i.c.v.); and an extracellular signal-regulated protein kinase (ERK) inhibitor,
PD98059 (5 ug/site, i.c.v.). The animals were submited to the Tail Suspension Test (TST)
and Open-Field Test (OFT). All procedures were approved by CEUA/UNIVALI 021/2013.
The results showed that quercetin was able to reduce the immobility time of mice in TST,
without compromising the locomotor capacity of the animals (OFT). Also, the inhibitors H-
89, KN-62, LY294002, and PD98059 reversed the anti-immobility effect of quercetin. The
administration of inhibitors alone or in combination with quercetin did not compromise the
locomotor capacity of mice. Overall, the data indicate that quercetin induced antidepressant-
like effect by modulating protein kinase A (PKA), Ca®'/calmodulin-dependent protein
kinase (CaMKII), phosphoinositide 3-kinase (PI3K), and extracellular signal-regulated
protein kinase (MAPKS/ERK).

Keywords: Cellular Signaling; Quercetin; Flavonoid; Antidepressant; Tail Suspension
Test.
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1 INTRODUCAO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) atinge aproximadamente 322 milhdes de
pessoas no mundo, acometendo principalmente mulheres, pessoas residentes em paises em
desenvolvimento ou pouco desenvolvidos, além de ser intrinsecamente relacionado a altas
taxas de suicidio (WHO, 2017). També é bastante frequente uma relacdo de comorbidade
com transtornos de ansiedade e patologias cronicas como cancer, diabetes, doenca de
Alzheimer e Parkinson (CRISHOLM et al., 2016; SLAVICH, IRWIN et al., 2014).

As bases neurobioldgicas subjacentes ao TDM nao séo totalmente estabelecidas. Uma
das primeiras hipoteses que tentou elucidar os aspectos envolvidos no surgimento e
progressao do TDM é a teoria monoaminérgica, que postula um déficit das monoaminas ou
de seus receptores na fenda sinaptica (RACAGNI; POPOLI, 2010). Posteriormente, novas
evidéncias apontaram para a diminuicdo dos fatores neurotroficos em pacientes com
depressao (teoria neurotrofica), além de uma hiperestimulacdo do sistema glutamatérgico
(hipdtese glutamatérgica) e a influéncia do estresse crénico nesse transtorno (hipétese
neuro-hormonal) (ANACKER et al., 2011; PAIZANIS et al., 2010; SANACORA et al.,
2012).

Os farmacos disponiveis no mercado para o tratamento do TDM apresentam sérias
limitacOes: excesso de efeitos colaterais e adversos; interagdes medicamentosas frequentes;
férmulas farmacéuticas inovadoras com alto valor comercial e ndo acessiveis a todos 0s
pacientes; os efeitos terapéuticos podem demorar cerca de 4 semanas; estima-se que 30-
50% dos pacientes com depressdo ndo responda adequamente aos farmacos (DALE et al.,
2015; LITTLE, 2009; PYTKA et al., 2016).

Nesse sentido, tornam-se imprescindiveis as pesquisas desenvolvidas para elucidar os
mecanismos fisiopatologicos do TDM, além de alternativas terapéuticas que abranjam os
diversos aspectos relacionados ao transtorno. A biodiversidade é uma das fontes mais
promissoras para a busca de novas estruturas e mecanismos de acdo. Destacam-se
principalmente os metabdlitos secundarios de plantas, pois geralmente séo de facil acesso,
com uma diversidade quimica bastante promissora (CALIXTO, 2000; NAVABI et al.,
2017; PANDYA et al., 2013).

A quercetina (3,3°,4°,5,7-pentahidroxiflavona — figura 1) € um dos flavonoides mais
importantes e abundantes e estudados pela comunidade cientifica. A ela sdo atribuidos os
efeitos antioxidante in vitro e in vivo, anti-inflamatorio, antibacteriano, antifungico,
antidepressivo, dentre outros (D’ANDREA, 2015; MACIEL et al., 2013; SAMAD et al.,
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2018). Nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido projetos acerca do potencial
farmacologico da quercetina, evidenciando um efeito tipo-antidepressivo ap0s
administragdo aguda por via oral a camundongos avaliados através do teste do nado forcado
e teste de suspenséo pela cauda (HOLZMANN, 2015). N&o obstante, o flavonoide ainda foi
capaz de restabelecer alteracdes no comportamento animais submetidos a bulbectomia
(HOLZMANN et al., 2015). Contudo, nédo é totalmente estabelecido 0 mecanismo de a¢do
da quercetina. Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi investigar as vias de sinalizacéo

celular envolvidas no efeito tipo-antidepressivo da quercetina.

