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RESUMO

Vaérias estratégias nutricionais estdo sendo propostas para melhorar o
tratamento da depressdo. Um potencial nutracéutico € o zinco, que se
destaca por ter estudos pré-clinicos e clinicos mostrando beneficio na
depressdo. Entretanto, os mecanismos de acdo do zinco ndo sdo
totalmente esclarecidos. Dessa forma, o0s principais objetivos do
trabalho foram analisar a participacdo de algumas vias de sinaliza¢&o
intracelular no efeito tipo-antidepressivo do zinco em camundongos
submetidos ao teste de suspensdo pela cauda (TSC) e verificar o efeito
do estresse crénico imprevisivel sozinho ou associado com 0 zinco em
pardmetros que envolvem a neurotransmissdo glutamatérgica. Os
principais resultados dos experimentos agudos foram: (a) administracéo
de inibidores de vérias cinases, especificamente inibidor da proteina
cinase A (PKA - H-89), inibidor da proteina cinase dependente de
Ca?/calmodulina (CAMKII - KN-62), inibidores da proteina cinase
regulada por sinal extracelular (ERK) cinase (MEK1/2 - PD98059 e
U0126), inibidor da proteina cinase C (PKC — queleritrina), inibidor da
fosfatidilinositol 3 cinase (PI3K - LY294002), inibidor da heme
oxigenase-1 (HO-1, protoporfirina de zinco (ZnPP)) ou antagonista do
receptor tropomiosina cinase B (TrkB — K-252a) aboliu o efeito tipo-
antidepressivo do cloreto de zinco (ZnCl, — 10 mg/kg, p.o.); (b)
coadministragdo de doses subefetivas do ZnCl, (1 mg/kg, p.o.) com
inibidor da glicogénio sintase cinase 3 (GSK-3p - AR-A014418) ou
com indutor da HO-1 (protoporfirina de cobalto (CoPP)) propiciou um
efeito sinérgico na diminuicdo do tempo de imobilidade; (c) a
administragdo aguda de ZnCl, (10 mg/kg, p.0.) ndo alterou a
fosforilacdo da proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMPc
(CREB) e o imunocontetido do fator neurotréfico derivado do encéfalo
(BDNF) nem no hipocampo e nem no cértex pré-frontal. Entretanto,
essa mesma dose de ZnCl, aumentou o imunocontelido da HO-1 no
cortex pré-frontal mas ndo no hipocampo. Em relacdo aos experimentos
crénicos, os principais resultados foram: (d) tratamento com ZnCl, ou
com fluoxetina (ambos a 10 mg/kg, p.o., 7 dias) impediu o efeito tipo-
depressivo induzido pelo protocolo de estresse cronico imprevisivel (14
dias); (e) nenhuma alteracdo no imunocontetdo hipocampal de proteinas
envolvidas na neurotransmissdo glutamatérgica, especificamente GLT-
1, proteina glial fibrilar acida (GFAP) ou na fosforilacdo da proteina
cinase B (Akt) foi observada em qualquer grupo experimental; (f)
imunocontetdo hipocampal do EACC1 foi aumentado em camundongos
estressados tratados com ZnCl,, fluoxetina ou veiculo e em animais nao



estressados tratados com ZnCl, ou fluoxetina; (g) imunocontetdo
hipocampal da Akt foi aumentado em camundongos estressados e
naqueles tratados com ZnCl, (estressados ou nao estressados); (h)
experimento ex vivo realizado com as fatias hipocampais demonstrou
que as fatias expostas ao glutamato (10 mM) tinham diminuicdo na
viabilidade celular, mas nem o protocolo de estresse e nem 0s
tratamentos realizados previamente alteraram esse resultado. Em
conjunto, esses resultados indicam que o efeito tipo-antidepressivo do
zinco é dependente, pelo menos em parte, de vias de sinalizacdo
intracelular que podem ativar o BDNF e a HO-1, e que 0 zinco também
pode modular proteinas envolvidas com a neurotransmissao
glutamatérgica. Assim, os resultados expandem os dados da literatura
sobre possiveis mecanismos desse nutriente na melhora dos sintomas
depressivos.

Palavras-chaves: Zinco. Depressdo. Antidepressivo. Vias de
sinalizagdo. Glutamato. Teste de suspensdo pela causa. Estresse crénico
imprevisivel.



ABSTRACT

Several nutritional strategies are being proposed to improve clinical
outcomes in depression. One potential nutraceutical is zinc, which
stands out for having pre-clinical and clinical studies showing benefit in
depression. However, zinc mechanisms of action are not fully
understood. Thus, the main objectives of this study were to analyze the
participation of some intracellular signaling pathways in zinc
antidepressant-like effect in mice subjected to tail suspension test (TST)
and verify the effect of chronic unpredictable stress alone or in
combination with zinc on parameters involving glutamatergic
neurotransmission. The main results of the acute experiments were: ()
administration of several kinase inhibitors, especially protein kinase A
inhibitor (PKA - H-89), Ca*/calmodulin dependent protein kinase
inhibitor (CaMKII - KN-62), extracellular-regulated protein kinase
(ERK) kinase inhibitors (MEK1/2 - PD98059 and U0126), protein
kinase C inhibitor (PKC - chelerythrine), phosphoinositide 3-kinase
inhibitor (PI3K - LY294002), heme oxygenase-1 inhibitor (HO-1, zinc
protoporphyrin (ZnPP)) or antagonist of tropomyosin-related kinase B
receptor (TrkB - K-252a) abolished the antidepressant-like effect of zinc
chloride (ZnCl; - 10 mg/kg, p.o.); (b) coadministration of sub-effectives
doses of ZnCl, (1 mg/kg, p.o.) with glycogen synthase kinase 3[3
inhibitor (GSK-3p - AR-A014418) or HO-1 inducer (cobalt
protoporphyrin (CoPP)) afforded a synergistic effect in the immobility
time reduction; (c) acute administration of ZnCl, (10 mg/kg, p.o.) did
not alter the cAMP response element binding protein (CREB)
phosphorylation and brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
immunocontent in the hippocampus and prefrontal cortex. However, this
same dose of ZnCl, increased HO-1 immunocontent in the prefrontal
cortex, but not in the hippocampus. Regarding the chronic experiments,
the main results were: (d) treatment with ZnCl, or fluoxetine (both 10
mg/kg, p.o., 7 days) prevented the depressant-like effect induced by the
chronic unpredictable stress protocol (14 days); (e) no change in
hippocampal immunocontent of proteins involved in glutamatergic
neurotransmission, particularly GLT-1, glial fibrillary acidic protein
(GFAP) or the phosphorylation of protein kinase B (Akt) was observed
in any experimental group; (f) EACCL hippocampal immunocontent
was increased in stressed mice treated with ZnCl,, fluoxetine or vehicle
and non-stressed animals treated with ZnCl, or fluoxetine; (g) Akt
hippocampal immunocontent was increased in stressed mice and those
treated with ZnCl, (stressed or non-stressed); (h) ex vivo experiment



with hippocampal slices showed that the slices exposed to glutamate (10
mM) had decreased cell viability, but the previous exposition to stress
protocol and the treatments did not alter this result. Together, these
results indicate that the antidepressant-like effect of zinc is dependent, at
least in part, on intracellular signaling pathways that can activate BDNF
and HO-1, and that zinc may also modulate proteins involved in
glutamatergic neurotransmission. Thus, the results extend literature data
on the possible mechanisms underlying the improvement of depressive
symptoms by zinc.

Keywords: Zinc. Depression. Antidepressant. Signaling pathways.
Glutamate. Tail suspension test. Chronic unpredictable stress.
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1 INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNOS DEPRESSIVOS

De acordo com o Manual Diagnéstico e Estatistico de
Transtornos Mentais 5% edigdo (DSM-5), os transtornos depressivos
incluem: (a) transtorno disruptivo da desregulagdo do humor; (b)
transtorno depressivo maior; (c) transtorno depressivo persistente
(distimia); (d) transtorno disforico pré-menstrual; (e) transtorno
depressivo induzido por substancia/medicagdo; (f) transtorno depressivo
devido a outra condicdo médica; (g) transtorno depressivo especifico;
(h) transtorno depressivo inespecifico (AMERICAN PSYCHIATRY
ASSOCIATION, 2013). O foco deste trabalho é no transtorno
depressivo maior, que a partir de agora sera chamado de depressdo.

A depressdo é considerada uma doenga crbnica, recorrente,
debilitante e ameacadora de vida. Estima-se que a prevaléncia mundial
desse transtorno mental varie de 14-17% e que o nimero de individuos
que desenvolvem episddios recorrentes de depressao seja maior do que
aqueles que desenvolvem apenas um episodio ao longo da vida (10,3% e
4,1% respectivamente) (KESSLER et al., 2005; KESSLER et al., 2012;
HILLHOUSE e PORTER, 2015). A depressdo é mais prevalente na
idade adulta (18 — 64 anos) do que na adolescéncia ou nos adultos
idosos (a partir de 65 anos), com uma idade média de inicio por volta
dos 20-30 anos (KESSLER et al., 2003; KESSLER et al.,, 2005;
KESSLER et al., 2012). Além disso, esse transtorno de humor é de duas
a trés vezes mais prevalente em mulheres do que em homens
(KESSLER et al., 2012).

Em relacdo a prevaléncia da depressdo no Brasil, apés realizar
uma revisdo sistematica e meta-analise, Silva e colaboradores (2014)
demonstraram que a prevaléncia de sintomas depressivos foi de 14% e
que a prevaléncia de transtorno depressivo (considerando o periodo de 1
ano) foi de 8%. Similar ao encontrado no resto do mundo, a prevaléncia
de depressdo ao longo da vida aqui no Brasil também foi de
aproximadamente 17% (SILVA et al., 2014). Por outro lado, um
trabalho recente realizado com a populacdo brasileira acima de 18 anos
demonstrou que a prevaléncia de depressdo no Brasil é de 4,1%, o que
corresponde a aproximadamente 5,5 milhdes de pessoas afetadas por
esse transtorno. Além disso, a depressdo foi mais prevalente em
individuos com 40-59 anos ou acima de 80 anos, em mulheres (duas
vezes maior do que em homens), em individuos morando na area urbana
(50% maior do que individuos morando na area rural) e em pessoas com
menor nivel educacional. Vale destacar que a regido Sul foi a regido do
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Brasil com maior prevaléncia de depressdo (4,8%) e que pessoas
fumantes, com hipertensdo arterial, diabetes mellitus ou doengas do
coracdo tem maior prevaléncia desse transtorno de humor (6,1%, 7,5%,
8,6% e 14% respectivamente) (MUNHOZ et al., 2016).

A depressdo ocasiona impactos sociais, familiares, pessoais e
econdmicos, além de piorar a qualidade de vida do individuo afetado
(NEMEROFF, 2007; LEPINE e BRILEY, 2011). Esse transtorno de
humor também estd associado com diversas comorbidades, incluindo
outras doengas mentais (ex: transtorno de ansiedade, transtornos
psicoticos e abuso de drogas) e doengas cronicas (ex: diabetes mellitus
tipo 2 e hipertensdo arterial) (KESSLER et al., 2003; BROWN,
VARGHESE ¢ MCEWEN, 2004; KATON, LIN e KROENKE, 2007;
THAIPISUTTIKUL et al., 2014). Em um recente trabalho avaliando os
odds ratio (OR) de vérias comorbidades foi demonstrado que vérias
patologias sdo mais prevalentes em individuos com depresséo, incluindo
asma (OR=1,53, 95% intervalo de confian¢a (IC), 1,03-2,28), artrite
(OR=1,95, 95% IC, 1,17-3,25), gota (OR=2,65, 95% IC, 1,39-5,04),
ataque cardiaco (OR=3,76, 95% IC, 1,95-7,27), acidente vascular
encefalico (OR=2,83, 95% IC, 1,59-5,06), diabetes mellitus (OR=1,65,
95% IC, 0,93-2,92) e problemas tireoidianos (OR=1,96, 95% IC, 1,21-
3,29) (KIM, SHIN e SONG, 2015). Uma meta-analise também revelou
que pacientes com depressdo tém um risco aumentado de mortalidade
por todas as causas e mortalidade por suicidio quando comparado com
individuos sem depressdo, reforcando a ideia de que esse transtorno de
humor seja um problema de saide publica (CHESNEY, GOODWIN e
FAZEL, 2014). Vale destacar que, de acordo com a Organizagdo
Mundial da Salde, a depressdo era a terceira causa de incapacitacdo
mundial em 2004 (ficando atrds de infecgdes respiratdrias e doencas
diarreicas) e que a estimativa para 0 ano de 2030 é que a depressao
passe a ser a principal causa de incapacitagdo do mundo. E interessante
observar que lebando em consideracdo apenas os paises da América,
Europa e Oceano Pacifico, a depressdo ja era a principal causa de
incapacitacdo em 2004 (WHO, 2008).

De acordo com o DSM-5 da Associacdo Americana de
Psiquiatria (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2013) para
o individuo ser diagnosticado com depressdo ele deve apresentar pelo
menos cinco dos sintomas apresentado na Tabela 1 por um periodo de
no minimo duas semanas. Além disso, pelo menos um desses cinco
sintomas deve ser, obrigatoriamente, 0 humor deprimido ou a anedonia,
que é caracterizada como uma diminuicdo de interesse/prazer por todas
ou quase todas as atividades diarias. Os outros sintomas que o individuo
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pode apresentar sdo: alteracdo no peso ou apetite (mudanca de mais de
5% em um més, sem fazer dieta), alteracdo no sono, alteracdo na
atividade psicomotora, falta de energia ou fadiga, sentimento de
inutilidade, diminuicdo na capacidade de se concentrar ou de pensar e
ideacdo suicida. Vale destacar que, para o individuo ser classificado com
transtorno depressivo maior, os sintomas listados acima, com exce¢do
do ganho/perda de peso e da ideacdo suicida, devem estar presentes
todos os dias, por um periodo minimo de duas semanas. Além disso, 0s
episddios depressivos devem comprometer significativamente o
funcionamento social ou ocupacional e ndo devem ser atribuidos ao
abuso de substdncias ou a outros disturbios psicoldgicos, como a
esquizofrenia e transtorno bipolar (AMERICAN PSYCHIATRY
ASSOCIATION, 2013).

Tabela 1. Critérios de diagnéstico do transtorno depressivo maior de
acordo com o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos
Mentais 52 edi¢cdo (DSM-5)

. Humor deprimido
. Anedonia

. Perda de peso e apetite / ganho de peso ou apetite

. Insbnia / hipersonia

. Agitacdo psicomotora / letargia

. Fadiga ou falta de energia

. Falta de esperanca, desespero, sentimento de culpa ou desvalia
. Dificuldade de concentracdo ou indecisdo

. Pensamentos recorrentes de morte ou suicidio

O OO ~NO Ul WN -

Fonte: Manual Diagnéstico e Estatistico dos Disturbios Mentais 5?
edicdo (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2013).

Levando em consideracdo o impacto da depresséo, esforcos tém
sido feitos na busca do melhor entendimento dos mecanismos
fisiopatoldgicos, das estruturas encefalicas envolvidas e de melhores
estratégias de tratamento para esse transtorno de humor. Estudos pos-
morte ou estudos de neuroimagem tém identificado estruturas cerebrais
que sdo importantes para a regulagdo do humor e que estdo envolvidas
na depressdo, incluindo o cértex pré-frontal, cortex cingulado, nlcleo
accumbens, ganglios da base, amigdala, hipocampo, estriado e talamo
(DREVETS, PRICE e FUREY, 2008; KRISHNAN e NESTLER, 2008;
SAVITZ e DREVETS, 2009; RUSSO e NESTLER, 2013). Dentre essas
estruturas, destaca-se o hipocampo e o cortex pré-frontal.
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O hipocampo estd envolvido com aprendizado e consolidagéo da
memoria e diversos estudos de revisdo denotam o papel do hipocampo
na fisiopatologia da depressdo, ja que essa regido encefalica também
estd envolvida na regulacdo do humor, emocdo e suscetibilidade ao
estresse cronico (CAMPBELL e MACQUEEN, 2004; FUCHS et al.,
2004; SHELINE, 2011). Em uma meta-analise, apds avaliar o volume
hipocampal de 393 pacientes com depressao e 303 sujeitos controle (de
12 estudos diferentes), foi demonstrado um menor volume hipocampal
nos pacientes com depressio (CAMPBELL et al., 2004). Mais
recentemente, outro estudo sugeriu que a diminuicdo do volume
hipocampal poderia ser um marcador para depressdo ou um marcador de
vulnerabilidade para episédios futuros, enquanto que um volume
hipocampal maior poderia ser um marcador de resiliéncia & depresséo
(CHAN et al., 2016). Entretanto, os autores frisam a necessidade de
mais estudos para o melhor entendimento do papel do volume
hipocampal e sua associacdo com vulnerabilidade e resiliéncia a
depressdo. Por outro lado, o tratamento por oito Semanas com
antidepressivo, reverteu a diminui¢éo do volume da matéria cinzenta em
pacientes com depressdo, voltando ao nivel do controle (ARNONE et
al., 2013). Embora essa diminui¢cdo no volume hipocampal esteja bem
elucidada, ainda é questionavel se essa diminuicdo é uma causa ou uma
consequéncia da depressdo (SHELINE, 2011).

Estudos de neuroimagem ou pds-morte também demonstram o
envolvimento do cortex pré-frontal na fisiopatologia da depressdo
(DREVETS, 2001; KRISHNAN e NESTLER, 2008). O cortex pré-
frontal tem um papel importante no controle cognitivo, na capacidade de
orquestrar pensamento e a¢do, bem como no controle do sistema de
recompensa e experiéncia heddnica (MILLER e COHEN, 2001;
KRINGELBACH, 2005). Estudos demonstram que pacientes com
depressdo tinham uma diminuicdo na funcdo do cértex pré-frontal
(HASLER et al., 2004), além de uma diminuicdo do metabolismo da
glicose e do fluxo sanguineo nessa regido encefalica (DREVETS,
PRICE e FUREY, 2008). Uma diminuicdo no volume da matéria
cinzenta do cortex pré-frontal também ja foi relatada em individuos com
depressdo (SHELINE, 2003). Essas alteracdes no cortex pré-frontal
estdo associadas, principalmente, com a diminuicdo na resposta
hedbnica e responsividade exagerada ao estresse dos individuos
acometidos por esse transtorno de humor (GEORGE, KETTER e POST,
1994; DREVETS, 2001; HASLER et al., 2004).

Em relagdo aos fatores causais da depressdo, sabe-se que fatores
genéticos e ambientais podem interagir entre si e criar um ambiente no
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qual os individuos estejam mais predispostos a desenvolver esse
transtorno de humor (RAISON, CAPURON e MILLER, 2006; FLINT e
KENDLER, 2014). Entretanto, ainda ndo existe um completo
entendimento de todos os mecanismos envolvidos na etiologia e
fisiopatologia da depressdo. A primeira hip6tese que surgiu para
explicar a depressao foi a hipotese monoaminérgica, que postula que a
depressdo ocorra devido uma diminuicdo de neurotransmissores
monoaminérgicos, que incluem a serotonina, norepinefrina e dopamina
(SCHILDKRAUT, 1965; DELGADO, 2000). Embora essa hipotese
ainda seja valida, outras hipdteses envolvendo neurotransmissores,
hormdnios e mediadores inflamatdrios sugerem um papel relevante na
fisiopatologia da depressdo, entre elas: hipotese neurotréfica (DUMAN,
2004b; DUMAN e MONTEGGIA, 2006; HAASE e BROWN, 2015),
estresse e desregulacdo no eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)
(PARIANTE e LIGHTMAN, 2008; SIEGRIST et al., 2012; DURIC e
DUMAN, 2013), excesso de glutamato (SANACORA et al., 2008;
GHASEMI et al, 2009; HILLHOUSE e PORTER, 2015;
DEUTSCHENBAUR et al., 2016), aumento da inflamagdo (SMITH,
PECK e WARD, 1990; MAES, 2008; MILLER, MALETIC e RAISON,
2009; LEONARD, 2014) e do estresse oxidativo (SARANDOL et al.,
2007; BEHR, MOREIRA e FREY, 2012; LIU et al., 2015), alteracdo
em vias de sinalizacéo intracelular (DUMAN et al., 2012; MARSDEN,
2013), entre outros. A seguir, sera explanado sobre alguns pontos
relevantes sobre a fisiopatologia e tratamento da depressdo que estdo
correlacionados com o presente trabalho.

1.1.1  Hipdtese monoaminérgica

A hip6tese monoaminérgica surgiu em meados de 1960 e postula
que a depressao ocorre devido a uma diminuicdo dos neurotransmissores
monoaminérgicos na fenda sinaptica (SCHILDKRAUT, 1965). Esta
hipotese surgiu a partir de observacdes clinicas que demonstraram: a) a
presenca de sintomas depressivos em pacientes que utilizaram o anti-
hipertensivo reserpina (que também leva a uma diminuicdo das
monoaminas  por impedir o transporte  vesicular  desses
neurotransmissores) (FREIS, 1954); b) uma melhora no humor de
pacientes com tuberculose tratados com iproniazida (que é um inibidor
ndo seletivo da enzima que degrada as monoaminas - monoamina
oxidase (MAQ)) (DELAY, LAINE e BUISSON, 1952); ¢) a melhora de
sintomas depressivos ap6s a utilizacdo do anti-histaminico imipramina
(que também inibe a recaptacdo da serotonina, norepinefrina e
dopamina) (KRAKOWSKI, 1962).
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Desde o surgimento da hipétese monoaminérgica até os dias de
hoje diversos estudos (pré-clinicos e clinicos) e revisdes ja foram
realizados reforgando a importancia do sistema monoaminérgico na
fisiopatologia da depresséio (MANN et al.,, 2000; BLIER e EL
MANSARI, 2013; SACHS et al.,, 2013). Como esquematizado de
maneira simplificada na Figura 1, no encéfalo de um individuo sem
depressdo, 0s neurotransmissores monoaminérgicos sdo liberados de
neurdnios pré-sinapticos para a fenda sinaptica, podendo se ligar em
receptores presentes em neurbnios pos-sindpticos. A seguir, as
monoaminas sdo eliminados da fenda sindptica por degradacao
enzimatica ou por recaptacdo para 0 neurbnio pré-sinptico. JA em
individuos depressivos, ocorre uma diminuigdo na quantidade de
monoaminas na fenda sinaptica ou um prejuizo na funcionalidade dos
receptores monoaminérgicos, 0 que propicia o aparecimento de sintomas
depressivos. Por outro lado, apds o tratamento com antidepressivos, que
atuam normalizando os niveis de monoaminas na fenda sinaptica, ocorre
uma remissao dos sintomas depressivos (CASTREN, 2005).
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Figura 1. Hipdtese monoaminérgica

Pré-sindptico

Q)

B

: Wﬁﬂ\i s

Y o
I
e
1) Individuo Individuo
Individuo sem
5 com usando
depressdo i : "
depressao antidepressivo
Sem alteragao Humor Melhora do
no humor deprimido humor

Legenda: a) No encéfalo de um individuo normal, as monoaminas
(representadas em circulos amarelos) sdo liberadas para a fenda
sinptica e se ligam em receptores (em azul) no neurdnio pds-sinaptico.
Apds exercerem suas agdes, as monoaminas sdo recaptadas para o
neurdnio pré-sindptico através de transportadores especificos (em roxo);
b) No encéfalo de um individuo com depressdo, ocorre uma diminuicao
na quantidade de monoaminas na fenda sinaptica, propiciando o
aparecimento do humor deprimido; c) Ap6s a utilizacdo de
antidepressivos (triangulos em cinza) que blogueiam a recaptacdo das
monoaminas, ocorre um reestabelecimento da quantidade de
monoaminas na fenda sinaptica e posterior melhora do humor. Fonte:
adaptado de Castren (2005).

A maior parte dos medicamentos utilizados na clinica para tratar
a depressdo reforca a hipdtese monoaminérgica. Como recentemente
revisado (HILLHOUSE e PORTER, 2015), a primeira linha de escolha
para tratar pacientes com depressdo continua sendo farmacos que
influenciam na neurotransmissdo monoaminérgica. Esses farmacos
incluem os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ex:
fluoxetina), inibidores da recaptacdo de serotonina e norepinefrina (ex:
venlafaxina — também classificada como antidepressivo atipico),
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inibidores da recaptacdo de norepinefrina e dopamina (ex: bupropiona —
também classificada como antidepressivo atipico), antidepressivos
triciclicos, que inibem a recaptacdo de serotonina, norepinefrina e
dopamina (ex: imipramina) e inibidores da enzima MAO (ex:
iproniazida).

Apesar dessa hip6tese ainda ser aceita para explicar, pelo menos
em parte, para explicar a fisiopatologia da depresséo, essa hipotese, bem
como o tratamento com antidepressivos que agem aumentando as
monoaminas na fenda sinptica possuem algumas limitacGes. Em
primeiro lugar, estima-se que cerca de 50% a 60% nos pacientes ndo
respondem de maneira adequada ao tratamento com esses
antidepressivos classicos, o que se chama de depressdo resistente ao
tratamento (FAVA, 2003). Vérias meta-analises que avaliaram a eficécia
dos antidepressivos demonstraram que a efetividade desses farmacos
variam de acordo com o tipo de farmaco e com a severidade da doenga,
mas que existe um grande nimero de respostas parciais ou ndo respostas
(KIRSCH et al., 2008; CIPRIANI et al., 2009; NAUDET, MARIA e
FALISSARD, 2011; VOHRINGER e GHAEMI, 2011). Todavia,
mesmo em pacientes que respondem ao tratamento, ocorre uma demora
de 3 até 12 semanas para a remissdao dos sintomas, embora as
monoaminas aumentem logo apds o inicio do tratamento (NEMEROFF
e OWENS, 2002; UHER et al., 2011). Além disso, mesmo em pacientes
que respondem ao tratamento, melhorando os sintomas da depresséo,
raramente ocorre uma remissdo total de todos os sintomas, sendo
comum continuar com prejuizo cognitivo ou disfungdo social, reduzindo
0 desempenho e qualidade de vida do paciente e aumentando a
recorréncia (LEPINE e BRILEY, 2011). Em um estudo de coorte
prospectivo com 387 pacientes, com duracdo de 34,5 meses, foi
evidenciado que 76,5% dos pacientes apresentaram depressao recorrente
(PESELOW et al., 2015). Ademais, o tratamento farmacoldgico classico
da depressdo também possui efeitos colaterais (como dores de cabeca,
boca seca, obstipacdo intestinal, disfuncdo sexual, ganho de peso, entre
outros), o que pode prejudicar a adesdo do paciente ao tratamento
(SERRETTI e MANDELLLI, 2010; BET et al., 2013).

Vale destacar que alguns dados da literatura contradizem a
hiptese monoaminérgica, demonstrando que a deplecdo de
monoaminas em individuos saudaveis ndo desencadeia sintomas
depressivos (SALOMON et al., 1997). Por outro lado, o efeito da
deplecdo de monoaminas em pacientes com depressdo ainda €
questionavel. Sugere-se que a deplecdo desses neurotransmissores ndo
induza sintomas imediatos de depressdo, mas que pode propiciar
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sintomas transitorios em alguns pacientes (BOOIJ, VAN DER DOES e
RIEDEL, 2003). Além disso, algumas drogas de abuso (como a cocaina
e a anfetamina) que aumentam a neurotransmissdo monoaminérgica nao
sdo efetivas para tratar a depressdo (HINDMARCH, 2001).

Com base no exposto, percebeu-se que, além de um aumento nos
niveis de monoaminas, outras alteragdes cerebrais também sdo
necessarias para uma melhora dos sintomas depressivos. Dentre essas
alteracdes envolvidas na fisiopatologia e no tratamento da depresséo,
destaca-se o papel da neuroplasticidade, neurogénese e dos fatores
neurotréficos (DUMAN e LI, 2012).

1.1.2  Hip6tese neurotrdfica

Devido as limitacBes da hipdtese monoaminérgica, bem como do
tratamento com antidepressivos baseado no aumento das monoaminas
na fenda sindptica, as pesquisas na &rea da depressdo deixaram de
investigar apenas o papel das monoaminas e passaram a averiguar o
papel putativo dos fatores de crescimento como o fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF), que esta criticamente envolvido na
regulacdo da estrutura neuronal e na plasticidade do encéfalo adulto
(THOENEN, 1995; NESTLER et al., 2002). Assim, surgiu a hipétese
neurotréfica, que postula que a diminuicdo do BDNF exerca um papel
importante na fisiopatologia da depressao e que, o reestabelecimento dos
niveis dessa neurotrofina estd envolvido na efetividade dos
antidepressivos (ALME et al., 2007; GROVES, 2007; LINDHOLM e
CASTREN, 2014).

Estudos demonstram que a depressdo estd associada com
mudancas estruturais e celulares no hipocampo, com uma diminui¢do no
volume hipocampal em torno de 10-15% (CAMPBELL e MACQUEEN,
2004; VIDEBECH e RAVNKILDE, 2004). Acredita-se que essa
diminuicdo do volume hipocampal possa ser decorréncia de uma
diminuicdo da neurogénese, aumento na morte de neurbnios e/ou
retracdo de dendritos (CZEH e LUCASSEN, 2007). Vale destacar que
essas alteracdes podem ser influenciadas por uma série de fatores
neurotroficos, entre eles, 0o BDNF (HAASE e BROWN, 2015). Uma das
principais funcbes do BDNF é o seu papel na plasticidade sinaptica,
sendo crucial para processos de aprendizagem e meméria, além de ser
importante para o desenvolvimento e sobrevivéncia de neurbnios
dopaminérgicos, serotoninérgicos, colinérgicos e GABAEérgicos
(DUMAN e MONTEGGIA, 2006; AUTRY e MONTEGGIA, 2012). O
BDNF também é importante para a sobrevivéncia e manutencdo dos
dendritos dos neurénios (GORSKI et al., 2003), que é confirmada pela
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retracdo dos dendritos quando ocorre uma diminuicdo da expressdo do
receptor do BDNF (receptor tropomiosina cinase B - TrkB)
(SCHECTERSON et al., 2012).

Em humanos com depressao ja foi demonstrado uma diminuicdo
dos niveis séricos e plasmaticos de BDNF (KAREGE et al., 2005a; LEE
et al., 2007; SEN, DUMAN e SANACORA, 2008). Além disso, estudos
pés-morte em pacientes que tinham depressao ou em vitimas de suicidio
também revelaram uma diminuicdo no RNAm do BDNF no hipocampo
(DWIVEDI et al., 2003; KAREGE et al., 2005b) e no cortex pré-frontal
(DWIVEDI et al., 2003; KAREGE et al., 2005b; PANDEY et al., 2008;
RAY, SHANNON WEICKERT e WEBSTER, 2014). Outros estudos
pés-morte com individuos com depressdo também evidenciaram uma
diminuicdo nos niveis de RNAm do receptor TrkB no hipocampo
(THOMPSON RAY et al., 2011) e no cortex pré-frontal (DWIVEDI et
al., 2003; PANDEY et al., 2008). Em individuos que cometeram
suicidio também foi demonstrado uma diminuigao nos niveis de RNAm
do receptor TrkB no hipocampo (DWIVEDI et al., 2003). Além disso,
apés avaliar varios estudos, uma meta-analise também demonstrou que
no polimorfismo no gene do BDNF (Val66Met), o alelo Met esta
relacionado com uma menor secre¢cdo de BDNF, pode aumentar o risco
de desenvolver depressdo, principalmente em individuos com eventos
estressantes durante a vida (HOSANG et al., 2014). Entretanto, ainda
existem estudos contraditérios, ndo demonstrando associacdo entre
polimorfismo no gene do BDNF e depressdo, como sugerido por meta-
analise realizada por Chen e colaboradores (2008).

Em estudos pré-clinicos, utilizando modelos animais de
depressdo induzida por estresse observa-se uma diminuicdo dos niveis
de BDNF em algumas regides encefalicas, principalmente no
hipocampo (MURAKAMI et al., 2005; GRONLI et al., 2006). Por outro
lado, em animais deficientes de BDNF ocorre um aumento na
sensibilidade ao estresse, além de um comportamento tipo-depressivo
apds 0s animais serem expostos a um protocolo de estresse moderado
(ADVANI, KOEK e HENSLER, 2009). Corroborando a importancia do
BDNF na depressdo, diversos estudos e meta-analise demonstram que,
tanto em animais, quanto em humanos, o tratamento cronico com
antidepressivos é capaz de aumentar os niveis hipocampais, no cortex
pré-frontal ou séricos de BDNF (CHEN et al., 2001; SHIMIZU et al.,
2003; BALU et al., 2008; SEN, DUMAN e SANACORA, 2008). Além
disso, ja foi denotado que um prejuizo na sinalizacdo do BDNF (ex:
delecdo do receptor TrkB) prejudica a acdo de antidepressivos, pelo
menos em camundongos (LI et al., 2008). Por outro lado, um aumento
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na sinalizacdo do BDNF (ex: aumento na expressdo do BDNF ou do
receptor TrkB) resulta em efeitos tipo-antidepressivos (KOPONEN et
al., 2005; TALIAZ et al., 2011). E interessante ressaltar que a
administragdo de BDNF perifericamente (SCHMIDT e DUMAN, 2010)
ou centralmente (via intracerebroventricular ou diretamente no
hipocampo) (SHIRAYAMA et al., 2002; HOSHAW, MALBERG e
LUCKI, 2005) também resulta em efeitos tipo-antidepressivos.

Dessa forma, a hipdtese neurotrofica postula que a depressdao
resulta de uma diminuicdo nos fatores neurotréficos, levando a atrofia
neuronal, perda de células gliais e diminuicdo da neurogénese
hipocampal (DUMAN e MONTEGGIA, 2006; DUMAN e LI, 2012).
Como esquematizado na Figura 2, diversas situa¢fes, como o estresse
intenso ou crénico, podem culminar com uma diminui¢do nos niveis de
BDNF. A diminuicdo da sinalizacdo do BDNF no hipocampo propicia
uma diminuicdo na proliferagdo, sobrevivéncia e plasticidade neuronal,
que desencadeia uma diminui¢cdo na fungdo hipocampal, culminando
com o aparecimento de sintomas depressivos. Por outro lado, o
tratamento com antidepressivo aumenta os niveis de BDNF, revertendo
essas alteragcbes hipocampais e, desse modo, retomando a funcéo
hipocampal e o reestabelecimento do humor (GROVES, 2007).
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Figura 2. Modelo simplificado do papel do estresse e da terapia com
antidepressivos na expressdo do BDNF, funcéo hipocampal e humor
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Legenda: O estresse diminui os niveis de BDNF. A diminuigdo da
ligacdo dessa neurotrofina em seus receptores TrkB no hipocampo causa
uma diminuicdo da proliferacdo, sobrevivéncia e plasticidade neuronal,
que por sua vez diminui a fungdo hipocampal, contribuindo para a
diminuicdo do humor. Por outro lado, a utilizacdo cronica de
antidepressivos propicia um aumento nos niveis do BDNF, aumentando
sua sinalizacdo no hipocampo e, por consequéncia, melhorando o
humor. Abreviaturas: BDNF, fator neurotréfico derivado do encéfalo;
TrkB, receptor tropomiosina cinase B. Fonte: adaptado de Groves
(2007).

O BDNF ¢ sintetizado como uma proteina precursora chamada
pré-pr6-BDNF, que depois é clivada formando o pr6-BDNF (ainda no
reticulo endoplasmatico rugoso). O pré6-BDNF (35 kDa) vai para o
aparelho de Golgi, onde pode ser clivado formando o BDNF maduro (14
kDa) (LESSMANN, GOTTMANN e MALCANGIO, 2003). O pré-
BDNF pode ser clivado intracelularmente por enzimas tipo furinas
(presentes no aparelho de Golgi) ou pré-convertases (presentes nos
granulos secretorios). Outra opcdo é o pro-BDNF ser secretado dessa
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forma (como pr6-BDNF) e entdo, ser clivado por proteases
extracelulares, tais como metaloproteinases de matriz e plasmina,
formando o BDNF maduro (LESSMANN, GOTTMANN e
MALCANGIO, 2003; GREENBERG et al, 2009; CUNHA,
BRAMBILLA e THOMAS, 2010). Nos tecidos, a plasmina esta
presente na forma inativa, plasminogénio. Quando o pr6-BDNF ¢é
liberado, ocorre a liberagdo conjunta da enzima do ativador do
plasminogénio tecidual, que é a enzima que convertera o plasminogénio
em plasmina, podendo, assim, ativar o BDNF (WATERHOUSE e XU,
2009).

Vale destacar que o pro-BDNF ndo é um precursor inativo,
possuindo efeitos no SNC independente do BDNF maduro (AUTRY e
MONTEGGIA, 2012). Digno de nota, um recente estudo de revisdo
demonstrou a importancia de avaliar tanto o pr6-BDNF quanto o BDNF
maduro nos transtornos de humor (YEH, KAO e KUO, 2015). O pro-
BNDF e o BDNF maduro ativam vias de sinalizacdo intracelular
diferentes. O pr6-BDNF se liga em um receptor de neurotrofina de baixa
afinidade chamado de p75 (ou p75™"7). A ativacéo do receptor p75 pode
exercer fungbes duais, podendo ativar vias apoptéticas ou de
sobrevivéncia celular. O BDNF maduro, por sua vez, se liga no receptor
de alta afinidade chamado TrkB, que pode ativar vérias vias de
sinalizacdo que culminam com um aumento na transcricdo do proprio
BDNF (HEMPSTEAD, 2002; CHAO, 2003; LESSMANN,
GOTTMANN e MALCANGIO, 2003; AUTRY e MONTEGGIA,
2012). Quando o BDNF maduro se liga ao seu receptor TrkB, ocorre a
dimerizacéo e autofosforilagdo em residuos de tirosina. Isso faz com que
esse receptor que possui atividade tirosina cinase adquira a capacidade
de fosforilar outros substratos em residuos de tirosina, desencadeando
uma cascata de fosforilacdo intracelular que culmina em uma resposta
especifica (MALBERG, 2004; AUTRY e MONTEGGIA, 2012). Como
demostrado na Figura 3, as principais vias ativadas pelo TrkB sdo as
vias da proteina cinase ativada por mitdgeno (MAPK ou proteina cinase
regulada por sinal extracelular - ERK), fosfatidilinositol 3 cinase (PI3K)
e proteina cinase B (Akt), bem como a via da fosfolipase C (PLC) e
proteina  cinase dependente de Ca®*/calmodulina  (CAMKII)
(REICHARDT, 2006; CHEN et al., 2007; CUNHA, BRAMBILLA e
THOMAS, 2010; NUMAKAWA et al., 2010). Essas vias de sinalizacdo
convergem para a ativacdo do fator de transcricdo chamado proteina de
ligagdo ao elemento de resposta a 3,5’-monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc) (CREB), que aumenta a transcricdo de varios genes, incluindo
0 do préprio BDNF. Por outro lado, o pr6-BDNF se liga em receptores
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p75, podendo estimular a apoptose, através da via da cinase N-terminal
c-Jun (JNK), ou estimular a sobrevivéncia celular, através da via do
fator nuclear kappa B (NFxB) (HEMPSTEAD, 2002; HASHIMOTO,
SHIMIZU e 1YO, 2004; MALBERG, 2004; TARDITO et al., 2006;
CUNHA, BRAMBILLA e THOMAS, 2010).
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Figura 3. Via de sinalizacdo do BDNF

Pré6-BDNF BDNF

P75 TrkB £

A P2 TJE
\ R B\

s

Apoptose Sobrevivéncia
celular

/
%
)

Neurogénese,
Neuroplasticidade,
Diferenciagéo e
sobrevivéncia
neuronal

Neurotrofinas

Expressdo génica

Legenda: A ligagdo do BDNF ao seu receptor TrkB induz sua
dimerizacdo e autofosforilagdo em residuos de tirosina. A ativacdo de
TrkB induz a ativagdo de vias de sinalizagdo intracelular como PLC,
PI3K e ERK. Estas vias, quando ativadas, induzem a fosforilagcdo e
ativacdo do fator de transcri¢cdo nuclear CREB, que por sua vez aumenta
a transcricdo de genes, como o do BDNF. Por outro lado, o pr6-BDNF
se liga ao receptor p75, levando a apoptose através da cascata da JNK ou
a sobrevivéncia celular através da cascata do NFkB. Abreviaturas: Akt,
proteina cinase B; BDNF, fator neurotréfico derivado do encéfalo;
CAMKII, proteina cinase dependente de Ca®'/calmodulina; CREB,
proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMPc; ERK, proteina
cinase regulada por sinal extracelular; Gabl, ligante 1 associado a Grb2;
Grb2, proteina de ligacdo do receptor do fator de crescimento 2; IRS1/2,
substrato do receptor de insulina 1/2; JNK, cinase N-terminal c-Jun;
MEK, ERK cinase; NFkB, fator nuclear kappa B; PI3K,
fosfatidilinositol 3 cinase; PLC, fosfolipase C; Raf, fator associado ao
Ras; Ras, proteina de ligagdio ao GTP; Shc, dominio contendo
homologia ao src; SOS, son of sevenless; TrkB, receptor tropomiosina
cinase B. Fonte: adaptado de Cunha, Brambilla e Thomas (2010).

Além das hip6teses monoaminérgica e neurotréfica, varios
estudos de investigacdo de bases bioldgicas da depressdo tem focando
no papel de circuitos neurais e sinapses, bem como nos processos que
controlam essas funcdes. Neste contexto, varios estudos tem
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evidenciado o papel da neurotransmissdo glutamatérgica na
fisiopatologia e tratamento dos transtornos psiquiatricos (NICIU,
KELMENDI e SANACORA, 2012; SANACORA, TRECCANI e
POPOLLI, 2012; DUMAN, 2014b).

1.1.3  Neurotransmissado glutamatérgica e depressao

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do sistema
nervoso central (SNC) e é importante para diversas funcdes normais
cerebrais, incluindo cognicdo, memoria e aprendizado (DANBOLT,
2001). O glutamato pode ser sintetizado a partir do intermediario do
ciclo do acido citrico a-cetoglutarato (pela acdo da enzima glutamato
desidrogenase ou de enzimas aminotransferases) ou a partir da
glutamina (pela agdo da enzima glutaminase) (SCHOUSBOE, BAK e
WAAGEPETERSEN, 2013).

O sistema glutamatérgico tem uma sinapse tripartite, constituida
de neurdnio pré-sinptico, neurbnio pés-sindptico e astrocitos
(SCHOUSBOE, BAK e WAAGEPETERSEN, 2013). Apds o glutamato
ser sintetizado no neurdnio pré-sinaptico, ele é armazenado em vesiculas
pré-sindpticas através dos transportadores de glutamato vesicular
(TAKAMORI, 2006). Apo6s a despolarizacéo, as vesiculas sindpticas se
fundem com a membrana plasméatica do neurdnio pré-sinaptico,
liberando o glutamato para a fenda sindptica. Uma vez na fenda
sindptica, o glutamato pode difundir-se, se ligar em seus receptores
especificos e, desse modo, mediar diversas agcdes em sitios pré e pos-
sindpticos ou em sitios gliais. Depois de exercer suas funcdes, o
glutamato pode ser eliminado da fenda sinaptica ap6s interacdo com
transportadores presentes no neurdnio pré ou pds-sinapticos e,
principalmente, nos astrocitos. Dentro dos astrdcitos, o glutamato pode
ser convertido em glutamina (pela agdo da enzima glutamina sintetase),
que pode ir para 0 neurdnio pré-sinaptico para uma nova sintese de
glutamato, ou ser convertido a o-cetoglutarato, servindo de
intermediario para o ciclo do acido citrico (MATHEWS, HENTER e
ZARATE, 2012; POPOLI et al., 2012; SCHOUSBOE, BAK e
WAAGEPETERSEN, 2013; HILLHOUSE e PORTER, 2015).

Os receptores de glutamato se subdividem em receptores
ionotrépicos e receptores metabotropicos. Os receptores ionotropicos,
quando ativados, permitem a entrada de ions catidnicos (principalmente
jons calcio e sddio) para o interior do neurdnio poés-sinaptico. Esses
receptores ionotropicos incluem o receptor a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazole-propionato (AMPA), N-metil-D-aspartato (NMDA) e cainato
(KEW e KEMP, 2005). Todos os trés tipos de receptores ionotrdpicos
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sdo tetrameros, sendo que os receptores NMDA sdo obrigatoriamente
heterotetrameros, enguanto que os receptores AMPA e cainato podem
ser homo ou heterotetrdmeros. Além disso, cada subunidade de cada
receptor possui 4 dominios: o dominio amino-terminal, dominio de
ligacdo ao ligante, dominio transmembrana e dominio carboxi-terminal
(KARAKAS, REGAN e FURUKAWA, 2015).