Figura 1. Estrutura quimica do flavonoide quercetina

OH O

2 METODOLOGIA
2.2 ANIMAIS

Os procedimentos foram conduzidos em camundongos Swiss fémeas, com idade entre
60-90 dias, proveninentes do Biotério Central da UNIVALI. Uma semana antes dos
experimentos, os camundongos foram aclimatizados no biotério setorial do Laboratério de
Farmacologia da instituicdo, com livre acesso a racdo e agua até o0 momento de realizacdo
dos testes farmacologicos; além disso, foram submetidos a condi¢bes controladas de
temperatura (22 °C £+ 2 °C) e luminosidade (ciclo claro-escuro de 12 horas). Todos 0s

procedimentos foram integralmente aprovados pelo CEUA/UNIVALI n. 021/2013.

2.3 DROGAS E TRATAMENTOS

A quercetina (Sigma Chemical Co., EUA) foi dissolvida em solucéo salina 0,9% para
administragdo por gavagem no volume de 10 mL/Kg de peso dos camundongos. Os
inibidores H-89, KN-62, LY294002 e PD98059 (Sigma Chemical Co., EUA) foram diluidos
em solucdo salina estéril 0,9% acrescida de DMSO 1% para administracdo

intracerebroventricular (i.c.v.), no volume de 5 pL/sitio.
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O procedimento de administracdo intracerebroventricular (técnica “hands free”) dos
inibidores foi realizado por intermédio de uma agulha com 0,4 mm de didmetro acoplada
através de uma cénula a uma seringa Hamilton (25 pL). A insercdo da agulha foi
perpendicular ao cranio, usando o bregma como referéncia (1 mm para esquerda do ponto
médio, referente a uma linha designada na base das orelhas, com cerca de 2,4 mm de
profundidade). O volume foi administrado lentamente no ventriculo esquerdo e, com o
proposito de evitar refluxo, a agulha permaneceu inserida por cerca de 30 segunndos apés
a aplicacéo.

Importante salientar que todas as doses utilizadas na pesquisa foram baseadas na
literatura e estudos anteriores conduzidos por nosso grupo de pesquisa (HOLZMANN,
2013; HOLZMANN et al., 2015). Diferentes grupos de animais foram pré-administrados
com veiculo (solucdo salina 0,9% estéril) ou inibidores: da PKA (H-89, 1 ug/sitio, i.c.v.);
da CaMKII (KN-62, 1 pg/sitio, i.c.v.); da PI3K (10 nmol/sitio, i.c.v.) e inibidor da MAPKSs
(5 pg/sitio, i.c.v.). Decorridos 30 minutos, os camundongos receberam veiculo ou
quercetina (25 mg/Kg) através de gavagem para, ap6s 60 minutos, serem avaliados através
do teste de suspensdo pela cauda (TSC) e teste do campo aberto (TCA).

2.4 TESTE DE SUSPENSAO PELA CAUDA (TSC)

Os procedimentos foram conduzidos de acordo com Steru et al. (1985), que preconiza
a suspensao dos animais pela cauda cerca de 50 cm acima do chdo, com auxilio de fita
adesiva. Os camundongos permaneceram isolados acustico e visualmente, e o tempo de
imobilidade foi cronometrado durante 6 minutos. Substancias com efeito tipo-
antidepressivo reduzem o tempo de imobilidade dos animais nesse teste. Imediatamente

apos o TSC, os camundongos foram submetidos ao Teste do Campo Aberto.