Os receptores AMPA sdo os responsaveis pela despolarizacéo
inicial do potencial pds-sinaptico e podem ter 4 tipos de subunidades:
GluAl, GIluA2, GIuA3 e GluA4 (STONE e ADDAE, 2002; LI, CHEN e
SMIT, 2013). De acordo com a constituicdo das subunidades, esse tipo
de receptor pode ser permeavel ao sddio (na maioria das vezes) ou ao
calcio (KEW e KEMP, 2005). Os receptores cainato diferenciam-se dos
receptores AMPA pela menor corrente conduzida e pela cinética de
desativacdo mais lenta (HUETTNER, 2003) e sdo permedveis
principalmente ao sodio e, em menor quantidade, ao calcio (KEW e
KEMP, 2005). Esses receptores sao tetrameros que podem ser formados
a partir da associagdo de cinco tipos de subunidades: GluK1, GluK2,
GluK3, GluK4 e GluK5 (REINER, ARANT e ISACOFF, 2012). Ja os
receptores NMDA sdo subtipo de receptores que possuem maior
afinidade pelo glutamato (NICIU, KELMENDI e SANACORA, 2012) e
sd0 permeaveis ao sodio e principalmente ao célcio (KEW e KEMP,
2005). Esse tipo de receptor pode ser formado pelas subunidades
GIuN1, GIuN2 (GIuN2A — GIuN2D) e GIuN3 (GIuN3A e GIuN3B)
(PAOLETTI, BELLONE e ZHOU, 2013). A subunidade GIuN1, em
combinacdo com pelo menos um tipo da subunidade GIuN2, é
obrigatdria para a funcionalidade do receptor NMDA (HARDINGHAM,
2009; WYLLIE, LIVESEY e HARDINGHAM, 2013). Vale destacar
que, de acordo com a composicdo das subunidades dos receptores
NMDA, ele pode ter distribuicdo, propriedades e regulacgdes distintas no
encéfalo, possuindo caracteristicas funcionais e farmacolédgicas
heterogéneas devido a composicao destas subunidades (GONDA, 2012).

Por outro lado, os receptores metabotropicos estdo associados a
proteinas G que ativam vias de sinalizacdo especificas dentro do
neurbnio  pos-sindptico. Existem 8 subtipos de receptores
metabotropicos que sdo divididos em trés classes de acordo com a
homologia e fungdo. O grupo | (mGlul e mGIlu5) é positivamente
acoplado a hidrélise do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato através da
proteina G4 (que ativara a fosfolipase C, permitindo a clivagem do
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato em fosfatidilinositol-1,4,5-trifosfato e
diacilglicerol). Ja o grupo Il (mGlu2 e mGlu3) e grupo Il (mGlu4,
mGIlu6, mGlu7 e mGIlu8) sdo negativamente acoplados a adenilato
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ciclase via proteina G;, ou seja, ocorrerd uma inibicdo da adenilato
ciclase apos a ligacdo do glutamato nesse tipo de receptor, diminuindo a
guantidade do AMPc (GUBELLINI et al., 2004; POMIERNY-
CHAMIOLO et al., 2014).

Como o glutamato é amplamente distribuido no SNC, seus
receptores também possuem uma ampla distribuicdo. Os receptores
metabotrépicos estdo localizados tanto pré-sinapticamente quanto pos-
sinapticamente (NICIU, KELMENDI e SANACORA, 2012). J& os
receptores ionotrépicos, estdo presentes principalmente  pos-
sinapticamente, embora j& tenha sido demonstrada a presenca de
receptores ionotropicos no neurdnio pré-sinaptico, sugerindo que eles
também podem responder a liberacdo de glutamato sinaptico (GILL et
al., 2015). Dentre os receptores glutamatérgicos, o de mais importancia
para o presente trabalho sdo os receptores NMDA. No encéfalo adulto,
os receptores NMDA que predominam sdo os formandos pelas
subunidades GIuN1 e GIuN2A, que possuem distribuicdo ubiqua no
encéfalo. Os receptores NMDA constituidos das subunidades GIuN1 e
GIuN2B sdo expressos apenas no prosencéfalo (telencéfalo e
diencéfalo), sendo que as regifes com maior expressao sao o cortex,
hipocampo, amigdala, nucleo ventral do talamo e bulbo olfatério. Os
receptores constituidos das subunidades GIuN1 e GIuN2C ou GIuN1 e
GIuN2D séo menos expressos no encéfalo e em regides relacionadas a
depressdo: GIUN2C esta presente principalmente no cerebelo e GIUN2D
no tronco encefalico e diencéfalo (GONDA, 2012).

Outros elementos importantes para a neurotransmissao
glutamatérgica sdo os transportadores que captam o glutamato da fenda
sindptica, que sdo comumente chamados de transportadores de
aminoacidos excitatorios (EAAT) (JIANG e AMARA, 2011). Os
EAATS pertencem a uma familia de transportadores chamada SLC1, que
também incluem dois transportadores (ASCT1 e ASCT2) para
aminoécidos neutros, como a serina, alanina, cisteina e treonina. Os
EAATSs captam um glutamato de forma simporte com trés ions sédio e
um préton e um antiporte de um ion potassio (KANAI et al., 2013;
DIVITO e UNDERHILL, 2014; JENSEN et al., 2015). Além do
glutamato, esses EAATs também podem captar outros 4acidos
dicarboxilicos, como por exemplo, o aspartato (DANBOLT, 2001;
KANAI et al., 2013).

Existem cinco subtipos de EAAT (EAAT1-5 em humanos),
sendo que em roedores, EAATL, EAAT2 e EAAT3 sdo chamados,
respectivamente, de GLAST, GLT-1 e EAAC1 (VANDENBERG e
RYAN, 2013; ZHOU e DANBOLT, 2013). EAATL1 e EAAT2 possuem
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uma organizacdo homotrimérica, enquanto que EAAT3 e EAAT4
podem formar homotrimeros ou heterotrimeros  associando
EAAT3/EAAT4 (VANDENBERG e RYAN, 2013; JENSEN et al.,
2015). EAAT1 e EAAT2 sdo encontrados, predominantemente, nas
células gliais, enquanto que EAAT3-EAATS sdo transportadores
especificos de neurdnios (DIVITO e UNDERHILL, 2014; JENSEN et
al., 2015). Vale destacar que EAAT1-3 também foram identificados fora
do SNC, como no coracdo, figado, intestino e rins (BRIDGES e
ESSLINGER, 2005).

O EAAT2 foi o primeiro transportador a ser isolado e €
amplamente encontrado em astrécitos de todas as regides encefélicas e
da medula espinhal, com um aumento significativo no hipocampo e
neocortex. Alguns neurdnios pré-sinapticos também expressam EAAT2,
principalmente no hipocampo, embora isso corresponda a menos de
10% de todo o EAAT2 encefalico (VANDENBERG e RYAN, 2013;
ZHOU e DANBOLT, 2013). Vale destacar que o EAAT2 é o principal
transportador responsavel pela captagdo do glutamato, captando cerca de
90% de todo o glutamato encefalico (JENSEN et al., 2015). O EAAT1
foi encontrado pela primeira vez em astrécitos, sendo encontrado
principalmente no cerebelo, ouvido interno, érgaos circunventriculares e
retina. O EAATL também pode ser encontrado, embora em baixa
concentracdo, na regido CAl do hipocampo. O EAAT3 é expresso
predominantemente nos neurénios do hipocampo, embora ele também
possa ser encontrado em neurdnios do cerebelo e ganglios basais. Vale
destacar que o EAAT3 tem localizagdo predominantemente néo
sinaptica, estando localizando principalmente no corpo celular ou nos
dendritos dos neurénios, embora ele possa ser rapidamente mobilizado e
expresso na membrana plasmatica. Ou seja, 0 EAAT3 é mais importante
para o metabolismo ou homeostase celular do que para a regulacdo
direta da transmissdo sinaptica (DANBOLT, 2001; VANDENBERG e
RYAN, 2013; ZHOU e DANBOLT, 2013). O EAAT4 é expresso
predominantemente em neurbnios do cerebelo, embora outras regifes
encefalicas também possam expressa-lo em pequena quantidade. Uma
pequena quantidade de EAAT4 pode ser expressa proximo a sinapse,
mas a maior parte desse transportador & expressa nos dendritos
préximos aos astrécitos e em menor quantidade, no corpo celular. O
EAATS5, por sua vez, & expresso quase predominantemente em
neurdnios da retina, sendo identificado nos terminais dos fotorreceptores
dos cones e bastonetes e nos terminais axonais das células bipolares dos
bastonetes. Assim, na retina, o EAAT5 influencia diretamente a
neurotransmissdo glutamatérgica (VANDENBERG e RYAN, 2013;
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ZHOU e DANBOLT, 2013). A Tabela 2 mostra as principais
localizacBes dos EAATSs no SNC.

Tabela 2. Localizacdo dos EAATS

EAAT Localizagdo

EAAT1/ GLAST | Astrdcitos principalmente do cerebelo, ouvido
interno, 6rgdos circunventriculares e retina.

EAAT2/GLT-1 Astrécitos de todas as regibes cerebrais e da
medula espinhal, com aumento significativo no
hipocampo e neocortex; neurbnios pré-sinapticos
do hipocampo.

EAAT3/EAACI Predominantemente em neurdnios do hipocampo.

EAAT4 Predominantemente em neurdnios do cerebelo.

EAATS Predominantemente em neurdnios da retina.

Abreviatura: EAAT, transportador de aminoacido excitatério. Fonte:
adaptado de Zhou e Danbolt (2013).

Uma ressalva deve ser feita em relacdo ao EAAT3 (EAACL):
além dele ser importante para captar o glutamato, ele também é capaz de
transportar cisteina para dentro do neurbnio, sugerindo que esse
transportador também seja importante para a sintese de glutationa e
consequente protecdo contra o estresse oxidativo (CHEN e SWANSON,
2003; BIANCHI et al., 2014; ROBERT et al., 2014). Animais knockout
para EAAT3 tém uma diminui¢do neuronal de glutationa reduzida e um
aumento do estresse oxidativo, que podem ser revertidos pela
suplementacdo com N-acetil-cisteina (AOYAMA et al., 2006; CAO, LI
e ZUO, 2012). Vale ressaltar que ja foi demonstrado que 0 EAAT3 tem
sua transcrigdo aumentada pela via do fator nuclear eritroide 2
relacionado ao fator 2 (Nrf2)/elemento de resposta a antioxidante
(ARE), aumentando a sintese de glutationa neuronal (ESCARTIN et al.,
2011).

A Figura 4 mostra um esquema dos principais transportadores de
glutamato no hipocampo, que como ja mencionado, é uma regido
relacionada com a depressdo. Como pode ser observado, no hipocampo
existe a presenca de EAAT3 nos neurbnios pos-sinapticos (na regido
extra-sinaptica) e de EAAT2 nos astrécitos e, em menor quantidade, no
neurdnio pré-sinaptico (VANDENBERG e RYAN, 2013).
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Figura 4. Localizac&o dos principais EAATS no hipocampo

Astrocito

EAAT2

Legenda: Diagrama esquematico mostrando a localizagdo dos
principais EAATs no hipocampo. O EAAT2 encontra-se principalmente
nos astrdcitos e, em menor quantidade, em neurdnios pré-sinapticos.
EAAT3 encontra-se principalmente em neurbnios pds-sinapticos.
Receptores como AMPA e NMDA encontram-se principalmente nos
neurdnios pos-sinapticos. Abreviaturas: AMPA-R, receptor a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazole-propionato; EAAT, transportador de
aminodacido excitatorio; NMDA-R, receptor N-metil-D-aspartato. Fonte:
adaptado de Vandenberg e Ryan (2013).
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Os niveis de glutamato extracelular também podem ser
controlados por um trocador de cistina-glutamato, chamado sistema X .
Este trocador é expresso tanto fora do SNC (ex: hepatdcitos, células
endoteliais, fibroblastos, macréfagos, etc) quanto dentro do SNC (ex:
astrocitos, micrdglia, neurdnios corticais imaturos, etc). O sistema X¢
medeia a troca de uma molécula de cistina (forma oxidada da cisteina)
extracelular por uma molécula de glutamato intracelular, contribuindo
para a manutencdo da concentracdo de glutamato na fenda sinaptica,
bem como para a produgdo de glutationa intracelular (BRIDGES,
NATALE e PATEL, 2012; LEWERENZ et al., 2013).

Embora a neurotransmissdo glutamatérgica seja essencial as
funcBes neurais, 0 excesso de glutamato na fenda sindptica é prejudicial
e estd associado com diversas doengas do SNC. Entre elas, destacam-se
as doengas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson, doenga de
Alzheimer, doenca de Huntington e esclerose lateral amiotrofica
(HYND, SCOTT e DODD, 2004; SHELDON e ROBINSON, 2007;
MEHTA et al., 2013), bem como transtornos de humor, incluindo a
depressio (SANACORA et al, 2008; ZARATE et al., 2010;
HILLHOUSE e PORTER, 2015). O papel negativo do excesso de
glutamato ocorre devido ao fato de que a hiperestimulacdo dos
receptores glutamatérgicos podem propiciar uma série de eventos que
podem diminuir a viabilidade celular, incluindo um grande influxo de
fons calcio, a liberacdo de 6xido nitrico, um aumento da formacao de
espécies reativas de oxigénio e ativacdo de proteases (como as caspases)
e cinases (LAU e TYMIANSKI, 2010; WANG e QIN, 2010).

Em relacdo ao papel da neurotransmissdo glutamatérgica na
depressdo, estudos clinicos evidenciam que pacientes com depressao,
quando comparados com individuos saudaveis, ttm um aumento nos
niveis de glutamato no plasma (MAURI et al, 1998;
KUCUKIBRAHIMOGLU et al., 2009) e no cortex pré-frontal
(HASHIMOTO, SAWA e IYO, 2007), bem como um aumento de
glutamina no liquido cerebroespinhal (LEVINE et al., 2000). Por outro
lado, o tratamento com antidepressivos é capaz de diminuir a
concentracdo de glutamato no plasma (MAES et al, 1998;
KUCUKIBRAHIMOGLU et al.,, 2009) e de glutamina no liquido
cerebroespinhal (GARAKANI et al, 2013), sugerindo que o0s
antidepressivos que agem na modulagdo da neurotransmissao
monoaminérgica, também podem modular a neurotransmissao
glutamatérgica. Estudos pdés-morte em humanos com depressdo ou
vitimas de suicidio também demonstraram alteracdes nas subunidades
do receptor NMDA. Feyissa et al. (2009) demonstraram uma redugéo
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nas subunidades GIUN2A e GIUN2B no cortex pré-frontal. Por outro
lado, Sowa-Kucma et al. (2013) evidenciaram um aumento na
subunidade GIuN2A e diminuicdo da GIuN2B no hipocampo,
enfatizando que alteracBes da neurotransmissdo glutamatérgica podem
ocorrer em pacientes com depressdo. Corroborando estes dados, uma
recente revisdo sobre o tema também sugere que, em varios estudos pés-
morte com pacientes com depressdo, alteragdes das subunidades do
receptor NMDA (diminuicdo ou aumento, de acordo com as
subunidades ou regiGes avaliadas) eram encontradas em regides
especificas do encéfalo, principalmente cortex pré-frontal e locus
coeruleus (HILLHOUSE e PORTER, 2015). Digno de nota, um estudo
piloto analisando a metilagdo do DNA no cortex pré-frontal e
hipocampo demonstrou que os pacientes depressivos tinham uma
hipermetilacdo do GRIN2A, que é o gene que codifica a subunidade
GIuN2A, reforcando a ideia de que a neurotransmissao glutamatérgica
esta envolvida da fisiopatologia da depressdo (KAUT et al., 2015).

Além do exposto, uma abordagem terapéutica baseada no uso de
antagonistas do receptor NMDA (ex: cetamina) também tem sido
estudada em pacientes com depressdo. A cetamina é um antagonista ndo
competitivo do receptor NMDA, usada tradicionalmente como
anestésico e irregularmente como droga de abuso (DOMINO, 2010;
HILLHOUSE e PORTER, 2015). Doses subanestésicas de cetamina tém
sido testadas em pacientes com depressdo desde o ano 2000. Neste
estudo foi demonstrado que uma Unica dose de cetamina melhorou 0s
sintomas depressivos em pacientes refratarios a tratamentos
convencionais apés 4 horas de administracdo e, que esse efeito,
perdurou por 4 dias (BERMAN et al., 2000). A partir de 2006, os
estudos com o uso de cetamina em pacientes com depressdo comegaram
a se intensificar, reforcando a ideia de que esse medicamento é capaz de
induzir efeitos rapidos (que podem aparecer a partir de 60 minutos apds
a administracdo) e duradouros, mesmo ap6s uma dose Unica de cetamina
(cujos efeitos podem persistir por até 15 dias) ou doses repetidas (cujos
efeitos podem persistir por até 83 dias) (ZARATE et al., 2006; AAN
HET ROT et al., 2010; IRWIN e IGLEWICZ, 2010; MCNULTY e
HAHN, 2012; IRWIN et al., 2013; LARA, BISOL e MUNARI, 2013;
MURROUGH et al., 2013a; MURROUGH et al., 2013b; CHILUKURI
etal., 2014; GHASEMI et al., 2014; LAPIDUS et al., 2014).

Estudos moleculares, celulares e pré-clinicos buscam entender os
mecanismos pelos quais esses moduladores da neurotransmissao
glutamatérgica, em especial a cetamina, desempenham suas funcdes na
melhora dos sintomas da depressdo. Resumidamente, os estudos
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demonstram que a cetamina aumenta a sinaptogénese, incluindo o
aumento da fungdo e densidade das espinhas dendriticas, em especial, no
cortex pré-frontal (LI et al., 2010; DUMAN et al., 2012). Além disso, a
cetamina também reverte os déficits sinipticos ocasionados por
protocolo de estresse cronico (LI et al., 2011). Esses efeitos sdo
acompanhados, pelo menos em parte, pelo aumento na liberagdo de
BDNF, pela ativacdo da proteina alvo da rapamicina em mamiferos
(mTOR) e do aumento de proteinas sinapticas (ex: PSD95, sinapsina 1)
(LI et al.,, 2010; DUMAN et al., 2012). Entretanto, nem todos 0s
mecanismos foram totalmente elucidados.

Vale destacar que outros medicamentos que também influenciam
na neurotransmissao glutamatérgica também tém sido testados em
pacientes com depressdo, como por exemplo, a memantina (antagonista
ndo competitivo do receptor NMDA) (LENZE et al., 2012; SMITH et
al., 2013), lanicemina (bloqueador do canal do receptor NMDA)
(ZARATE et al., 2013; SANACORA et al., 2014), traxoprodil
(antagonista seletivo da subunidade GIUN2B do receptor NMDA)
(PRESKORN et al., 2008), riluzol (aumenta a captagcdo de glutamato
pelo EAAT2) (ZARATE et al., 2004; SANACORA et al., 2007), entre
outros. Entretanto, a presenca de efeitos colaterais, como por exemplo,
tontura, sedacdo, sonoléncia, perda de apetite, nauseas e vémitos, &€ um
dos fatores que prejudica o amplo uso clinico desses tipos de farmacos
(CVRCEK, 2008).

Ressalta-se que a expressao de alguns EAACs também pode estar
alterada em animais submetidos aos protocolos de estresse e/ou
depressdo. Em relacdo ao GLT-1 (EAAT2), os estudos ainda sédo
controversos. Alguns estudos mostram que protocolos de depressdo e/ou
estresse em animais sdo capazes de aumentar a expressdo de GLT-1 no
hipocampo (REAGAN et al, 2004, AUTRY et al, 2006;
RAUDENSKY e YAMAMOTO, 2007) e que antidepressivos inibem
esse aumento (REAGAN et al., 2004). Por outro lado, outros estudos
mostram que esses protocolos de estresse e/ou depressdo desencadeiam
uma diminuicdo na expressdo do GLT-1 no hipocampo, cortex, estriado
ou na matéria cinzenta periaquedutal (ZINK et al., 2010; GOURLEY et
al., 2012; IMBE et al., 2012; ZHANG et al., 2013b; CHEN et al., 2014)
e gque antidepressivos impedem essa diminuicdo ou levam a um aumento
na expressdo desse transportador no hipocampo ou coértex (ZINK et al.,
2011; GOURLEY et al., 2012; CHEN et al., 2014). Ja em relacdo ao
papel do EAACL (EAAT3) na depressdo existem poucos estudos e, 0s
que existem, tem resultados controversos. Em um dos estudos foi
demonstrado uma diminui¢do na expressdo do EAAC-1 no hipocampo
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de ratos que foram estressados no periodo pré-natal (ZHANG et al.,
2013b), enquanto que em outro estudo (com ratos submetidos ao um
modelo de depressdo baseado no desamparo aprendido), nenhuma
alteracdo na expressdo do EAACL nem no hipocampo e nem no cortex
foi observada (ZINK et al., 2010).

Outra questdo que pode influenciar, embora que mais
indiretamente, a neurotransmissdao glutamatérgica, bem como a
depressdo, € a proteina glial fibrilar acida (GFAP) ou situacBes que
desencadeiem alteracGes na GFAP, como astrogliose (MIDDELDORP e
HOL, 2011; POPOLI et al., 2012).

1.1.4 Funcdo astrocitaria, GFAP e depressdo

Tendo em vista a importancia dos astrocitos na captacdo do
glutamato, alteragdes nessas células também podem representar um elo
entre o0 sistema glutamatérgico e a depressio (RAJKOWSKA e
MIGUEL-HIDALGO, 2007). A astrogliose, também chamada de
astrogliose reativa, é caracterizada pela ativagdo do astrocito em
resposta a um trauma, doenca, insulto quimico ou alteracdo genética,
sendo acompanhada de alteragcbes morfologicas e funcionais dos
astrocitos (ENG, GHIRNIKAR e LEE, 2000; HOL e PEKNY, 2015).
Dentre as varias consequéncias da astrogliose, destaca-se a diminui¢ao
da enzima glutamina sintetase, resultando em deplecdo de glutamina e
como consequéncia, uma diminuicdo do &cido gama aminobutirico
(GABA), ocasionando uma hiperexcitabilidade nos neurénios
hipocampais (ORTINSKI et al., 2010). Além disso, a astrogliose pode
diminuir os niveis de GLT-1 e up-regular o sistema X., aumentando
ainda mais o glutamato sindptico (CIRILLO et al., 2011;
COLANGELO, ALBERGHINA e PAPA, 2014).

Embora as situagOes de astrogliose estejam associadas com
excesso de glutamato, uma diminuicdo da proliferacdo de células
progenitoras gliais ou aumento de apoptose de astrocitos, também pode
alterar a neurotransmissdo glutamatérgica (POPOLI et al., 2012). Ou
seja, tanto uma situagdo de astrogliose quanto uma situacdo de
diminuicdo na quantidade dos astrocitos podem influenciar na
neurotransmissdo glutamatérgica. Dentre as proteinas que auxiliam para
avaliar situacGes de astrogiose (em que os astrocitos estdo hiper-
reativos) ou de diminuicdo do nimero de astrocitos destaca-se a GFAP.

A GFAP é a principal integrante do filamento intermediario do
astrocito maduro (ENG, GHIRNIKAR e LEE, 2000). Embora a GFAP
tenha sido descoberta primeiramente em astrocitos, hoje se sabe que ela
também esta presente em outras células, como células de Schwann,
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condrdcitos, fibroblastos, linfocitos, entre outras (MIDDELDORP e
HOL, 2011). No SNC, a expressdo da GFAP é induzida por diversos
fatores, incluindo injuria encefalica ou doencas como doenca de
Alzheimer, doenga de Parkinson, esclerose lateral amiotrofica e
esclerose maltipla (MIDDELDORP e HOL, 2011; HOL e PEKNY,
2015).

A funcdo classica da GFAP é auxiliar na estrutura e funcéo do
citoesqueleto da célula, fornecendo suporte mecanico para a membrana
plasmatica. Além disso, acredita-se que a GFAP esta envolvida em uma
série de fungdes/processos cerebrais, como por exemplo, migracao e
proliferacdo de astrocitos, plasticidade sinaptica, crescimento dos
neuritos, mieliniza¢do, funcdo da barreira hematoencefalica, injdria ou
prote¢cdo e neurotransmissdo glutamatérgica. Entretanto, as exatas
funcbes da GFAP ainda sdo questionaveis, apesar dos estudos
utilizarem-na como marcador de astrocitos (MIDDELDORP e HOL,
2011).

A GFAP tem sua sintese rapidamente aumentada em situacfes de
astrogliose, que como ja mencionado, também esta associado com um
aumento na liberacdo de glutamato (ENG, GHIRNIKAR e LEE, 2000;
HOL e PEKNY, 2015). Por outro lado, em situacGes de aumento de
apoptose de astrécitos ou diminuicdo da proliferacdo de células
progenitoras gliais, ocorre uma diminuigdo da GFAP. Vale destacar que
ja foi demonstrado que animais sem GFAP tem menos EAATL e
EAAT3 nas fracdes sinaptossomais corticais. Analise histoquimica
também evidenciou que o trafego do EAATS3 estava alterado. No mesmo
estudo, em cultura de astrécitos corticais preparada a partir de animais
sem GFAP também foi demonstrado uma incapacidade no trafego do
EAAT?2 para a superficie celular (HUGHES et al., 2004).

Digno de nota, a GFAP pode estar alterada em situacGes como
doencas neurodegenerativas, isquemia, trauma, estresse e depressao
(LIU et al., 2011; MIDDELDORP e HOL, 2011; POPOLI et al., 2012).
Os estudos com modelos animais de depressdo e/ou estresse
demonstram uma diminuicdo na expressdo ou imunomarcacdo para
GFAP no hipocampo (CZEH et al., 2006; BANASR e DUMAN, 2008;
LIU et al., 2009; 2011), cortex pré-frontal (BANASR et al., 2010),
cortex pré-central medial (MUSHOLT et al.,, 2009) ou na matéria
cinzenta periaquedutal (IMBE et al., 2012). Por outro lado, o tratamento
com antidepressivo impede essas alteracdes nos niveis de GFAP (CZEH
et al., 2006; LIU et al., 2009; BANASR et al., 2010; LIU et al., 2011),
corroborando os achados que demonstram que pacientes com depressao
tem menor volume de algumas regides cerebrais, especialmente o
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hipocampo e que o tratamento com antidepressivos pode reverter essa
alteracdo (CZEH e LUCASSEN, 2007).

Corroborando esses dados, um estudo em humanos também
demonstrou uma diminui¢do no imunoconteddo da GFAP no cortex pré-
frontal dorsolateral de pacientes jovens com depressao (Sl et al., 2004).
Outro estudo com humanos depressivos (cuja idade ndo foi revelada)
também demonstrou uma diminui¢cdo no imunocontetdo da GFAP no
cerebelo desses pacientes (FATEMI et al., 2004). Ja em pacientes idosos
com depressdo, foi evidenciada uma diminui¢cdo na imunorreatividade
para GFAP na matéria cinzenta da camada V do coértex pré-frontal
dorsolateral. Por outro lado, houve um aumento na imunorreatividade
para GFAP na matéria cinzenta da camada I, bem como na matéria
branca do cortex pré-frontal dorsolateral (DAVIS et al., 2002). Ou seja,
os estudos em humanos com depressdo ainda sdo controversos, variando
principalmente de acordo com a idade dos pacientes, 0 que sugere que a
expressdo da GFAP pode ser diferente de acordo com a idade do
paciente (se a depressdo ocorre mais no inicio ou em uma fase mais
avancada da vida). Isso faz alguns autores sugerirem que 0S mecanismos
subjacentes a depressdo possam variar de acordo com a idade do
individuo (RAJKOWSKA e MIGUEL-HIDALGO, 2007).

Embora o envolvimento do sistema monoaminérgico,
glutamatérgico e dos fatores neurotréficos tenham sido explanados
separadamente, é importante ressaltar que, na maioria das vezes,
ocorrem alteragfes simultaneas entre esses sistemas. Um dos principais
fatores de risco para o desencadeamento da depressdo e que pode alterar
esses e outros sistemas/fatores envolvidos na fisiopatologia da depressao
é o estresse (DURIC e DUMAN, 2013).

1.1.5 Estresse e depressdo

A depressdo frequentemente € descrita como um transtorno
relacionado ao estresse, ocorrendo, muitas vezes, em um contexto de
uma situacdo estressante (NESTLER et al., 2002; HAMMEN, 2005).
Um estudo de 1990, realizado com 1755 individuos, ja havia
demonstrado que o estresse crénico (estresse por mais de 12 meses) tem
correlacdo positiva com o aparecimento de sintomas depressivos quando
comparado com estresse agudo (MCGONAGLE e KESSLER, 1990). O
papel do estresse na depressdo tem tanto impacto que essa relacdo
continua sendo estudada ainda nos dias de hoje. Um estudo mais recente
com mais de 14 mil pessoas em 17 paises diferentes apontou que
pessoas com maior grau de estresse tinham um risco pelo menos 60%
maior de apresentar sintomas depressivos quando comparados com
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individuos menos estressados, corroborando as evidéncias de que o
estresse pode ser um fator de risco ou causal para sintomas depressivos
(SIEGRIST et al., 2012).

Vale destacar que o estresse agudo, definido como um estado de
homeostase ameacgada apds a exposicao a forgas adversas extrinsecas ou
intrinsecas (estressores), gera uma resposta fisiologica e extrema
importancia ao individuo. Em situacdo de estresse agudo, o organismo
responde ativando o eixo HPA (CHROUSQOS e GOLD, 1992). Como
esquematizado na Figura 5, diante de um estimulo estressor, as células
do nucleo paraventricular do hipotalamo secretam o horménio liberador
de corticotrofina (CRH), que agird na hipdfise anterior ativando a
liberacdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH). O ACTH cai na
corrente sanguinea e pode, nas adrenais, estimular a liberacdo de
glicocorticoides pelo cortex dessa glandula. Os  principais
glicocorticoides sdo o cortisol em humanos ou corticosterona em
roedores (CARRASCO e VAN DE KAR, 2003; GILLESPIE e
NEMEROFF, 2005; KYROU e TSIGOS, 2009; XIONG e ZHANG,
2013).

O CRH também age como neurotransmissor ou neuromodulador
na amigdala, nacleo dorsal da rafe, hipocampo e locus coeruleus,
integrando o encéfalo em resposta ao estresse. No locus coeruleus, por
exemplo, 0 CRH aumenta a neurotransmissao noradrenérgica, que esta
associada com a diminui¢do das funcBes neurovegetativas, tais como
comer e dormir. Vale destacar que a ativagao de neurdnios produtores de
norepinefrina tem sido relatada em resposta a diversos estressores e que
a norepinefrina também inerva o nucleo paraventricular do hipotalamo,
estimulando a liberacdo do CRH (CARRASCO e VAN DE KAR,
2003).

Um estudo em humanos demonstrou que fatores estressantes sdo
capazes de ativar o fator nuclear k¥ B (associado com aumento de
citocinas inflamatérias) via estimulo adrenérgico dependente de
norepinefrina (BIERHAUS et al., 2003). Enquanto a norepinefrina
(liberada via sistema nervoso simpatico) age nos macréfagos
aumentando as citocinas pro-inflamatérias, os glicocorticoides agem
diminuindo essas citocinas. Entretanto, os glicocorticoides também
podem exercem efeitos pré-inflamatérios de acordo com as
concentracBes, tempo de exposicdo ou com o tipo de células
(MCEWEN, 2008). Ja foi demonstrado, por exemplo, que a exposicao
cronica de glicocorticoides em cultura hipocampal primaria exacerbou a
producdo de citocinas pré-inflamatérias induzida pelo &cido cainico
(MACPHERSON, DINKEL e SAPOLSKY, 2005). Digno de nota, as
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citocinas inflamatdrias podem influenciar diversos neurotransmissores
e/ou funcBes cerebrais, incluindo diminuicdo nos niveis de serotonina,
dopamina, norepinefrina e BDNF, bem como atuando no proprio eixo
HPA, estimulando ainda mais esse eixo (RAISON, CAPURON e
MILLER, 2006).

Quando o eixo HPA esta funcionando normalmente, a resposta
neuroenddcrina ao estresse é contra regulada por um mecanismo de
retroalimentacdo negativa dos glicocorticoides sobre 0os componentes do
SNC, diminuindo a liberagdo de CRH e ACTH, causando posterior
diminuigdo dos glicocorticoides (CARRASCO e VAN DE KAR, 2003;
GILLESPIE e NEMEROFF, 2005; KYROU e TSIGOS, 2009). Vale
destacar que o hipocampo também participa do controle da ativagédo do
eixo HPA, através da inibigéo dos neurbnios hipotalamicos secretores de
CRH. (NESTLER et al., 2002; HERMAN et al., 2005; FRODL e
O'KEANE, 2013). Por outro lado, a amigdala pode estimular a liberacdo
do CRH (MAKINO, HASHIMOTO e GOLD, 2002; TSIGOS e
CHROUSOS, 2002; HERMAN et al., 2005; FLANDREAU et al.,
2012).
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Figura 5. Eixo HPA
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Legenda: Em situagdes de estresse ocorre liberagdo, pelo hipotalamo,
do CRH, que ird estimular a liberacdo de ACTH pela hip6fise
(pituitaria) anterior. O ACTH é liberado na corrente sanguinea,
chegando até as adrenais, onde estimula a liberagdo de cortisol. O
cortisol, por sua vez, além de exercer seus efeitos fisioldgicos
periféricos, agird a nivel de hipotalamo e hipdfise, diminuindo a
liberacdo de CRH e ACTH (mecanismo chamado de retroalimentacao
negativa). O hipocampo também controla o eixo HPA, inibindo os
neurdnios hipotalamicos que secretam o CRH. Ja a amigdala, estimula a
liberacdo de CRH. O estresse também estimula a liberagdo de NE pelo
SNS, culminando em um aumento de citocinas inflamatérias pelos
macrdfagos. Os glicocorticoides, de acordo com a dose/tempo/tipo de
célula podem aumentar ou inibir a producédo de citocinas inflamatorias.
As citocinas inflamatérias podem influenciar no eixo HPA, nos niveis
de BDNF, bem como nos niveis de 5HT, NE e DA. Os glicocorticoides
também podem influenciar nos niveis de 5HT, NE e DA. Flechas em
verdes significam estimulo; flechas em vermelho significam inibicéo.
Abreviaturas: 5HT, serotonina; ACTH, horménio adrenocorticotréfico;
BDNF, fator neurotréfico derivado do encéfalo; CRH, hormonio
liberador de corticotrofina; DA, dopamina; HPA, eixo hipotdlamo-
pituitaria-adrenal; NE, norepinefrina; SNS, sistema nervoso simpatico.
Fonte: adaptado de Maletic et al. (2007).



53

Vale destacar que algumas das alteracdes fisiologicas associadas
com a resposta ao estresse agudo geram a resposta de luta-ou-fuga, que
incluem: a) mobilizacdo de energia para manter as taxas de perfusdo
encefalica e utilizacdo de glicose encefélica local; b) melhora na funcéo
encefélica e muscular; c) atengdo agucada para a ameacga percebida; d)
aumento cardiovascular e na respiragdo e redistribuicdo de fluxo de
sangue, aumentando a entrega do substrato e energia para o encéfalo e
para os musculos; e) modulagdo da fungdo imunoldgica; f) inibicdo da
fisiologia reprodutiva e comportamento sexual; g) diminuicdo da
alimentacdo e do apetite (SAPOLSKY, 2000; CARRASCO e VAN DE
KAR, 2003). A nivel molecular, essas mudancas em reposta ao estresse
sdo desencadeadas por alteragBes, principalmente, na expressdo de
proteinas, moduladas pela ligacdo dos glicocorticoides em receptores
mineralocorticoides tipo | ou receptores glicocorticoides tipo Il (XIONG
e ZHANG, 2013). Assim, os glicocorticoides interagem com seus
receptores em mdltiplos tecido-alvos, desencadeando suas agdes. No
encéfalo, quando os niveis de glicocorticoides estdo mais baixos, ocorre
uma ativagdo predominante dos receptores mineralocorticoides. Por
outro lado, quando os niveis de glicocorticoides estdo mais altos, existe
um predominio de ocupacdo dos receptores glicocorticoides (JOELS e
DE KLOET, 1994). Vale destacar que, quando em quantidade
adequadas, os glicocorticoides exercem varias fungdes cerebrais,
incluindo papel na atengdo, percepcdo, memoria e processamento
emocional (ERICKSON, DREVETS e SCHULKIN, 2003).

E interessante ressaltar que diferentes tipos de estresse podem
ativar circuitos neuronais distintos. Estresse fisico ou reativo, bem como
estimulos fisiolégicos agudos que sdo uma ameacga a vida e exigem
reacles imediatas ocasionam uma estimulacdo rapida do tronco
encefalico e do hipotalamo para ativar vias viscerais eferentes que estdo
diretamente relacionadas com o ndcleo paraventricular do hipotalamo.
Em contraste, os estressores psicoldgicos ou antecipat6rios propiciam
uma ativacdo de estruturas cerebrais de ordem superior para maiores
interpretacfes do perigo percebido. Dentre essas regides, destacam-se as
estruturas do sistema limbico, em especial o hipocampo e o cortex pré-
frontal (FUCHS e FLUGGE, 2003; DEDOVIC et al., 2009).

Dessa forma, foi destacado até o momento, nesta secdo, que a
ativacdo do eixo HPA em situacOes de estresse agudo é de extrema
importdncia para o organismo, sendo considerado um mecanismo
fisioldgico. Entretanto, em algumas situacdes, como no estresse
persistente e/ou com uma intensidade exagerada, podem ocorrer
desregulacdo nos mecanismos de retroalimentacdo negativa, tornando o
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eixo HPA hiper-reativo, e, por consequéncia, trazendo prejuizos
potenciais ao organismo devido ao excesso de glicocorticoides
(HUETHER et al., 1999).

Um dos transtornos psiquiatricos associadas com esse aumento de
cortisol é a depressdo. Essa relagdo é evidenciada pelos achados da
literatura que demonstram que uma parcela significativa de pacientes
com depressdo tém niveis aumentados de cortisol (avaliado no cabelo,
na urina, na saliva ou no sangue) (DEUSCHLE et al., 1997; OTTE et
al., 2004; BHAGWAGAR, HAFIZI e COWEN, 2005; PARIANTE e
LIGHTMAN, 2008; DETTENBORN et al., 2012). Além disso, quando
o tratamento com antidepressivos é bem sucedido, ocorre uma
diminui¢do no nivel sérico de cortisol (PIWOWARSKA et al., 2012).
Alguns dos modelos animais de depressdo também sustentam essa
associagdo entre estresse e depressdo, demonstrando que situagGes de
estresse, ou que alteram diretamente o eixo HPA, podem causar um
comportamento tipo-depressivo nos animais. Dentre esses modelos,
destaca-se 0 modelo de depressdo induzido pela administragdo crénica
de corticosterona (ZHAO et al., 2008; LUSSIER et al., 2013), 0 modelo
de depressdo induzido por estresse crénico imprevisivel (WILLNER,
MUSCAT e PAPP, 1992; MORETTI et al., 2012; FILHO et al., 2015) e
0 modelo de estresse de contencdo (POLESZAK et al., 2006; BUDNI et
al., 2013). Entretanto, vale destacar que nem todos os pacientes com
depressdo tem aumento no nivel de cortisol (YOUNG, CARLSON e
BROWN, 2001; VYTHILINGAM et al., 2004). Pesquisadores sugerem
que na depressdo atipica pode ocorrer uma alteragdo no eixo HPA de
modo diferente da hiperativacdo que ocorre no paciente com depressao
melancélica, hd uma reducédo dos niveis séricos de cortisol (LAMERS et
al., 2013).

Como revisado por Duric e Duman (2013) e demonstrado na
Figura 6, o estresse, de acordo com a intensidade ou duracdo, pode
desencadear efeitos moleculares, celulares ou morfol6gicos/teciduais.
Estresse de horas, dias ou semanas ja ocasiona alterac6es moleculares e
celulares. Dentre as alteragdes moleculares, destacam-se: aumento da
liberagdo de glicocorticoides, aumento da excitotoxicidade
glutamatérgica, diminuicdo de fatores neurotroficos e da funcéo
sinaptica e alteracdo em vias de sinalizacdo intracelular. Ja as alteracfes
celulares incluem: diminuicdo da neurogénese e gliogénese, aumento da
atrofia e remodelamento neuronal, diminuicdo da plasticidade sinaptica
e sinaptogénese e aumento da desestabilizacdo do citoesqueleto. Se o
estresse é mais intenso e se prolonga por semanas, meses Ou anos, as
alteracGes podem progredir para modificagdes morfoldgicas e teciduais,
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como: diminui¢cdo do volume do hipocampo e do cdrtex pré-frontal,
diminuicéo dos neurofilamentos e da funcédo neuronal e glial, bem como
diminuicdo na comunicacdo neuronal. Todas essas alteragOes
contribuem para o aparecimento de sintomas depressivos. Por outro
lado, o tratamento com antidepressivos podem reverter essas alteracoes
moleculares, celulares, morfoldgicas e na proliferagdo de neurdnios
hipocampais, melhorando os sintomas depressivos (DURIC e DUMAN,
2013).

Figura 6. Alterac6es ocasionadas pelo estresse

Estresse Estresse Crénico

Horas Semanas
Dias Meses
Semanas A8

N )

1 Liberagdo de | Neurogénese e | Neurofilamentos

glicocorticoide gliogénese

| Volume do

1 Excitotoxicidade 1 Atrofia e hipocampo e cortex
glutamatérgica remodelamento pré-frontal

neurotroficos | Plasticidade

sinaptica e

Alteravias de sinaptogénese
sinalizagao | Comunicagao

1 Desestabilizagao neuronal

| Fungao sinaptica do citoesqueleto

Alteragoes Alteracdes
Moleculares Celulares

Tratamento com antidepressivos

Legenda: O estresse de horas, dias ou semanas é capaz de ocasionar
alteracGes moleculares (em azul) e celulares (em roxo). Quando o
estresse se cronifica, essas alteracbes podem progredir para
modificacBes estruturais (em verde) mais severas em neurdnios e
regides cerebrais limbicas implicadas na depressdo. Por outro lado, o
tratamento com antidepressivos reverte os efeitos negativos do estresse,
melhorando os sintomas da depressdo. Adaptado de Duric e Duman
(2013).

neuronal
| Fatores I - | Fungdo neuronal

| Fungao glial

(A8
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©

Devido as grandes concentracbes de receptores para
glicocorticoides no hipocampo, o estresse ocasiona efeitos significativos
nessa regido encefdlica. Como revisado por Duman (2004a) e
esquematizado na Figura 7, o estresse ocasiona, pelo menos, duas agdes
principais em duas regides diferenciadas do hipocampo. O estresse
prolongado causa atrofia ou remodelamento dos neurdnios piramidais da
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regido CA3, diminuindo o nimero e/ou comprimento dos dendritos
apicais. Além disso, 0 excesso de glicocorticoides ocasiona uma
diminuigdo nos niveis de BDNF, o que também contribui para a atrofia
das células piramidais. Ja no giro denteado, o estresse prolongado e/ou
excesso de glicocorticoide diminui a neurogénese. Parte desse efeito
também é devido & diminui¢cdo do BDNF. Por outro lado, o uso crénico
de antidepressivos aumenta os niveis de serotonina e norepinefrina,
aumentando o BDNF e revertendo os efeitos do estresse/glicocorticoide
tanto na regidao CA3 quanto no giro denteado (DUMAN, 2004a).