2.5 TESTE DO CAMPO ABERTO (TCA)

O objetivo deste teste consistiu na avaliacdo da influéncia dos tratamentos na
capacidade locomotora dos animais tratados. Para tal, utilizou-se um aparato de madeira
com 40 x 60 x 50 cm e o chéo dividido em 12 quadrantes iguais. O tempo de cada sesséo
foi de 6 minutos, onde foi registrado o nimero de quadrantes que cada animal cruzou com
as quatro patas (DALMAGRO et al., 2017). Entre os testes, o aparato foi limpo com solucao

etanolica 10% para evitar possiveis interferéncias.
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2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados através de ANOVA duas vias, seguido pelo
teste de Duncan. Foram consideradas diferencas estatisticas significativas quando o valor
de p <0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos conduzidos nessa pesquisa objetivaram investigar o envolvimento
de vias de sinalizacdo celular no efeito tipo-antidepressivo da quercetina. Em pesquisa
anterior conduzida pelo nosso grupo, o flavonoide diminuiu o tempo de imobilidade de
camundongos avaliados atraves do teste do nado forcado (25 e 50 mg/Kg), assim como a
fluoxetina (10 mg/Kg), ap6s administracdo aguda por via oral. A quercetina (25 mg/Kg)
também foi capaz de reestabelecer as alteracGes de comportamento de camundongos
submetidos a bulbectomia, sem comprometer a atividade locomotora dos animais
(HOLZMANN et al., 2015).

Diversas evidéncias apontam que o0s antidepressivos, quando utilizados por
determinado tempo, sdo capazes de modular as proteinas cinases como a cinase dependente
de AMPc, proteina cinase C, proteina cinase dependente de Ca?*/calmodulina (CAMKII),
proteina cinase ativada por mitégeno (MAPK) e regulada por sinal extracelular (ERK)
(MALBERG et al., 2005; TAYLOR et al., 2005). Proteinas cinases estdo envolvidas na
fosforilacdo do elemento de resposta ao AMPc (CREB), aumentando a expressao dos genes
e, consequentemente, a geracdo de BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro)
(DROZDOQV et al., 2011). Kawabata et al. (2010) demostraram que a quercetina foi capaz
de modular a atividade intracelular do AMPc e CREB, além de atenuar a fosforilacdo de
ERK 1/2. Contudo, o efeito-tipo-antidepressivo da quercetina e 0s mecanismos subjacentes
a ele, permanecem pouco elucidados.

Na presente pesquisa, a administra¢éo do flavonoide diminuiu o tempo de imobilidade
dos animais quando submetidos ao TSC (p<0,001 — Fig. 2A, B, C, D) quando comparado
ao grupo Controle+Veiculo. Com relacédo aos inibidores, € importante salientar que nenhum
deles reduziu o tempo de imobilidade (p>0,05) dos camundongos quando administrados
juntamente ao veiculo (Controle+Veiculo).

Entretanto, o pré-tratamento dos camundongos com o H-89 (um inibidor da proteina
cinase A), reverteu a reducdo no tempo de imobilidade (p<0,01) que outrora foi constatada

apos administracdo de quercetina (Fig. 2A). O pré-tratamento dos camundongos com KN-
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62 (inibidor da proteina cinase dependente de Ca?*/calmodulina (CAMKII) foi responsavel
por aumentar o tempo de imobilidade dos camundongos no TSC (p<0,001 — Fig. 2B).
LY294002, um inibidor da fosfatidilinositol 3 cinase (P13K) também reverteu o efeito tipo-
antidepressivo induzido pela quercetina (p<0,01, Fig. 2C).

Finalmente, o pre-tratamento dos camundongos com um inibidor da proteina cinase
regulada por sinal extracelular (ERK), o PD98059, também reverteu o efeito anti-
imobilidade (p<0,01 — Fig. 2D) que havia sido constatado ap6s administragdo de quercetina.

Figura 2. Influéncia no efeito tipo-antidepressivo da quercetina (25 mg/Kg, v.0.) em camundongos avaliados
pelo teste de suspensao pela cauda, quando pré-tratados com H-89 (1 pg/sitio, i.c.v.) — figura A, KN-62 (1
pg/sitio, i.c.v.) — figura B, LY294002 (10 nmol/sitio, i.c.v.) — figura C ou PD98059 (5 pg/sitio, i.c.v.) —

figura D.
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Os resultados estdo expressos em média = E.P.M., ap6s anélise estatistica ANOVA duas vias, seguida pelo
post-hoc de Duncan. NUmero de animais por grupo: 8-10. ***p<0,001 quando comparado ao grupo
Controle+Veiculo; ##p<0,01 quando comparado ao grupo Quercetina+Veiculo; ###p<0,001 quando

comparado ao grupo Quercetina+Veiculo.