Figura 7. Alteracfes hipocampais em resposta ao estresse

Giro
denteado

Antidepressivo
Estresse o2

4 Gicocorticoide Aidepecssio Heticse A NEesHT
¥ eon 4 Eesur A thocolmcmde A oo
4 BDNF v Brim’
H e
neurogénese
Atrofia ou morte Diminuicio da 5
Aumesto) da neurogénese
sobrevivéncia ¢
crescimento T

Vaulnerabilidade aumentada resultante de
fatores genéticos e ambientais (ex:
i ia, infeccdo viral)

Legenda: O estresse cronico ocasiona duas alteragcdes principais em
duas regides especificas do hipocampo. Na regido CA3, o estresse e/ou
excesso de glicocorticoide causa atrofia ou remodelamento dos
neurdnios piramidais, diminuindo o ndmero e/ou comprimento dos
dendritos apicais e, parte desse efeito, é dependente da diminuicdo do
BDNF. Ja no giro denteado, o estresse prolongado e/ou excesso de
glicocorticoide diminui a neurogénese e, parte desse efeito também é
devido a diminuicdo do BDNF. Por outro lado, o uso crbnico de
antidepressivos aumenta os niveis de 5SHT e NE, aumentando o BDNF e
revertendo os efeitos do estresse/glicocorticoide tanto na regido CA3
quanto no giro dentado. Abreviaturas: 5HT, serotonina; BDNF, fator
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neurotréfico derivado do encéfalo; NE, norepinefrina. Fonte: adaptado
de Duman (2004a).

Outros estudos de revisdo corroboram o papel do estresse na
fisiopatologia da depressdo, demonstrando que situacBes de estresse
estdo associadas com diminuicdo do volume de regiGes cerebrais,
principalmente do hipocampo que, além de estar associado com a
depressdo, também possui uma elevada concentracdo de receptores para
os glicocorticoides (MACQUEEN e FRODL, 2011; DUMAN, 2014a).
Estudos pré-clinicos também evidenciaram que, em modelos que
mimetizam situagdes de estresse, ocorreu uma diminuicdo na
neurogénese no hipocampo (MURRAY, SMITH e HUTSON, 2008;
DAVID et al.,, 2009), além de uma diminuicdo na proliferacdo e
diferenciacéo de progenitores neurais e na sobrevivéncia de neurbnios
jovens (WONG e HERBERT, 2004). Além disso, o estresse cronico e
excesso de cortisol também podem culminar no aumento na morte de
neurénios (CROCHEMORE et al., 2005; BACHIS et al., 2008).

Ressalta-se que apds animais serem submetidos a protocolos de
estresse, alguns estudos reportam um aumento nas espécies reativas de
oxigénio e na peroxidacao lipidica, bem como alteracdo nos niveis de
antioxidantes como a glutationa ou na atividade de enzimas
antioxidantes como a superoxido dismutase, glutationa peroxidase e
glutationa redutase. Destaca-se que essas situacdes podem ser as
responsaveis, pelo menos em parte, pelo comportamento tipo-depressivo
induzido pelos protocolos de estresse (KUMAR, KUHAD e CHOPRA,
2011; MORETTI et al., 2012; FREITAS et al., 2014; FILHO et al.,
2015). O aumento de citocinas inflamatérias, que é outro fator
correlacionado com a fisiopatologia da depressdo, também é uma
caracteristica dos modelos animais de depressdo induzido por estresse
crénico (MUNHOZ et al., 2006; GOSHEN et al., 2008; FAROOQ et
al., 2012). Além disso, meta-analise também demonstra que humanos
submetidos a estresse psicoldgico tém aumento de citocinas
inflamatérias,  principalmente interleucina-6 e interleucina-1pB
(STEPTOE, HAMER e CHIDA, 2007).

O estresse também é capaz de prejudicar a neurotransmissao
monoaminérgica, causando reducdo no numero e na funcdo de
receptores serotonérgicos no hipocampo (FLUGGE, 1995; VAN RIEL
et al., 2003; KIERAN, OU e IYO, 2010). Protocolos de estresse também
diminuem os niveis hipocampais e corticais de BDNF (FILHO et al.,
2015), que, como ja mencionado, esta intimamente relacionado com a
depressdo. O estresse também pode aumentar os niveis de glutamato
extracelular (CHARNEY e MANJI, 2004) ou alterar a neurotransmissdo
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glutamatérgica em regibes encefalicas como o cortex pré-frontal e
hipocampo (POPOLLI et al., 2012). Corroborando esses achados, estudos
ja demonstraram que agonistas de receptores NMDA aumentaram a
secrecdo de ACTH, efeito que foi prevenido pelo tratamento com
antagonistas desses receptores (FARAH et al., 1991; JEZOVA,
OLIVER e JURCOVICOVA, 1991). Além disso, 0 uso de cetamina, um
antagonista de receptores NMDA, regulou os niveis de cortisol e ACTH
e preveniu a hipertrofia da glandula adrenal em animais submetidos a
um protocolo de estresse cronico moderado (GARCIA et al., 2009).
Dessa forma, observa-se que o estresse é capaz de influenciar diversos
mecanismos  fisiopatologicos envolvidos no desenvolvimento e
progressdo da depressao.

Embora o estresse desencadeie todas essas alteragdes que podem
contribuir para o desenvolvimento ou progressdo da depressdo, vale
destacar que 0 estresse per se, ndo necessariamente ira propiciar o
aparecimento da depressdo, ja que a maioria dos individuos nao se torna
depressivo apds passar por situacdes estressantes (NESTLER et al.,
2002). Como ja mencionado, a ativagdo do eixo HPA frente a uma
situacdo de estresse agudo é algo benéfico e necessario ao organismo.
Entretanto, a intensificacdo do estresse pode aumentar o risco de
depressdo, embora seja necessario um conjunto de alteracdes para que
ocorra 0 aparecimento de sintomas depressivos, reforcando a ideia de
que esse transtorno de humor tem um carater multifatorial e
multifacetado (TSIGOS e CHROUSOS, 2002; DURIC e DUMAN,
2013).

Até agora foi demonstrado o papel de alguns neurotransmissores,
da neurogénese e do estresse na fisiopatologia da depressdo. Para que
todos esses fatores contribuam para a piora ou melhora dos sintomas
depressivos, sdo necessarias alteragdes de varias vias de sinalizacdo
intracelular (COYLE e DUMAN, 2003; DUMAN et al., 2012). A
seguir, serd comentado sobre as vias mais correlacionadas com o
presente trabalho.

1.1.6  Vias de sinalizacdo intracelular envolvidas na depresséo

A investigacdo das vias de sinalizagdo envolvidas na
fisiopatologia e/ou no tratamento da depressdo tem sido um alvo
frequente das pesquisas cientificas. Algumas das vias de sinalizacdo
mais estudadas sdo as vias de sinalizacdo envolvidas na regulacdo do
BDNF (tanto em relacdo a ativacdo quanto a resposta ocasionada por
essa neurotrofina), bem como as vias estimuladas ap6s a utilizacdo de
antidepressivos (HASHIMOTO, SHIMIZU e 1YO, 2004; MALBERG,
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2004; TARDITO et al., 2006; CUNHA, BRAMBILLA e THOMAS,
2010).

As vias de sinalizagcdo envolvidas com o BDNF ja foram
discutidas anteriormente no topico da hipdtese neurotréfica (item 1.1.2).
Nesta secdo serdo discutidas as vias de sinalizagdo envolvidas na
resposta aos antidepressivos e/ou outros pontos da fisiopatologia da
depressdo que tem correlagdo com o presente estudo.

Como demonstrado na Figura 8, o uso de antidepressivos
desencadeia mudangas em vias de sinaliza¢do intracelular que podem
culminar, direta ou indiretamente, com a ativagcdo do CREB e posterior
aumento do BDNF. De acordo com o tipo de antidepressivo utilizado,
pode ocorrer ativacdo da proteina cinase A (PKA), proteina cinase C
(PKC), CAMKII, proteina de ligacdo ao GTP (Ras) - proteina associada
ao Ras (Raf) - ERK, Akt e inibicdo da glicogénio sintase cinase-3[3
(GSK-3p) (HASHIMOTO, SHIMIZU ¢ 1YO, 2004; MALBERG, 2004;
TARDITO et al., 2006).
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Figura 8. Vias de sinalizacdo intracelular afetadas pelos
antidepressivos e que culminam com a ativacdo do CREB e
posterior aumento do BDNF

Ca** PLC AMPc Ras PI3K

‘ 1]

Ntcleo

I 4 BDNF

Legenda: Esquema mostrando que varias vias de sinalizacdo, incluindo
a CAMKII, PKC, PKA e ERK, ativadas por exemplo, pelo uso de
antidepressivos, podem culminar com uma ativacdo do CREB. A
inibicdo da GSK-3p também propicia a ativagdo do CREB (por impedir
seu efeito inibitério sobre o CREB). O CREB ativado aumenta a
expressdo do BDNF. Abreviaturas: Akt, proteina cinase B; AMPc, 3,5’-
monofosfato de adenosina ciclico; BDNF, fator neurotréfico derivado
do encéfalo; CAMKII, proteina cinase dependente de Ca®*/calmodulina;
CREB, proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMPc; ERK,
proteina cinase regulada por sinal extracelular; GSK-3f, glicogénio
sintase cinase 3B; MEK, ERK cinase; PI3K, fosfatidilinositol 3 cinase;
PKA, proteina cinase A; PKC, proteina cinase C; PLC, fosfolipase C;
Raf, fator associado ao Ras; Ras, proteina de ligacdo ao GTP. Fonte:
adaptado de Hashimoto, Shimizu e lyo (2004).
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A PKA ¢ ativada quando existe um aumento de AMPc, que é
produzido pela ativacdo da adenilato ciclase (NAIR e VAIDYA, 2006).
No SNC, a PKA possui indmeras fungdes, incluindo um papel
importante na plasticidade sindptica e no desenvolvimento neuronal
(DAGDA e DAS BANERJEE, 2015). A PKA foi a primeira proteina
gue se descobriu ter a capacidade de fosforilar o CREB em residuo de
serina (Ser™®) (NAIR e VAIDYA, 2006). Uma diminuicdo na atividade
da PKA ja foi observada nos fibroblastos de pacientes com depressédo
melancélica (SHELTON et al., 1999). Por outro lado, um aumento na
atividade da PKA tem sido implicado na resposta antidepressiva de
alguns tratamentos, incluindo farmacos monoaminérgicos ou
antagonistas do receptor NMDA (ALMEIDA et al., 2006; LIU et al.,
2012; NICIU et al., 2013). Também j& foi demonstrado que o inibidor
seletivo da recaptacdo da serotonina, sertralina aumentou a neurogénese
hipocampal via mecanismo dependente da ativagdo da PKA
(ANACKER et al., 2011).

Outra via de sinalizagcdo importante é a da enzima PKC, que
possui varias isoformas. Cada uma dessas isoformas funciona como
transdutores de sinais nas células, permitindo regular um grande nimero
de funcdes celulares, incluindo a diferenciacdo, proliferagdo, migracédo e
apoptose celular, tornando-as alvos terapéuticos atrativos para uma série
de doencas (VELAZQUEZ, MOHAMMAD e SWEITZER, 2007;
STEINBERG, 2008). Todas as isoformas da PKC sdo encontradas no
SNC e sdo importantes para a regulagdo do humor. Ap6s ocorrer um
aumento de ions calcio intracelular e de diacilglicerol (produzidos pela
ativacdo da fosfolipase C), a PKC é recrutada para a membrana celular e
muda sua conformagéo, permitindo a ligagdo com o substrato e posterior
fosforilacdo. Dentre os diversos alvos que a PKC pode fosforilar,
destaca-se 0 CREB (ABRIAL et al., 2011). Estudos pés-morte com
adolescentes vitimas de suicidio demonstraram uma diminuicdo da
atividade da PKC no hipocampo e no cortex pré-frontal desses pacientes
(PANDEY et al., 1997; PANDEY et al., 2004). Em modelos animais de
depressdo também ja foi evidenciado uma diminuicdo na expressao ou
na atividade da PKC no hipocampo e/ou cértex frontal desses animais
(DWIVEDI et al., 2005; MORIGUCHI et al., 2006; WU et al., 2007;
HAN et al., 2008). Por outro lado, foi demonstrado que o efeito tipo-
antidepressiva de alguns compostos, tais como acido ferulico e creatina,
depende da ativacdo da PKC (ZENI et al., 2012; CUNHA et al., 2014).

O aumento de ions célcio intracelular também pode ativar a
CAMKII. Dentre as fungdes da CAMKII no SNC, destaca-se seu papel
na plasticidade, aprendizagem, consolidagcdo da memaria, bem como na
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fisiopatologia e tratamento dos transtornos de humor (DU et al., 2004;
ROBISON, 2014). Em humanos com depressdo ja foi evidenciado uma
diminuig¢do na expressdo da CAMKIIa no cortex pré-frontal (XING et
al., 2002). CAMKII também tem sido reportada como alvo para
farmacos antidepressivos. O tratamento crénico com antidepressivos
como a desipramina (antidepressivo triciclico) e com a reboxetina
(inibidor da recaptacdo de norepinefrina) aumenta a autofosforilagédo e a
atividade da CAMKII (TIRABOSCHI et al., 2004). Inibidores da
CAMKII, por sua vez, impedem o efeito tipo-antidepressivo de varios
compostos, como por exemplo, menantina, acido fertlico e creatina
(ALMEIDA et al., 2006; ZENI et al., 2012; CUNHA et al., 2014). Por
outro lado, ja foi evidenciando que o tratamento crénico com fluoxetina
diminui a expressdo da CAMKIIa no nicleo accumbens (ROBISON et
al., 2014), sugerindo que a fun¢do da CAMKII na depressdo e na acgéo
antidepressiva pode variar de acordo com a regido encefalica envolvida
(ROBISON, 2014).

As proteinas envolvidas na via das MAPKs também tém sido
bastante estudadas quanto ao seu papel na depresséo. Entre as MAPKSs,
a ERK1 e ERK2 estdo entre as mais bem caracterizadas, estando
envolvidas na regulacdo da apoptose, crescimento e diferenciacédo
celular, neuroplasticidade, além de modular a resposta ao estresse
quimico e fisico (CHANG e KARIN, 2001; JOHNSON e LAPADAT,
2002). Estudo p6s-morte em pacientes com depressdo demonstrou que o
hipocampo desses pacientes tinham niveis elevados de um regulador
negativo da MAPK, MAPK fosfatase 1 (DURIC et al., 2010).
Adicionalmente, outros estudos p6s-morte em pacientes com depressao
e que cometeram suicidio demonstraram que varias proteinas da via da
MAPK, incluindo MEK1/2 e ERK1/2, estavam diminuidas no
hipocampo e/ou cortex pré-frontal (DWIVEDI et al., 2001; YUAN et
al., 2010). Corroborando a importancia da via da MAPK na depresséo,
ja foi evidenciado que, em animais, 0 uso de um inibidor da MEK
desencadeia efeito tipo-depressivo e impede as a¢es de antidepressivos
como a desipramina, sertralina ou cetamina (DUMAN et al., 2007;
REUS et al., 2014). Além disso, animais submetidos a um modelo de
depressdo induzido pela corticosterona apresentaram uma diminuicdo da
fosforilacdo da ERK1/2 no giro denteado (GOURLEY et al., 2008).
Estresse por 21 dias também diminuiu a fosforilacdo da ERK2 e o
imunocontetido da ERK1/2 no hipocampo e no cortex pré-frontal de
ratos, efeitos que foram revertidos pelo tratamento com a fluoxetina (QI
et al, 2008). Adicionalmente, o aumento da imunomarcacdo
hipocampal da ERK fosforilada também parece estar implicado no
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efeito tipo-antidepressivo causado pela administracdo intra-hipocampal
de BDNF em ratos (SHIRAYAMA et al., 2002).

Varios estudos indicam que o uso de inibidores da GSK-3p
podem ser interessantes para o tratamento da depressio (BEAULIEU,
GAINETDINOV e CARON, 2009; MAES et al., 2012). Inicialmente, a
GSK-3 foi identificada como uma enzima que participa da regulacdo do
metabolismo do glicogénio (COHEN, 1979). Hoje, se sabe que essa
proteina estd envolvida na regulacdo de varios outros processos
celulares, incluindo apoptose e sobrevivéncia celular, plasticidade
sinjptica e transcricdo de genes (JOPE, 2003; BEAULIEU,
GAINETDINOV e CARON, 2009). Existem duas isoformas da GSK (a
e B), que sdo ativadas por fosforilagdo em residuos de tirosina e
inativadas por fosforilagdo em residuos de serina. A GSK-38, a isoforma
de interesse no presente trabalho, é ativada quando ocorre fosforilagdo
no residuo de tirosina 216 e inativada quando a fosforilagdo ocorre no
residuo de serina 9. Vale destacar que vérias proteinas cinases podem
fosforilar a GSK-3 em residuos de serina, incluindo a Akt, PKA e PKC
(JOPE e JOHNSON, 2004; CORTES-VIEYRA et al., 2012).

A ativacdo da PI3K, que catalisa a producéo de fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato, induz a ativacdo da Akt (CANTLEY, 2002). A ativacdo
desta enzima, por sua vez, pode propiciar a fosforilacdo no residuo de
serina 9 da GSK-3p, deixando-a inativa (BEAULIEU, GAINETDINOV
e CARON, 2009). Anormalidades na via da PI3K/Akt/GSK-3f tem sido
implicadas nos transtornos de humor. A inibicdo da GSK-3p, por
exemplo, tem sido associada com efeitos antidepressivos (GOULD et
al., 2004; BEAULIEU et al., 2008; ROSA et al., 2008). Corroborando
esses dados, antidepressivos como fluoxetina e imipramina aumentam a
fosforilagdo em residuo de serina 9 da GSK-3B (LI et al., 2004).
Adicionalmente, inibidores da GSK-3B possuem efeito Sinérgico com
compostos tipo-antidepressivos como o acido félico e acido ascorbico
(BUDNI et al., 2011; MORETTI et al., 2013). Em humanos, a atividade
da GSK-3p parece ser dependente da idade. Em pacientes adultos
depressivos foi demonstrado que a atividade da GSK-3p no cortex pré-
frontal estava aumentada (KAREGE et al.,, 2007) ou inalterada
(PANDEY et al.,, 2009). Por outro lado, em pacientes adolescentes
vitimas de suicidio, a atividade da GSK-3p no cortex pré-frontal estava
diminuida (PANDEY et al., 2009).

Alteracdo na via do Nrf2/heme oxigenase-1 (HO-1) também tem
sido associada com a depressdao (MAES et al., 2012; LEE et al., 2013;
MARTIN-DE-SAAVEDRA et al., 2013). O Nrf2 é um fator de
transcricdo que induz a expressdo de uma variedade de genes
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citoprotetores e de destoxificagdo (CALKINS et al., 2009). Dentre as
diversas funcdes do Nrf2, destaca-se seu papel na regulacdo das defesas
antioxidantes celulares e das respostas celulares ao estresse, auxiliando
na homeostasia redox do encéfalo e protegendo os neurdnios contra a
morte celular (JOHNSON et al., 2008). Como demonstrado na Figura
9, em condigdes basais, 0 Nrf2 encontra-se no citoplasma, associado a
proteina repressora Keapl (Kelch-like-ECH-associated protein 1),
tornando o Nrf2 inativo e estimulando sua degradacdo proteossomal.
Entretanto, com a ativacdo de algumas cinases, como a PI3K/Akt, PKC
e ERK, pode ocorrer a fosforilagdo do Nrf2 em residuos de serina ou
treonina, induzindo sua dissociagdo da Keapl e posterior translocagédo
nuclear do Nrf2. No nicleo, o Nrf2 se liga ao ARE, aumentando a
transcricdo de genes que codificam enzimas da fase Il de destoxificacdo
e/ou enzimas antioxidantes como a HO-1, NAD(P)H: quinona
oxidorredutase 1 (NQOZ1), catalase, superéxido dismutase (SOD), entre
outras (SURH, 2003; TURPAEV, 2013; CHEN, ZHANG e CAl, 2014;
NITURE, KHATRI e JAISWAL, 2014).
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Figura 9. Ativacéo do fator de transcricdo Nrf2

Estresse
oxidativo

Legenda: No citoplasma, em condigdes normais, o Nrf2 esta ligado a
proteina Keapl. Essa associagdo promove a inativagdo do Nrf2, bem
como sua ubiquitinacdo e subsequente degradacdo através da via
proteossomal. Em situagdes como no estresse oxidativo ou na ativagao
da PI3K, PKC ou ERK ocorre uma dissociacdo do complexo Nrf2-
Keapl, fosforilagdo do Nrf2 e translocacdo nuclear. No nucleo, Nrf2 se
liga a0 ARE, aumentando a transcricdo de genes da HO-1, NQO1,
catalase e SOD. Abreviaturas: ARE, elemento de resposta a
antioxidantes; ERK, proteina cinase regulada por sinal extracelular; HO-
1, heme oxigenasse-1; Keapl, Kelch-like-ECH-associated protein 1;
NQO1, NAD(P)H: quinona oxidorredutase 1; Nrf2, fator nuclear
eritroide 2 relacionado ao fator 2; PI3K, fosfatidilinositol 3 cinase; PKC,
proteina cinase C; SOD, superoxido dismutase; Ub, ubiquitinacdo.
Fonte: adaptado de Chen, Zhang e Cai (2014).

Dentre as proteinas associadas a ativacdo do Nrf2, destaca-se a
HO-1. A HO-1 é a forma induzivel da HO, enquanto que a HO-2 é a
forma constitutiva (KIKUCHI, YOSHIDA e NOGUCHI, 2005). A HO-
1 é uma proteina de 32 kDa que degrada o heme a biliverdina, ferro livre
e mondxido de carbono em varios tecidos, incluindo o encéfalo. Em
resposta a um desafio oxidativo, a inducdo da HO-1 protege a célula por
promover o catabolismo de metaloporfirinas pro-oxidantes, tais como o
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heme, para pigmentos da bile (biliverdina e bilirrubina) com capacidade
de sequestrar radicais livres. Por outro lado, o ferro livre e 0 mondxido
de carbono, na presenca de desbalango oxidativo, podem exacerbar o
estresse oxidativo e causar danos nas membranas das mitocondrias
(SCHIPPER, 2000; 2004; RYTER e CHOI, 2015). Na tentativa de se
evitar isso, normalmente também ocorre uma inducdo da apoferritina,
que € a principal ferro-oxidase e proteina de ligacdo ao ferro que
impedira a toxicidade do excesso do ferro (RYTER e TYRRELL, 2000;
SCHIPPER e SONG, 2015). Vale destacar que, no encéfalo normal, a
expressao da HO-1 é muito baixa, sendo expressa apenas em alguns
neurbnios ou células gliais (BARANANO e SNYDER, 2001). Em
contrapartida, na presenca de um insulto/injdria (ex: estresse oxidativo),
a expressdo da HO-1 é induzida principalmente na microglia, embora
neurdnios e astrécitos também possam ter imunorreatividade para a HO-
1 (LU e ONG, 2001; MUNOZ et al., 2005; SCHIPPER e SONG, 2015).

Em relacdo a via do Nrf2/HO-1 e a depressao, ja foi demonstrado
que a delecdo do Nrf2 em camundongos ocasionou um comportamento
tipo-depressivo, reduziu os niveis de dopamina e serotonina e aumentou
os niveis de glutamato no cortex pré-frontal desses animais (MARTIN-
DE-SAAVEDRA et al., 2013). Outro estudo também evidenciou que
camundongos com delecdo para Nrf2, ndo tinham o efeito tipo-
antidepressivo induzido pela agmatina (FREITAS et al.,, 2015).
Recentemente, também foi demonstrado que o modelo de depressdo
induzido pela administragdo de corticosterona diminuiu o Nrf2 no cdrtex
e no hipocampo e que o tratamento com a fluoxetina reverteu essa
alteracdo (MENDEZ-DAVID et al., 2015). De maneira interessante, a
inibicdo da HO-1 também impediu o efeito tipo-antidepressivo do acido
ascOrbico e da creatina, enquanto que a coadministracdo de doses
subefetivas de &cido ascorbico ou creatina com um indutor da HO-1
propiciou um efeito tipo-antidepressivo sinérgico (MORETTI et al.,
2013; CUNHA et al., 2015). Corroborando esses achados, foi observada
uma diminuicdo nos niveis de HO-1 no soro de pacientes depressivos
(RYBKA et al., 2013).

Com base no exposto até 0 momento, nota-se que a depressao é
uma doenca multifacetada, com diversos mecanismos fisiopatologicos
envolvidos. Na tentativa de melhor entender sobre esse transtorno de
humor, bem como descobrir estratégias para melhorar o tratamento,
modelos animais de depressao séo de grande valia.
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1.2 MODELOS ANIMAIS DE DEPRESSAO

A utilizacdo de modelos animais € uma estratégia interessante
para identificar novos compostos com possivel acdo antidepressiva, bem
como para possibilitar uma melhor compreensdo das bases
neurobiolégicas envolvidas na depressio (CRYAN, MARKOU e
LUCKI, 2002). Os modelos animais podem auxiliar tanto no
desenvolvimento de hipoteses que expliqguem a fisiopatologia da
depressdo, quanto no melhor entendimento das acbes dos
antidepressivos ou descoberta de novos medicamentos/compostos que
possam ser Uteis para tratar esse transtorno de humor (MCARTHUR e
BORSINI, 2006). Entretanto, alguns dos principais sintomas da
depressdo em humanos, como humor deprimido, sentimento de culpa e
ideacdo suicida, sdo de dificil mensuragdo em animais de laboratério,
tornando-se dificil a validagdo de um modelo que abranja todas as
caracteristicas (sintomas e bases fisiopatologicas) da depressdo
(NESTLER et al., 2002; CRYAN e SLATTERY, 2007).

Os modelos animais podem ter trés tipos de validades diferentes:
1) validade preditiva (ou farmacoldgica): significa que o modelo
responde aos tratamentos de uma forma que prevé os efeitos desses
tratamentos em seres humanos (NESTLER e HYMAN, 2010); 2)
validade de face: indica que o modelo reproduz caracteristicas do
tratamento e aspectos dos sintomas do paciente; 3) validade de
constructo: envolve similaridades na fisiopatologia da doenca. Essa
validade pode ser alcancada através da exposicdo de um animal a um
fator de risco ambiental ou a um fator genético bem validado. Além
disso, a validade de constructo envolve similaridades anatdmicas,
bioquimicas, neuropatolégicas ou comportamentais importantes da
doenca no ser humano (BELZUNG e LEMOINE, 2011).

Os modelos com validade preditiva, como o teste do nado
forcado (TNF) e o teste de suspensdo pela cauda (TSC), sdo amplamente
utilizados para investigar novos farmacos ou substancias com possivel
acdo tipo-antidepressiva, bem como avaliar os possiveis mecanismos de
acao envolvidos na fisiopatologia ou tratamento da depressdo
(NESTLER et al., 2002; MCARTHUR e BORSINI, 2006; NESTLER e
HYMAN, 2010). Porsolt, Bertin e Jalfre (1977) foram os primeiros
pesquisadores que descreveram o TNF em ratos, que posteriormente foi
utilizado para camundongos (PORSOLT, BERTIN e JALFRE, 1977;
SCHECHTER e CHANCE, 1979). JA& o TSC foi descrito em
camundongos por Steru et al. (1985). Esses dois modelos baseiam-se na
observacdo do animal apdés o0 mesmo ser exposto a uma situacdo
inescapavel. No inicio do teste, na tentativa de escapar da situacdo
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aversiva, 0s animais tendem a se movimentar com mais frequéncia.
Decorridos alguns minutos do teste, os animais tendem a desenvolver
uma postura mais imével, que pode ser revertida pelo tratamento agudo
com antidepressivos classicos. Dessa forma, esses testes permitem a
busca por compostos com possivel a¢do tipo-antidepressiva (BOURIN,
MASSE e HASCOET, 2005), e tem o beneficio de serem de facil uso e
de boa reprodutibilidade (CRYAN, MARKOU e LUCKI, 2002).

Vale destacar que, embora 0 TNF e TSC tenham objetivos e
validades similares, eles apresentam algumas diferencas. Enquanto que
no TSC o camundongo é exposto ao estresse hemodinamico de ser
pendurado de forma incontrolavel pela sua cauda, no TNF o animal é
colocado em um cilindro cheio de &gua, o0 que se acredita ser uma
situacdo mais aversiva para esse tipo de animal (THIERRY et al., 1986).
Além disso, como revisado por Cryan, Mombereau e Vassout (2005), o
TSC possui alguns beneficios em relagcdo ao TNF, entre eles: a) evita
qualquer possibilidade de inducdo de hipotermia; b) ndo depende de
coordenagdo motora para nadar; c) o tempo inicial para o animal
desenvolver uma postura mais imével é mais curto; d) acredita-se que o
TSC apresente uma maior sensibilidade farmacolégica quando
comparado ao TNF.

Outra estratégia interessante para estudos pré-clinicos na area da
depressdo é o uso de modelos animais com validade de constructo e de
face. Dentre esses modelos, destacam-se os modelos baseados na
exposicdo do animal a situagbes que sdo consideradas estressantes,
principalmente o estresse cronico moderado e/ou imprevisivel
(MCARTHUR e BORSINI, 2006). Esses modelos de estresse cronico
surgiram com o objetivo de tentar mimetizar o desenvolvimento da
depressdo em humanos (WILLNER, 1997). Os estudos usando esse tipo
de modelo demonstram que ele apresenta uma boa validade preditiva,
validade de face e validade de constructo (WILLNER, MUSCAT e
PAPP, 1992; WILLNER, 1997; 2005). A validade preditiva é
demonstrada pelo aumento no tempo de imobilidade nos TNF e TSC
apés os animais terem sido estressados, sugerindo um efeito tipo-
depressivo, que é prevenido apdés o uso de antidepressivos usados na
clinica ou por substancias com potencial tipo-antidepressivo (LU et al.,
2006; KUMAR, KUHAD e CHOPRA, 2011; MORETTI et al., 2012). A
validade de face é sugerida pelo fato de que esses protocolos diminuem
0 consumo de solucdes doces palataveis, bem como o comportamento
de autocuidado, sintomas que sdo comparados a anedonia presente nos
humanos (WILLNER et al., 1987; LU et al., 2006; GARCIA et al.,
2009; ISINGRINI et al., 2010). Além disso, os modelos com inducéo de
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estresse também propiciam alteracdes fisiopatoldgicas que sdo
observadas em humanos, como a diminuicdo do BDNF e do fator de
crescimento do nervo (LIU et al., 2014; FILHO et al., 2015), aumento
de citocinas pro-inflamatérias (ZHANG et al., 2015) e aumento de
corticosterona (DETANICO et al., 2009; ABDUL AZIZ, KENDALL e
PARDON, 2012), além de ser desencadeado por uma situacdo (estresse)
que também estd envolvida no desencadeamento da depressdo em
humanos (NESTLER e HYMAN, 2010). Dessa forma, esses modelos de
estresse proporcionam uma validade de constructo (BELZUNG e
LEMOINE, 2011).

1.3 ZINCO

Diversas estratégias nutricionais objetivando a melhora da
depressdo tém sido estudadas, com um grande destaque para o zinco
(MANOSSO, MORETTI e RODRIGUES, 2013; NOWAK, 2015). O
zinco é definido como um micronutriente ou elemento trago essencial,
sendo importante para o crescimento e reproducdo normais de plantas,
animais e humanos (PARKIN, 2004; FRASSINETTI et al., 2006). Entre
0s anos de 1960-1980, estudos comegaram a evidenciar a deficiéncia de
zinco em humanos e, que essa deficiéncia, ocasionava um prejuizo no
crescimento e hipogonadismo em homens (PRASAD, HALSTED e
NADIMI, 1961; HAMBIDGE, 1981; O'DELL, 1984; PRASAD, 1984).
Desde entdo, diversos estudos ja foram realizados confirmando a
essencialidade do zinco, bem como a importancia da sua suplementagédo
(SALGUEIRO et al., 2000a; PRASAD, 2012). Hoje, jA& é bem
estabelecido que o zinco é o segundo elemento traco mais prevalente no
corpo humano, ficando atras apenas do ferro (PAOLETTI et al., 2009).

O zinco (que em condicOes fisioldgicas é encontrado apenas
como cation divalente — Zn?*) possui in(imeras funcdes ao organismo,
incluindo func@es estruturais, enzimaticas e reguladoras/mediadoras de
sinalizacdo (KAMBE et al., 2015). Esse mineral é necessario para a
atividade e/ou manutengdo estrutural de mais de 300 enzimas do corpo
humano. Entre elas, estdo enzimas da classe das oxidoredutases,
transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases (PARKIN, 2004).
Além disso, o papel do zinco no metabolismo dos acidos nucleicos ja é
bem estabelecido desde o século passado (WU e WU, 1987). Quase
metade de todos os fatores de transcricdo conhecidos é da superfamilia
“CyH; zinc finger”, em portugués chamada de dedo de zinco. Essas
proteinas dedo de zinco possuem um dominio N-terminal (que se liga a
outras proteinas) e um dominio C-terminal, constituido do C,H, dedo de
zinco (que se liga ao DNA), sendo 0 zinco muito importante para manter
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a estrutura e, por conseguinte, a funcionalidade dessas proteinas
(EMERSON e THOMAS, 2009).

O zinco também é importante para a fungdo imunoldgica,
possuindo multiplos efeitos no sistema imunoldgico, sendo que sua
deficiéncia aumenta a susceptibilidade a varios patogenos, além de
piorar o processo de cicatrizagdo (SHANKAR e PRASAD, 1998;
PRASAD, 2012). Além disso, vérios estudos clinicos enfatizam que
zinco possui efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios, ao passo que a
sua deficiéncia é capaz de ocasionar aumento de marcadores
inflamatorios e de estresse oxidativo nos individuos (TAPIERO e TEW,
2003; PRASAD et al., 2004; PRASAD, 2008; DE OLIVEIRA KDE et
al., 2009; BAO et al., 2010; PRASAD, 2014). O zinco também tem
funcBes na reproducao, gestacédo e lactagdo, no metabolismo da insulina,
na divisdo celular e no metabolismo de outros nutrientes, como por
exemplo, da vitamina A (SALGUEIRO et al., 2000a). Esse mineral
também é importante para 0 SNC, o que sera explanado mais adiante.

Dentre os indicadores para avaliar o estado nutricional de zinco
no organismo, destacam-se 0 zinco sérico/plasmatico e zinco
eritrocitario. Entretanto, outros indicadores também podem ser
utilizados, como a concentragdo do zinco no cabelo, no neutréfilo ou no
linfécito, bem como a dosagem da metalotioneina plasmética ou
eritrocitaria. Vale destacar que as metalotioneinas sdo proteinas
encontradas no citosol das células eucariéticas e que estdo relacionadas
com o controle da concentragdo de elementos tragos livres como o zinco
e 0 cobre, com 0 sequestro de metais para protecdo contra estresse
oxidativo e para destoxificacdo dos mesmos, além de ter papel no
transporte de ions metalicos para outras proteinas (SALGUEIRO et al.,
2000a).

Segundo a estimativa da prevaléncia global de deficiéncia de
zinco, 17,3% da populagdo mundial possui uma ingestdo inadequada de
zinco (WESSELLS e BROWN, 2012). A deficiéncia de zinco pode ser
ocasionada devido a uma variedade de condigdes, incluindo fatores
alimentares, sindrome de ma absorcdo, doenca hepatica alcodlica,
doenca renal cronica, doenga falciforme, queimadura extensa, condi¢Ges
debilitantes crénicas, entre outras. Dentre as manifestacdes de uma
deficiéncia moderada de zinco incluem retardo do crescimento e
hipogonadismo masculino nos adolescentes, pele aspera, falta de apetite,
letargia mental, cicatrizacdo retardada, doencas imunoldgicas e
alteracBes neuro-sensoriais (PRASAD, 2012). Embora a deficiéncia de
zinco seja muito mais comum, em alguns casos pode ocorrer toxicidade
desse metal (dificilmente ocasionada apenas por meio da alimentacéo).
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Os sinais e sintomas que uma elevada concentra¢do de zinco pode
provocar sdo: taquicardia, chogue vascular, nauseas, vomitos, diarreia e
danos no pancreas e no parénquima hepatico, além de poder afetar o
metabolismo de outros nutrientes, como do cobre (SALGUEIRO et al.,
2000b).

1.3.1 Absorcéo e metabolismo do zinco

As principais fontes alimentares de zinco sdo ostras, carnes
(principalmente vermelha), figado, ovo, oleaginosas, gergelim, alguns
cereais e leite e derivados (MURPHY, WILLIS e WATT, 1975;
HAEFLEIN e RASMUSSEN, 1977; SALGUEIRO et al., 2000b).
Entretanto, constituintes da dieta podem influenciar a absor¢éo do zinco
presente nesses alimentos. O fator que mais influencia na absor¢éo do
zinco ¢ o fitato, encontrado principalmente em cereais integrais, como
arroz e milho, que ocasiona uma diminuigédo na absor¢do do zinco. Por
outro lado, o conteudo de proteina na refei¢do (principalmente quando
tém os aminoécidos glicina, histidina, lisina, cisteina e metionina) é
associado, positivamente, com a absor¢do do zinco (LONNERDAL,
2000; SALGUEIRO et al., 2000b).

Como demonstrado na Figura 10, a distribuicdo do zinco no
organismo ocorre da seguinte maneira: quase 60% do zinco é
armazenado no musculo esquelético. Em seguida, 0s 0ssos possuem
quase 30% de todo o zinco do organismo. Pele, figado e encéfalo
possuem 6%, 5% e 1,5% respectivamente. Rins, coracdo, cabelo e
plasma possuem menos de 1% do zinco do organismo. Ja o zinco sérico
representa apenas 0,1% de todo o zinco do organismo (KING,
SHAMES e WOODHOUSE, 2000; KAMBE et al., 2015). Em sujeitos
saudaveis, os valores sanguineos de zinco variam entre 9 e 17 uM.
Abaixo de 9 pM ¢é considerado deficiéncia de zinco e pode estar
associado com infertilidade e depressdo (quando os niveis estdo abaixo
de 1,8 uM). Acima de 17 uM pode ocorrer toxicidade, podendo causar
problemas nos pulmdes e toxicidade no encéfalo (MARGER,
SCHUBERT e BERTRAND, 2014). Ressalta-se que a maior parte do
zinco esta localizada intracelularmente, sendo que 10% esta localizado
nas membranas, 30 - 40% localizado no nucleo e 50% no citoplasma,
organelas (ex: mitocdndria, reticulo endoplasmatico e aparelho de
Golgi) ou vesiculas especializadas que estocam hormdnios (ex: insulina,
hormdnio do crescimento), neurotransmissores (ex: glutamato) ou
enzimas digestivas (TAPIERO e TEW, 2003; PETKOVIC, MILETTA e
MULLIS, 2012; KAMBE et al., 2015).
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Figura 10. Distribuigdo do zinco no organismo humano
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Legenda: Esquema mostrando a distribuicdo do zinco no organismo
humano. A deficiéncia de zinco pode causar diversos problemas,
incluindo infertilidade e depressdo. Por outro lado, 0 excesso de zinco
(ex: através da inalacdo de fumaga contendo zinco) pode ocasionar
problemas pulmonares e toxicidade encefalica. Fonte: adaptado de
Marger, Schubert e Bertrand (2014).

Em mamiferos, 0 zinco pode ser absorvido no intestino delgado
(duodeno ou jejuno) através de dois mecanismos: transporte ativo ou
transporte passivo. O transporte ativo é saturavel quando o zinco esta
em altas concentragdes no limen intestinal. Por outro lado, sua eficacia
aumenta quando o zinco estd em baixas concentracfes. Ja o transporte
passivo € um mecanismo de difusdo, sendo sua eficacia proporcional a
concentracdo do zinco, ou seja, quanto mais zinco, maior é a absor¢do
desse mineral para o enterdcito. Dessa forma, diferente do transporte
ativo, o transporte passivo ndo aumenta sua eficacia em situacGes de
baixas concentracfes de zinco. Vale destacar que também existe uma
secrecdo de zinco enddgeno no intestino. Esse zinco é proveniente das
secrecOes pancredtica, biliar e intestinal ou da descamacdo das células
da mucosa intestinal. Devido a esse motivo, a taxa de absor¢do do zinco
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é dificil de ser determinada. Estima-se que a absor¢éo intestinal do zinco
varie de 15-40% (média de 33%) €, o0 que ndo é absorvido, é eliminado
pelas fezes (SALGUEIRO et al., 2000b; ROOHANI et al., 2013). Por
outro lado, o zinco administrado em solucdo aquosa em individuos em
jejum, tem sua taxa de absor¢do em torno de 60-70% (ROOHANI et al.,
2013). Digno de nota, em situacbes de baixa ingestdo de zinco, o
organismo é regulado para absorver mais zinco e diminuir a secre¢éo de
zinco enddgeno (SALGUEIRO et al., 2000b).

Uma vez que o zinco é absorvido, ele pode se ligar a
metalotioneinas intestinais ou ir do enterocito para 0 sangue
(SALGUEIRO et al., 2000b). Quando o zinco vai para a circulagdo
sanguinea ele é transportado com auxilio de componentes plasmaticos
como a albumina. Sua concentragdo no plasma é de 15 uM, dos quais
84% estdo ligados a albumina, 15% a o2-macroglobulina e 1% a
aminodcidos livres. Quando o zinco chega ao figado, ele tem a
capacidade de se ligar a metalotioneinas, que s&o as principais proteinas
envolvidas no metabolismo do zinco. Cada metalotioneina pode se ligar
a sete fons de zinco, embora também possua alta afinidade pelo cobre.
Além de serem induzidas por esses minerais essenciais, metais toxicos
como o cadmio, mercirio e cobalto podem induzir a sintese das
metalotioneinas. Existem pelo menos 12 isoformas de metalotioneinas
identificadas em humanos, embora as isoformas 1, 2, 3 e 4 sejam as
principais (TAPIERO e TEW, 2003). As isoformas 1 e 2 das
metalotioneinas sdo amplamente expressas pelo corpo, tendo
quantidades significativas no figado, intestino, pancreas e rins. A
metalotioneina-3 é  expressa  especificamente no  encéfalo,
principalmente em neurdnios do hipocampo, amigdala e cértex cerebral.
Ja a isoforma 4 é encontrada principalmente no epitélio de células
escamosas (SALGUEIRO et al., 2000b; KING, 2011; SHARMA e
EBADI, 2014). Fatores como dieta rica em zinco, glicocorticoides,
estresse e citocinas inflamatérias como interleucina-1 e interleucina-6
podem induzir a expressdo das metalotioneinas (principalmente das
isoformas 1 e 2). Vale destacar que as metalotioneinas tém funcgdes
importantes na destoxificagdo de metais pesados/tracos, eliminagdo
indireta de radicais livres, redistribuicdo de zinco em situacdo de
estresse ou infeccdo aguda. A metalotioneina hepatica também possui
funcdo de reservatorio do zinco (SALGUEIRO et al., 2000b; SHARMA
e EBADI, 2014).

Os transportadores de zinco (ZnT) e a familia de proteinas de
importacdo do zinco (Zip) sdo familias de transportadores de zinco nos
mamiferos que sdo importantes para 0 metabolismo do zinco a nivel
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intracelular. Existem pelos menos 10 ZnT (normalmente com seis
dominios transmembrana) e 15 Zip (normalmente com oito dominios
transmembrana) diferentes encontradas em células humanas. ZnT e Zip
parecem ter efeitos opostos na homeostase celular do zinco. Enguanto
que ZnT reduz o zinco intracelular por promover o efluxo desse metal
para vesiculas intracelulares, os transportadores Zip aumentam o zinco
intracelular por promover a captacdo extracelular do zinco e,
possivelmente, por liberar o zinco das vesiculas para o citosol da célula.
ZnT1 é amplamente expresso no corpo (incluindo o encéfalo) e possui
funcdo de exportador de zinco. ZnT2 é expresso principalmente no
intestino, rins, testiculos e encéfalo e, além de ter fungdo de exportador,
também é importante para a compartimentalizacdo do zinco em
vesiculas intracelulares. ZnT3 é expresso, em maior quantidade, no
encéfalo, sendo importante para a regulacdo do zinco no SNC. ZnT4 é
expresso nas glandulas mamarias e no encéfalo. ZnT5 é amplamente
expresso no pancreas, ovario, prdstata e testiculos, mas também pode ser
encontrado no encéfalo. Ja o ZnT6 é encontrado principalmente no
figado, encéfalo e intestino delgado. Os transportadores Zip também séo
importantes para 0 metabolismo de zinco intracelular em tecidos
periféricos e no encéfalo, entretanto, ndo se tem bem definido qual
isoforma é encontrada no encéfalo (LIUZZI e COUSINS, 2004;
COUSINS, LIUZZ] e LICHTEN, 2006; SENSI et al., 2009).