A avaliacdo da influéncia dos tratamentos administrados sob o sistema locomotor dos
animais € imprescindivel para exclusdo de resultados falso-positivos ou falso-negativos. Os

procedimentos experimentais conduzidos neste protocolo ndo alteraram o numero de
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quadrantes explorados pelos camundongos, conforme Fig. 3. Mais especificamente, 0s
grupos de camundongos administrados com veiculo, quercetina, com os inibidores isolados
ou em associagdo com o flavonoide (Fig. 3A, B, C, D), ndo apresentaram comprometimento

da capacidade locomotora apés avaliagéo através do TCA.

Figura 3. Influéncia na capacidade locomotora induzida pela quercetina (25 mg/Kg, v.0.) e/ou inibidores
camundongos avaliados pelo teste do campo aberto. Foram utilizados os seguintes inibidores: H-89 (1
pg/sitio, i.c.v.) — figura A, KN-62 (1 pg/sitio, i.c.v.) — figura B, LY 294002 (10 nmol/sitio, i.c.v.) — figura C
ou PD98059 (5 ug/sitio, i.c.v.) — figura D.
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Os resultados estdo expressos em média = E.P.M., ap6s andlise estatistica ANOVA duas vias, seguida pelo

post-hoc de Duncan. NUmero de animais por grupo: 8-10. P>0,05.

Alguns estudos tém apontado que os transtornos depressivos estdo relacionados as
disfungdes na sinalizacdo intracelular e, consequentemente, diminuicdo da
neuroplasticidade (AMPUERO et al., 2010; CASTREN et al., 20130; KRAUS et al., 2017).
A proteina cinase A estd envolvida nos processos fisiologicos de sintese e liberacdo de
neurotransmissores, expressao génica, plasticidade sinadptica, aprendizado, memodria,
crescimento e proliferacdo neuronal (CHO et al., 2015; HASHIMOTODANI et al., 2017;
HERCULANO et al., 2011).
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A PKA atua por intermedio da fosforilacdo do CREB, assim como CaMKII —uma via
intrinsecamente relacionada a regulacdo e tratamento dos transtornos de humor, devido a
sua acdo sob o célcio intracelular (POPOLI et al., 2000). Fumagalli et al. (2005)
demonstraram que o tratamento crénico com venlafaxina, paroxetina e fluvoxamina
aumentou a autofosforilacdo e atividade da CaMKI|I.

A via MAPK/ERK também esta envolvida com a regulacéo de inUmeros processos,
como proliferacdo e sobrevivéncia neuronal (HASHIMOTO et al., 2010). Alguns relatos
apontam que a fluoxetina é capaz de estimular a producdo de BDNF e GDNF (fator
neurotrofico derivado de células da glia) em astrdcitos, por intermédio da via MAPK/ERK
(POOLE et al., 2004). Por fim, a via PIK3 também ¢é relacionada aos processos de
proliferacdo celular, sobrevivéncia e plasticidade sinaptica (PANDEY et al., 2004;
DALMAGRO et al., 2019). Dwivedi et al. (2008) citam que a atividade dessa via esta
diminuida em pessoas que cometeram suicidio.

Sumarizando os dados obtidos, a quercetina exerceu efeito tipo-antidepressivo em
camundongos avaliados através do TSC, sem influenciar o sistema locomotor dos animais.
Os resultados indicam ainda que, possivelmente, esse efeito farmacoldgico ocorre por
intermédio da ativacao das vias de sinalizacdo intracelular: PKA, CaMKI|I, PI3K e MAPKSs,
que comumente tem como produto a formacdo de CREB (figura 4). Nossos dados vao de
acordo com os estudos ja publicados sobre os efeitos farmacolédgicos da quercetina, além de

auxiliarem na elucidacdo do mecanismo de acdo desse flavonoide.
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Figura 4. Envolvimento das vias de sinalizag8o intracelular no efeito tipo-antidepressivo da quercetina
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