A principal forma de eliminagdo do zinco ocorre pelo trato
gastrointestinal. Estima-se que a quantidade de zinco eliminada via
gastrointestinal é de 2,5-5,5 mg/d (TAPIERO e TEW, 2003). Entretanto,
também pode ocorrer eliminacdo renal desse mineral, embora essa
eliminacdo sofra um declinio em situacdes de ingestdo baixa de zinco.
Perdas adicionais do zinco também podem ocorrer através do suor,
emissfes seminais e perdas menstruais (KING, SHAMES e
WOODHOUSE, 2000; ROOHANI et al., 2013).

1.3.2  Zinco no SNC

O zinco pode entrar no SNC através da barreira
hematoencefalica. O zinco pode ser captado para as células gliais ou por
alguns neurénios (podendo ir tanto para o corpo celular quanto para o
terminal axonal). No SNC, o zinco esta na forma idnica (Zn?"), sendo
cerca de 90% estocado nas metaloproteinas. O outros 10% séo
considerados zinco histoquimicamente reativo, que engloba o zinco livre
e 0 zinco presente em vesiculas de neurdnios pré-sinapticos (TAKEDA,
2000; GOWER-WINTER e LEVENSON, 2012). Em neur6nios, o zinco
histoquimicamente reativo estd presente principalmente em vesiculas
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pré-sinapticas de neurénios glutamatérgicos (FRANCO-PONS et al.,
2000), embora também ja tenha sido identificada a sua colocalizagéo
com neurdnios contendo GABA na medula espinhal de ratos (WANG et
al., 2001). E interessante notar que um estudo pré-clinico ja demonstrou
gue a homeostase encefalica do zinco é afetada por dieta deficiente em
zinco (TAKEDA et al., 2001), evidenciando a importancia da ingestdo
adequada desse mineral para que ele consiga exercer suas fungdes no
SNC.

Como j& mencionado, 0 zinco histoquimicamente reativo €
encontrado, principalmente, em vesiculas pré-sinapticas contendo
glutamato. Esses neurdnios que liberam zinco e glutamato sdo chamados
de neurbnios gluzinérgicos. Os corpos celulares dos neur6nios
gluzinérgicos encontram-se principalmente no cértex cerebral e em
estruturas limbicas como a amigdala. As fibras eferentes desses
neurdnios se direcionam, quase exclusivamente, para o cortex cerebral,
amigdala, estriado ou estruturas limbicas como o hipocampo. Os
axodnios das fibras musgosas do hipocampo sdo um exemplo de via
cerebrocortical cujos neurdnios armazenam e liberam zinco e glutamato.
Entretanto, vale destacar que nem todos os neur6nios glutamatérgicos
liberam zinco (FREDERICKSON et al., 2000a; FREDERICKSON,
KOH e BUSH, 2005).

O zinco também possui um papel dindmico no encéfalo, podendo
influenciar tanto na fisiologia quanto na fisiopatologia (SENSI et al.,
2009). Como revisado por Takeda (2014), a concentracdo extracelular
de zinco no encéfalo é menor que 1 puM. J& em relagdo ao zinco
sindptico, a concentragdo exata do zinco ainda é controversa, mas
sugere-se que varie normalmente de 10 nM - 100 uM, podendo chegar
até 300 pM (VOGT et al, 2000; QIAN e NOEBELS, 2005;
FREDERICKSON et al., 2006; PAOLETTI et al., 2009; KAMBE et al.,
2015). Apos avaliar as regides do hipocampo, Komatsu e colaboradores
(2005) estimaram que a concentracdo de zinco liberado ap6s
despolarizacdo induzida por potassio € em torno de 1 UM no giro
denteado, mas ndo chega a mais de 100 nM nas regides CAl e CA3.
Takeda et al. (2001) também demonstraram que, de acordo com a regido
encefalica, a concentracdo de zinco varia de 0,1 até 18 pg/g por peso
Umido, sendo que as maiores concentragdes foram observada no
hipocampo e na amigdala. Ja no fluido cerebroespinhal, a concentracao
do zinco é de aproximadamente 0,15 uM (HERSHEY et al., 1983).

Como revisado por Sensi e colaboradores (2009) e esquematizado
na Figura 11, a homeostase do zinco nos neurbnios envolve a agdo de
varias proteinas e transportadores. O zinco entra nos neurdnios
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principalmente pela ativacdo dos canais de calcio dependentes de
voltagem e dos receptores AMPA permeaveis ao calcio e ao zinco. Na
membrana plasmética, ZnT1 controla o efluxo de zinco e pode interagir
com os canais de célcio dependentes de voltagem do tipo L e regular o
influxo de célcio e zinco. O trocador sddio-zinco (membro da
superfamilia de trocadores sodio-calcio) pode mover o zinco para dentro
ou para fora do neurénio de acordo com o gradiente de sodio. Outro
transportador presente na membrana plasmatica € o Zip, que age como
cotransportador de zinco e ions hidrogénio ou bicarbonato, facilitando o
influxo de zinco para dentro do neurénio. Dentro do neurdnio, ZnTs
agem como trocador de zinco e ions hidrogénio e podem ser
encontrados no aparelho de Golgi (ZnT5, 6 e 7), lisossomos (ZnT2, 4 e
5) e vesicula sindptica (ZnT3). A mitocondria também sequestra zinco
através da ativagdo de um sistema uniporte de célcio e através de um
mecanismo independente do uniporte de calcio, mas que ainda ndo é
bem identificado. Por fim, as metalotioneinas também sdo muito
importantes para a manutengdo da homeostase do zinco, sendo
consideradas as principais proteinas de tamponamento do zinco no
neurdnio (SENSI et al., 2009).

Embora o papel das células gliais na homeostase do zinco néo
seja totalmente elucidado, sabe-se que principalmente os astrécitos e a
microglia também participam da regulacdo da quantidade de zinco na
sinapse (HANCOCK, FINKELSTEIN e ADLARD, 2014). Os astrdcitos
captam o zinco intracelular principalmente através dos transportadores
ZnT1l (NOLTE et al., 2004). Estudo com cultura de astrécitos também
evidenciou a presenca de Zipl4 nesse tipo celular (BISHOP et al.,
2010). Além disso, a presenca de metalotioneinas nos astrocitos também
auxilia na homeostase do zinco (MALAIYANDI, DINELEY e
REYNOLDS, 2004). Na microglia, também j& foi demonstrado que a
captacdo do zinco pode ser realizada, pelo menos em parte, pela
presenca de Zipl (HIGASHI et al., 2011). Em células gliais do cerebelo
também foi demonstrada a presenca de ZnT1, ZnT3 e ZnT4 (WANG et
al., 2005).
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Figura 11. Homeostase do zinco nos neurdnios
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Legenda: O zinco entra nos neurdnios principalmente pela ativagéo dos
VGCC e AMPARc,z». Na membrana plasmatica, ZnT1 controla o
efluxo de zinco e pode interagir com os VGCC do tipo L e regular o
influxo de calcio e zinco. O trocador Na*-Zn®* pode mover zinco para
dentro ou para fora do neur6nio de acordo com o gradiente de sddio. O
Zip age como cotransportador de zinco e ions hidrogénio ou
bicarbonato, facilitando o influxo de zinco. Dentro do neurdnio, ZnTs
agem como trocador de zinco e fons hidrogénio e podem ser
encontrados no aparelho de Golgi, lisossomos e vesicula sinaptica. A
mitocOndria também sequestra zinco através da ativacdo de um
transporte uniporte de calcio, bem como por um mecanismo
independente do uniporte de calcio ainda ndo bem identificado. Por fim,
as metalotioneinas sdo muito importantes para a manutencdo da
homeostase do zinco. A figura também mostra um modelo esquematico
do sitio de ligacdo do zinco na proteina ZnT. Abreviaturas: AMPARCc,.
n, receptores AMPA permeaveis ao calcio e ao zinco; VGCC, canais de
calcio dependentes de voltagem; Zip, proteinas de importacdo do zinco;
ZnT, transportador de zinco. Fonte: adaptado de Sensi et al. (2009).
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As vesiculas contendo zinco e glutamato sdo sintetizadas no
aparelho de Golgi, e possuem ZnT3 (que transporta o zinco para dentro
da vesicula) e transportador de glutamato vesicular (que transporta o
glutamato para dentro da vesicula) (SALAZAR et al., 2005; PAOLETTI
et al., 2009). Vale destacar que animais knockout para ZnT3 sdo
deficientes em zinco sindptico, ressaltando a importancia desse
transportador para as concentragfes de zinco nas vesiculas sinapticas
(LOPANTSEYV et al., 2003). O esquema do transporte sinaptico do
zinco é mostrado na Figura 12. As vesiculas sdo armazenadas no
terminal axonal e, quando ocorre o estimulo apropriado (despolariza¢do
e entrada de célcio), o glutamato e o zinco sdo liberados na fenda
sindptica. O zinco pode se ligar em receptores de glutamato (explanado
mais a frente) ou pode se ligar em outros receptores que ndo sao
glutamatérgicos. O zinco também tem a capacidade de entrar nos
neurdnios pos-sindpticos atraves de canais permeaveis ao zinco (todos
0s canais de célcio também sdo permeaveis ao zinco). Dentro dos
neurdnios pods-sinapticos, o zinco é armazenado nas metalotioneinas.
Quando ocorre oxidacdo e nitrosilacdo dos tidis da metalotioneina, a
mesma libera o zinco do neurbnio pos-sinaptico (FREDERICKSON,
KOH e BUSH, 2005). Recentemente foi evidenciado que a regido CAl
hipocampal tem altas concentragdo de ZnT1 nas espinhas dendriticas
pds-sinapticas e que, esse transportador, poderia auxiliar na homeostase
do zinco encefalico (SINDREU et al., 2014).
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Figura 12. Transporte sindptico do zinco
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Legenda: O zinco é transportado para vesiculas que contém glutamato
através de transportadores de zinco (ZnT-3) (1). Essas vesiculas sdo
transportadas pelo axénio (2) e armazenadas no terminal axonal (3).
Quando ocorre um estimulo adequado, o glutamato e o zinco séo
liberados para a fenda sinaptica (4). O zinco pode se ligar em receptores
no neurdnio pds-sinaptico (6, 7 e 8) ou entrar no neurdnio pds-sinaptico
através de canais permeaveis ao zinco (5 e 9). Glutamato também pode
se ligar em receptores po6s-sinapticos (6) ou ser captado para as células
gliais (10). Dentro do neurdnio pés-sinaptico, o zinco é armazenado nas
metalotioneinas (MT) (11). A oxidagdo e nitrosilagdo dos tiois da
metalotioneina liberam o zinco do neurbnio pés-sinaptico (12). Fonte:
adaptado de Frederickson, Koh e Bush (2005).

O zinco tem a capacidade de inibir receptores glutamatérgicos do
subtipo NMDA, sendo considerado um antagonista parcial desse
receptor. Isso ocorre por dois mecanismos: a) em concentragdes baixas
(10-20 nM), o zinco pode inibir o receptor NMDA por um mecanismo
independente de voltagem na subunidade GIuN2A (inibicdo ndo
competitiva); b) em concentragdes maiores que 20 iM, o zinco inibe os
receptores NMDA por um mecanismo dependente de voltagem na
subunidade GIuN2B do receptor NMDA (FREDERICKSON, KOH e
BUSH, 2005; GIELEN et al., 2008; PAOLETTI et al., 2009; SENSI et
al., 2009; SENSI et al., 2011). Corroborando esses achados, ratos
alimentados com dieta deficiente em zinco por 4 ou 6 semanas tiveram
um aumento no imunocontetdo das subunidades GIUN2A e GIuN2B no
hipocampo, acompanhado de uma diminui¢do dos niveis de BDNF e do
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CREB fosforilado. Além disso, a subunidade GIUN2A também
aumentou no cortex pré-frontal apés 6 semanas de dieta deficiente em
zinco (DOBOSZEWSKA et al., 2014). O zinco também parece modular
os receptores AMPA que estdo colocalizados com os receptores NMDA
em neurdnios pos-sinapticos. Embora os efeitos do zinco nos receptores
AMPA ndo estejam totalmente elucidados, acredita-se que 0 zinco
aumente a ativacdo desses receptores (em concentragdes livres
extracelulares menores de 300 pM), 0s quais S0 menos sensiveis ao
zinco comparado com os receptores NMDA. Além disso, sugere-se que
a subunidade GIuA3 do receptor AMPA é necesséria para a modulagéo
do zinco. Entretanto, em concentragdes livres extracelulares maiores de
500 uM, o zinco pode inibir os receptores AMPA (RASSENDREN et
al., 1990; LIN, COHEN e COULTER, 2001; PAOLETTI et al., 2009;
MLYNIEC et al, 2015b). O zinco também pode modular a
neurotransmissdo glutamatérgica por inibir, de forma parcial e nao
competitiva, 0 EAATL presente nas células da retina, interagindo com
os residuos de histidina (nas posi¢cGes 146 e 156) desse transportador
(VANDENBERG, MITROVIC e JOHNSTON, 1998). Ja no cerebelo, o
zinco inibiu a condutancia do anion cloreto pelo EAAT4 por interagir
com o0s residuos de histidina (nas posicdes 146 e 156) (MITROVIC,
PLESKO e VANDENBERG, 2001).

O zinco também tem a capacidade de modular outros receptores,
canais ou transportadores no SNC, muitas vezes exercendo efeitos duais
de acordo com sua concentragdo. Entre os receptores, destacam-se
receptores para 0 GABA, serotonina, dopamina, acetilcolina, adenosina,
glicina, opioide, entre outros. O zinco também tem a capacidade de
interagir com os transportadores de glutamato e glutamina, diminuindo a
captacdo dos mesmos. J& 0s canais que podem ser modulados,
destacam-se canais de sodio, potassio, calcio e cloreto
(FREDERICKSON, KOH e BUSH, 2005; MARGER, SCHUBERT e
BERTRAND, 2014). O zinco também pode modular canais no neurénio
pré-sinaptico, principalmente canais de calcio ativados por alta-
voltagem que estdo correlacionados com a liberacdo de
neurotransmissores dependentes de calcio, como o glutamato
(MAGISTRETTI et al., 2003; SUN et al., 2007). Entretanto, vale
destacar que esses efeitos ndo sdo totalmente elucidados e que existe a
necessidade de estudos adicionais para 0 melhor entendimento do efeito
do zinco nesses receptores, canais e transportadores.

O zinco também pode ligar em receptores proprios chamados
GPR39 (YASUDA et al.,, 2007; BESSER et al., 2009), que sdo
receptores acoplados a proteina G, e que sdo amplamente expressos no
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SNC (HOWARD et al, 2001). No encéfalo de ratos, elevadas
concentragbes do RNAmM desse receptor foram observadas no
hipocampo, amigdala e cdrtex auditivo (JACKSON, NOTHACKER e
CIVELLI, 2006). Em humanos, como revisado por Popovics e Stewart
(POPOVICS e STEWART, 2011), indmeras regides encefélicas
expressam o GPR39, incluindo a amigdala, hipocampo, hipotalamo,
cortex, talamo, substancia negra, cerebelo, entre outras. Como
demonstrado na Figura 13, o0 GPR39 pode se acoplar a trés proteinas G
diferentes (Gas, Gaizis, Gog), que poderdo ativar diferentes vias de
sinalizagdo intracelular: a) a proteina Gas ird ativar a via da PKA; b) a
proteina Goug3 ird ativar o fator de resposta sérica; ¢) a proteina Goyg ira
ativar a via da PKC, CAMK e MAPK. As vias da PKA, PKC, CAMK e
MAPK podem culminar com a ativagdo de CREB, com posterior
aumento de diversos genes, incluindo o do BDNF. J4 a via do fator de
resposta sérica, se ligard ao elemento de resposta sérica, aumentando a
transcricdo de genes envolvidos com organizagdo do citoesqueleto,
crescimento e sinalizacdo celular e circuitaria neuronal (POPOVICS e
STEWART, 2011; MLYNIEC et al., 2015b). Além disso, a ativagdo do
receptor GPR39, e posterior ativacdo da ERK1/2, pode ativar o
cotransportador de potassio e cloreto (KCC2), pelo menos em neurdnios
da regido CA3 do hipocampo. A saida de potassio e cloreto a partir do
cotransportador KCC2 ativa receptores GABA,, permitindo a entrada
de anions cloreto, aumentando o ténus inibitério no neurbnio pos-
sinaptico (CHORIN et al., 2011; MLYNIEC et al., 2015h).

E interessante salientar que camundongos que receberam uma
dieta deficiente em zinco por 6 semanas, apresentaram uma diminuicao
na expressao do GPR39 (em 53%) e do BDNF (em 49%) no cdrtex
frontal (MLYNIEC et al., 2013b). A diminuicdo na expressdo do
GPR39 também foi observada no hipocampo e no cortex frontal de
camundongos e ratos alimentados com dieta deficiente em zinco, bem
como no hipocampo e cortex cerebral de seres humanos vitimas de
suicidio (MLYNIEC et al., 2014). Um estudo pré-clinico também
demonstrou que o tratamento por 14 dias com os antidepressivos
escitalopram, reboxetina e bupropiona aumentaram o imunocontetdo do
GPR39 no cortex frontal de camundongos, embora o antidepressivo
imipramina ndo tenha causado o mesmo resultado (MLYNIEC e
NOWAK, 2013).
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Figura 13. Vias de sinalizacao envolvidas da ativacéo do receptor do
zinco GPR39
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Legenda: O zinco pode se ligar em seus receptores GPR39. Quando
ativado, esse receptor pode ativar 3 tipos de proteina G: a proteina Ga
ira ativar a via da PKA, a proteina Gop3 ird ativar a via do SRF e a
proteina Gayq ira ativar as vias da PKC, CAMK, MAPK. PKA, PKC,
CAMK, MAPK podem ativar o0 CREB, que se liga ao CRE no nucleo,
enquanto que o SRF se ligard ao SRE. CRE e SRE levardo ao aumento
de expressdo de diversos genes. GPR39 também pode ativar KCC2, que
aumentard o tonus inibitério no neurénio pds-sinaptico. Abreviaturas:
AC, adenilato ciclase; AMPc, 3,5’-monofosfato de adenosina ciclico;
CAMK, proteina cinase dependente de Ca®'/calmodulina; CREB,
proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMPc; DAG,
diacilglicerol; IP3, fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato; KCC2,
cotransportador de potassio e cloreto; MAPK, proteina cinase ativada
por mitégeno; PKA, proteina cinase A; PKC, proteina cinase C; PLC,
fosfolipase C; Rho, proteina de ligacdo ao GTP; RhoGef, fator de troca
da guanosina Rho; SRE, elemento de resposta sérica; SRF, fator de
resposta sérica. Fonte: adaptado de Mlyniec et al. (2015b).
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Dessa forma, o zinco é considerado um mineral muito importante
para 0 SNC, participando de vérias funcdes. Dentre suas fungdes,
destaca-se o seu papel no desenvolvimento do SNC, principalmente para
a proliferacdo dos neurbnios e neurogénese (GOWER-WINTER e
LEVENSON, 2012). Sugere-se que o zinco também seja importante
para a neurogénese nos adultos. Ratos alimentados com dieta deficiente
em zinco apresentaram uma redugdo em torno de 50% na proliferacdo
de precursores neuronais na zona subgranular e na camada de células
granulares do giro denteado, bem como um aumento na morte celular
por apoptose na zona subgranular no hipocampo (CORNIOLA et al.,
2008). Além disso, ratos adultos alimentados com dieta deficiente em
zinco tiveram um prejuizo no aprendizado, além de diminuicdo dos
niveis de zinco no hipocampo e cdrtex cerebral (TAKEDA et al., 2000).

Ressalta-se que, embora o0 zinco apresente essas fungdes
importantes para 0 SNC, o excesso desse nutriente pode ser tdxico,
estando envolvido em situagbes como traumas, isquemias e acidente
vascular encefalico (SUH et al., 2000; LEE et al., 2002; GOWER-
WINTER e LEVENSON, 2012). Em situagBes patolégicas, niveis
neurotoxicos de zinco livre (vindos da liberagdo das vesiculas sinpticas
ou de outros pools intracelulares que contem zinco) podem se acumular
nos neurbnios (GOWER-WINTER e LEVENSON, 2012). Além de
estar envolvido em algumas patologias, 0 zinco em excesso também
pode ocasionar morte neuronal e glial, tanto in vivo, quanto in vitro
(CHOI, YOKOYAMA e KOH, 1988; CHOI e KOH, 1998; KIM et al.,
1999). Doses de zinco acima de 100 pM induzem a disfuncdo
mitocondrial e aumentam a producao de espécies reativas de oxigénio, o
que podem ser, pelo menos em parte, 0s responsaveis pela
neurotoxicidade induzida pelo zinco. Em doengas neurodegenerativas,
como a doenca de Alzheimer, o zinco tem efeitos duais, sendo que tanto
a falta quanto o excesso podem piorar essa doenga (CORONA et al.,
2011; YUAN et al., 2014). Camundongos suplementados com alta dose
de zinco (60 ppm) por 3 meses tiveram uma deficiéncia no zinco
hipocampal e prejuizo na meméria com inibicdo da sinalizacdo do
BDNF (YANG et al., 2013). Em epilepsia, 0 zinco também apresenta
um papel dual, podendo ser pré ou anticonvulsivante, de acordo com a
dose. O zinco pode amenizar a epilepsia em doses baixas ou piorar as
crises em doses altas (FORESTI et al., 2008; BARAKA, HASSAB EL
NABI e EL GHOTNI, 2012; GOWER-WINTER e LEVENSON, 2012).

Dessa forma, como esquematizado na Figura 14, o zinco livre
intracelular deve estar em uma concentracdo Otima para o bom
funcionamento e viabilidade celular. Se as concentracdes intracelulares
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de zinco estdo baixas, o zinco ndo fica disponivel para cumprir suas
funcdes celulares, além de prejudicar a sinalizacdo e divisao celular. Por
outro lado, pode ocorrer toxicidade quando se tem excesso de zinco
intracelular (em concentragdes acima de 400-600 nM em neur6nios)
(COLVIN et al., 2003).

Figura 14. Relacdo entre as concentragdes de zinco livre e a
viabilidade e funcéo celular
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Legenda: llustracdo demonstrando que as concentragfes de zinco
intracelular precisam estar em valores 6timos para que 0 zinco exerca
seu papel na funcéo e viabilidade celular e tanto a deficiéncia quanto o
excesso podem ocasionar prejuizo nessas fungBes. Para a esquerda do
grafico, é demonstrado um estado de deficiéncia de zinco. Para o lado
direito do grafico, & demonstrado um estado de excesso de zinco, que ja
comeca a ser toxico para o neurbnio acima de 400-600 nM. Fonte:
adaptado de Colvin et al. (2003).

1.3.3  Zinco e depressao

De todas as doencas envolvendo o SNC, aquela que tem mais
estudos com o zinco é a depressao. Na literatura encontramos, inclusive,
diversos estudos de revisdo que abordam o papel do zinco no tratamento
da depressdo (NOWAK e SZEWCZYK, 2002; NOWAK, SZEWCZYK
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e PILC, 2005; SZEWCZYK et al., 2008; COPE e LEVENSON, 2010;
SZEWCZYK, KUBERA e NOWAK, 2010; LAI et al., 2012; SIWEK et
al., 2013; SWARDFAGER et al., 2013; MLYNIEC et al., 2015b;
NOWAK, 2015).

O primeiro estudo que sugeriu uma correlagdo entre zinco e
depressao foi em 1985, que demonstrou que os pacientes com depressao
tinham um aumento da relagdo cobre:zinco (VAN KEMPEN,
GOEKOOP e DE WOLFF, 1985). Em 1989 foi demonstrada uma maior
prevaléncia da deficiéncia de zinco em pacientes com depressao
(LITTLE et al., 1989). Desde entdo, diversos estudos clinicos também
sugeriram essa correlacdo entre diminuicdo de zinco sérico/plasmatico
ou deficiéncia de zinco dietético e depressio (MCLOUGHLIN e
HODGE, 1990; MAES et al., 1994; MAES et al., 1997; MAES et al.,
1999; PEPERSACK et al., 2001; STANLEY e WAKWE, 2002;
MOUSAVI, HABIBBOLLAHI e MAHMOUDIAN, 2006; WOJCIK et
al., 2006; SALIMI et al., 2008; AMANI et al., 2010; IRMISCH,
SCHLAEFKE e RICHTER, 2010; MASEREJIAN, HALL e
MCKINLAY, 2012; HASSAN et al., 2014; VASHUM et al., 2014;
ROOMRUANGWONG et al., 2016). Além disso, pacientes que
respondem ao tratamento com antidepressivos também possuem niveis
séricos de zinco maiores do que pacientes resistentes ao tratamento
(SIWEK et al., 2010). Por outro lado, existem trés estudos clinicos que
ndo demonstraram essa correlacdo entre diminuigdo de zinco e
depressdo (NARANG et al., 1991; LEHTO et al., 2013; EDALATI-
FARD et al., 2016). Entretanto, vale destacar que o estudo de Narang e
colaboradores (1991) demonstraram que pacientes que responderam ao
tratamento da depressdo tinham niveis séricos de zinco maiores do que
0s pacientes que ainda tinham depressdo. Digno de nota, em uma meta-
analise avaliando 17 estudos (1643 pacientes depressivos e 804
controles), foi comprovada a associacdo entre depressdo e baixas
concentrac@es de zinco no sangue (sérico/plasmatico) (SWARDFAGER
et al., 2013). Um recente estudo também demonstrou que pacientes com
transtorno bipolar na fase depressiva também possuem niveis menores
de zinco quando comparados com pacientes com transtorno bipolar na
fase maniaca ou na remissao ou com pacientes saudaveis (SIWEK et al.,
2016).

Estudos clinicos também evidenciam que a suplementacdo com
zinco pode diminuir os sintomas depressivos (NOWAK et al., 2003a;
SIWEK et al., 2010; RANJBAR et al., 2013; RANJBAR et al., 2014). O
primeiro estudo com suplementacdo de zinco em pacientes com
depressdo demonstrou que a coadministracdo de antidepressivo com 25
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mg/dia de zinco por 6 ou 12 semanas reduziu mais os sintomas
depressivos do que comparado com os individuos que receberam
somente antidepressivo (NOWAK et al., 2003a). Posteriormente, em
outros dois estudos semelhantes, também foi demonstrado que essa
mesma dose de zinco (25 mg/dia) por 12 semanas também melhorou
mais 0s sintomas depressivos comparado aos pacientes que SO
receberam antidepressivo (citalopram ou fluoxetina) (RANJBAR et al.,
2013; RANJBAR et al., 2014). Em outro estudo com suplementagéo de
zinco (25 mg/dia, por 12 semanas) foi demonstrado que o zinco
melhorou os sintomas depressivos em pacientes que eram resistentes ao
tratamento com imipramina, mas ndo exerceu efeito em pacientes que
respondiam ao tratamento com antidepressivo (SIWEK et al., 2009).

Existem também dois estudos que demonstraram o beneficio da
suplementacdo de zinco no humor de individuos que ndo tinham
depressdo diagnosticada (SAWADA e YOKOI, 2010; SOLATI et al.,
2015). Em mulheres jovens foi demonstrado que a suplementa¢do com
zinco (7 mg/dia por 10 semanas) diminuiu o0s sintomas de raiva,
hostilidade e depressdo (SAWADA e YOKOI, 2010). Ja em pacientes
com sobrepeso ou obesidade, a suplementagdo com zinco (30 mg/dia
por 12 semanas) também diminuiu os sintomas depressivos nos
individuos (SOLATI et al., 2015).

Em relagcdo aos possiveis mecanismos de acdo do zinco em
humanos, ainda existem poucos estudos. Em pacientes com sobrepeso
ou obesidade (mas sem diagndstico de depressdo) a suplementacéo de
zinco (30 mg/dia de zinco por 12 semanas) aumentou 0s niveis séricos
de zinco e de BDNF. Além disso, foi observada uma correlagéo inversa
entre os niveis de BDNF e a severidade dos sintomas depressivos
(SOLATI et al., 2015). Entretanto, em outro estudo, a suplementacéo
com zinco (25 mg/dia por 12 semanas) em pacientes depressivos nao
influenciou nos niveis de BDNF, interleucina-6 e fator de necrose
tumoral-a. (RANJBAR et al., 2014).

Digno de nota, no hipocampo de vitimas de suicidio foi
demonstrada uma diminuicdo na poténcia do zinco e do magnésico em
inibir a ligacdo do MK-801 no receptor NMDA. Além disso, 0 mesmo
estudo demonstrou que essas alteragfes foram associadas com aumento
dos niveis do GIUN2A e diminuicdo do GIUN2B e PSD-95, sugerindo
que vitimas de suicidio possuem alteragcdes nos niveis de zinco e nos
receptores NMDA (podendo levar a uma hiperatividade desse receptor)
(SOWA-KUCMA et al., 2013). A Tabela 3 é composta pelos principais
estudos clinicos relacionando zinco e depressdo. Mais detalhes sobre os
estudos estdo presentes no Apéndice A.
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Tabela 3. Estudos clinicos relacionando zinco e depressao

Estudos clinicos

Principais achados

Referéncias

- Pacientes com depressao tem
aumento da relagéo cobre:zinco.

(VAN KEMPEN, GOEKOOP e DE
WOLFF, 1985)

- Pacientes com depressao tem
menores niveis de zinco
sérico/plasmatico.

(LITTLE et al., 1989;
MCLOUGHLIN e HODGE, 1990;
MAES et al., 1994; MAES et al.,
1999; STANLEY e WAKWE, 2002;
MOUSAVI, HABIBBOLLAHI e
MAHMOUDIAN, 2006; SALIMI et
al., 2008; AMANI et al., 2010;
SIWEK et al., 2010;
ROOMRUANGWONG et al., 2016)

- Quanto mais sintoma de
depressdo pos-parto, menores
0s niveis de zinco sérico.

(WOJCIK et al., 2006;
ROOMRUANGWONG et al., 2016)

- Pacientes com transtorno
bipolar na fase depressiva tem
menores niveis de zinco sérico

quando comparado com
pacientes na fase maniaca, na
remissao ou com pacientes
saudaveis.

(SIWEK et al., 2016)

- Pacientes deficientes em zinco
(zinco plasmatico) tem mais
sintomas de depressao.

(PEPERSACK et al., 2001)

- Pacientes tratados da
depressdo tém niveis séricos de
zinco maior que individuos com

depressdo ndo tratados.

(NARANG et al., 1991)

- Zinco sérico é menor em
individuos resistentes ao
tratamento.

(MAES et al., 1997; MAES et al.,
1999)

- Correlacgdo inversa entre zinco
sérico e severidade/sintomas da
depresséo.

(MAES et al., 1997; PEPERSACK et
al., 2001; AMANI et al., 2010;
IRMISCH, SCHLAEFKE e
RICHTER, 2010; HASSAN et al.,
2014)
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- Pacientes tratados com
antidepressivos tém niveis
séricos de zinco maiores do que
pacientes resistentes ao
tratamento.

(SIWEK et al., 2010)

- Sem diferenca entre 0s niveis
de zinco sérico entre pacientes
depressivos e controles.

(NARANG et al., 1991)

- Sem diferenca entre 0s niveis
séricos de zinco e sintomas de
depressao pos-parto.

(EDALATI-FARD et al., 2016)

- Mulheres (mas ndo homens)
que tem ingestdo menor de
zinco (dietético ou
suplementado), possuem maior
probabilidade de apresentar
sintomas depressivos.

(MASEREJIAN, HALL e
MCKINLAY, 2012)

- Ingestdo dietética de zinco ndo
influencia na prevencéo da
depressao.

(LEHTO et al., 2013)

- Associagdo inversa entre
ingestdo de zinco dietético e
risco de depressao.

(AMANI et al., 2010; VASHUM et
al., 2014)

- No hipocampo de vitimas de
suicidio hd uma diminuicéo na
poténcia do zinco e magnésico
em inibir a ligagdo do MK-801
no receptor NMDA. Essas
alteracGes sdo associadas com
um aumento dos niveis do
GIuN2A e diminuicdo do
GIuN2B e PSD-95.

(SOWA-KUCMA et al., 2013)

- Suplementacéo com zinco
reduz sintomas depressivos em
pacientes com depresséo.

(NOWAK et al., 2003a; SIWEK et
al., 2009; RANJBAR et al., 2013;
RANJBAR et al., 2014)

- Suplementacéo com zinco
reduz sintomas depressivos em
pacientes sem depressao.

(SAWADA e YOKOI, 2010;
SOLATI etal., 2015)
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- Suplementacdo com zinco em
pacientes sem depressdo
aumenta os niveis séricos de
zinco e de BDNF.

(SOLATI et al., 2015)

- Suplementacdo com zinco em
pacientes depressivos ndo
influencia nos niveis de BDNF, (RANJBAR et al., 2014)
interleucina-6 e fator de necrose
tumoral-a.

Abreviaturas: BDNF, fator neurotrofico derivado do encéfalo; NMDA,
N-metil-D-aspartato. Fonte: préprio autor.

Estudos pré-clinicos também demonstram que a administracéo de
zinco induz um comportamento tipo-antidepressivo. Esses estudos
foram realizados tanto em camundongos quanto em ratos e a
administragdo de zinco foi realizada de forma aguda ou repetida
(variando até 7 dias para camundongos e 30 dias para ratos)
(KROCZKA et al., 2000; KROCZKA et al., 2001; SZEWCZYK et al.,
2002; NOWAK et al., 2003b; ROSA et al., 2003; CUNHA et al., 2008;
FRANCO et al., 2008; LOBATO et al., 2008; POLESZAK et al., 2008;
SZEWCZYK et al., 2009; JOSHI et al., 2012; SAMARDZIC et al.,
2013; SZEWCZYK et al., 2015). Alguns estudos também demonstraram
que o zinco em dose subativa tem efeito sinérgico com doses subativas
de antidepressivos classicos (KROCZKA et al., 2001; SZEWCZYK et
al., 2002; CIESLIK et al., 2007; CUNHA et al., 2008; SZEWCZYK et
al., 2009; JOSHI et al., 2012; WROBEL et al., 2015; DING et al.,
2016). Além disso, o zinco também impede o comportamento tipo-
depressivo induzido por alguns protocolos como o da bulbectomia
olfatoria, administracdo de malation ou dexametasona, estresse crénico
imprevisivel ou estresse de contencdo. Nesses estudos, a administracéo
de zinco variou de 1 dia (com 3 doses) até 21 dias para camundongos e
de 3 até 35 dias para ratos (NOWAK et al., 2003b; BROCARDO et al.,
2007; CIESLIK et al., 2007; SOWA-KUCMA et al., 2008; WROBEL et
al., 2015; DING et al., 2016).

Por outro lado, animais alimentados com dieta deficientes em
zinco (por um periodo de 2 a 6 semanas para ratos ou 2 a 10 semanas
para camundongos) tem um comportamento tipo-depressivo
(TASSABEHJI et al., 2008; WHITTLE, LUBEC e SINGEWALD,
2009; WATANABE et al., 2010; MLYNIEC e NOWAK, 2012;
MLYNIEC et al., 2013a; MLYNIEC et al., 2013b; DOBOSZEWSKA et
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al., 2014; DOBOSZEWSKA et al., 2015). Além disso, existem estudos
demonstrando que uma dieta deficiente em zinco impede o efeito de
antidepressivos em ratos (TASSABEHJI et al., 2008) e camundongos
(MLYNIEC e NOWAK, 2012; MLYNIEC et al., 2013a). J4 o
tratamento com antidepressivo desipramina impediu o comportamento
tipo-depressivo induzido por uma dieta deficiente em zinco em
camundongos (WHITTLE, LUBEC e SINGEWALD, 2009). Ratos
alimentados com uma dieta deficiente em zinco também tem uma
diminuigdo nos niveis de glutamato, GABA e glutamina no hipocampo
(TAMANO et al., 2009) e um aumento de glutamato extracelular
hipocampal (apds estimulagdo com cloreto de potassio) (WATANABE
et al., 2010). Outro achado em roedores alimentados com uma dieta
deficiente em zinco € o aumento nos niveis séricos de corticosterona
(WATANABE et al.,, 2010; MLYNIEC et al.,, 2015a). Uma dieta
deficiente em zinco também diminui os niveis de BDNF no hipocampo
(DOBOSZEWSKA et al, 2014; MLYNIEC et al, 2014;
DOBOSZEWSKA et al., 2015) e no cortex pré-frontal (MLYNIEC et
al., 2013b), bem como a fosforilagdo de CREB no hipocampo
(DOBOSZEWSKA et al, 2014; MLYNIEC et al, 2014
DOBOSZEWSKA et al., 2015). Além disso, a expressédo do receptor do
BDNF TrkB também estd diminuida no hipocampo de roedores
alimentados com dieta deficiente em zinco (MLYNIEC et al., 2014).
Por outro lado, ocorre um aumento em algumas subunidades do receptor
NMDA (GIuN1, GIuN2A e/ou GIuN2B) no hipocampo de roedores
submetidos a uma dieta deficiente em zinco (DOBOSZEWSKA et al.,
2014; DOBOSZEWSKA et al., 2015).

Além desses estudos com dieta deficiente em zinco demonstrando
que a quantidade ingerida desse mineral pode alterar a expressdo do
BDNF, do seu receptor TrkB ou diminuir a fosforilagdo do fator de
transcricdo CREB, outros estudos em roedores também demonstram o
envolvimento do BDNF no efeito tipo-antidepressivo do zinco
(NOWAK et al., 2004; FRANCO et al., 2008; CIESLIK et al., 2011;
SZEWCZYK et al., 2015). A administragdo de zinco (variando de 14
até 35 dias) demonstrou ser capaz em aumentar 0 RNAm do BDNF no
cortex (NOWAK et al., 2004; SOWA-KUCMA et al., 2008) e/ou no
hipocampo de roedores (SOWA-KUCMA et al., 2008; CIESLIK et al.,
2011). Além disso, a administracdo de zinco por 30 dias também
aumentou o imunocontetdo do BDNF e a fosforilacdo da ERK1/2 no
cortex cerebral (FRANCO et al., 2008). Ainda, o tratamento com zinco
durante 7 ou 14 dias também aumentou os niveis de proteina do BDNF
no hipocampo (SOWA-KUCMA et al., 2008). Agudamente, um estudo
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recente demonstrou que o zinco aumentou o imunocontetdo do BDNF
em fracdo enriquecida de sinaptossomo no cértex pré-frontal quando
administrado 3 ou 24 horas antes da dosagem desta neurotrofina
(SZEWCZYK et al., 2015).

Estudos em roedores também sugerem que o efeito tipo-
antidepressivo do zinco pode envolver, pelo menos em parte, alguns
neurotransmissores. Ja foi demonstrado, por exemplo, que o tratamento
com zinco por 14 dias aumentou a densidade de receptores de serotonina
5-HT;a no hipocampo e 5-HT,a no coértex pré-frontal (CICHY et al.,
2009). Por outro lado, o uso de inibidor da sintese de serotonina, bem
como de antagonista do receptor 5-HT,a,c € 5-HT14 impediram o efeito
tipo-antidepressivo do zinco (SZEWCZYK et al., 2009). O sistema
glutamatérgico também parece estar envolvido nos efeitos
comportamentais exercidos pelo zinco, como demonstrado através de
estudos pré-clinicos que, apés a utilizagdo de antagonistas de receptores
NMDA, o efeito tipo-antidepressivo do zinco foi blogqueado (ROSA et
al., 2003; POLESZAK et al., 2008). Além disso, zinco administrado por
14 dias também diminuiu a afinidade da glicina nos receptores NMDA
no cortex frontal (CICHY et al., 2009). Apds a utilizacdo de farmacos
que influenciam na neurotransmissdo adenosinérgica, Lobato e
colaboradores (2008) demonstraram que o efeito tipo-antidepressivo do
zinco também é dependente da ativagdo, direta ou indireta, dos
receptores de adenosina do tipo A; e Aya. De forma similar, o uso de
farmacos que estimulam a via da L-arginina — éxido nitrico também
impediram os efeitos comportamentais do zinco (ROSA et al., 2003). O
zinco também foi eficaz em impedir as alteracdes bioquimicas induzidas
pelo malation (aumento de peroxidacdo lipidica no cortex cerebral e
diminuicdo de enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase e
glutationa redutase no cortex cerebral e hipocampo, respectivamente)
(BROCARDO et al., 2007). O zinco, mesmo administrado agudamente,
também parece influenciar na via de sinalizacdo da mTOR. Zinco
administrado 30 minutos e 3 horas antes da decapitacdo aumentou a
fosforilacdo da mTOR no cértex pré-frontal (em fracdo enriquecida com
sinaptossomo). Quando administrado 3 horas antes, 0 zinco aumentou a
expressdo da GIuAl e da sinapsina 1. O aumento da GIuAl também foi
demonstrado quando o zinco foi administrado 24 horas antes da
decapitacdo. Além disso, inibidores de vias de sinalizacdo envolvidas na
ativacdo da mTOR impediram o efeito tipo-antidepressivo do zinco
(SZEWCZYK et al., 2015).

Digno de nota, a administracdo por duas semanas com
escitalopram, reboxetina e bupropiona, mas ndo imipramina, aumentou a
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expressdo do receptor de zinco GPR39 no cortex pré-frontal de
camundongos (MLYNIEC et al., 2013b). Por outro lado, em animais
knockout para GPR39, o efeito antidepressivo exercido pela imipramina,
reboxetina e escitalopram foi impedido, sugerindo que o receptor do
zinco é importante para a a¢do de antidepressivos monoaminérgicos.
Entretanto, os efeitos comportamentais do MK-801 (antagonista de
receptores NMDA) e da cetamina no TNF continuaram idénticos,
independente se o animal tinha ou ndo GPR39 (MLYNIEC, GAWEL e
NOWAK, 2015). Além disso, animais knockout para GPR39 também
tinham um comportamento tipo-depressivo (MLYNIEC et al., 2015a;
MLYNIEC et al., 2016), e niveis menores do imunocontetido de CREB
e BDNF no hipocampo, mas sem alteracdo no cértex frontal
(MLYNIEC et al., 2015a). Corroborando esses achados, outro estudo
reforcou a ideia de que o receptor de zinco GPR39 é importante para a
resposta de antidepressivos monoaminérgicos, j4 que a administracao
aguda de antidepressivos em animais deficientes em zinco diminuiu a
expressdo do GPR39, CREB, BDNF e TrkB no cértex pré-frontal. Por
outro lado, a administragdo cronica com os antidepressivos aumentou a
expressdo dessas proteinas e receptores (MLYNIEC e NOWAK, 2015).
Vale destacar que uma dieta deficiente em zinco foi capaz de diminuir a
expressdo do GPR39 no cdrtex pré-frontal (MLYNIEC et al., 2013b;
MLYNIEC et al., 2014) e no hipocampo de camundongos (MLYNIEC
etal., 2014).

E interessante ressaltar que, de acordo com os dados de um
recente estudo, os camundongos submetidos a protocolo de estresse de
contencdo cronico (por 3 semanas), apresentaram uma menor expressao
hipocampal do RNAm do GPR39, BDNF e CREB e uma maior
expressdo hipocampal de receptor NMDA. Essas alterages ndo
ocorreram quando os camundongos foram tratados com zinco ou
imipramina (nas doses que diminuem o tempo de imobilidade no TSC)
por 3 semanas (apds o término do protocolo de estresse). Resultado
similar foi encontrado quando os animais receberam a associacdo de
zinco e imipramina (em doses subativas no TSC) (DING et al., 2016).

Desta forma podemos concluir que o zinco parece atuar através
de diversas maneiras no encafalo e ndo apenas através de um
mecanismo Unico. A Tabela 4 relaciona os principais estudos pré-
clinicos relacionando zinco e depressdo. Mais detalhes sobre os estudos
estdo presentes no Apéndice B.
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Tabela 4. Estudos pré-clinicos relacionando zinco e depresséo

Estudos clinicos

Principais efeitos

Referéncias

- Zinco induz um comportamento
tipo-antidepressivo em roedores.

(KROCZKA et al., 2000;
KROCZKA et al., 2001;
SZEWCZYK et al., 2002;

NOWAK et al., 2003b; ROSA et
al., 2003; CUNHA et al., 2008;

FRANCO et al., 2008;
LOBATO et al., 2008;
POLESZAK et al., 2008;
SZEWCZYK et al., 2009;
JOSHI et al., 2012;
SAMARDZIC et al., 2013;
SZEWCZYK et al., 2015).

- Zinco impede o comportamento
tipo-depressivo induzido por alguns
protocolos (bulbectomia olfatoria,
administragdo de malation ou
dexametasona, estresse cronico
imprevisivel ou estresse de
contengdo).

(NOWAK et al., 2003b;
BROCARDO et al., 2007,
CIESLIK et al., 2007; SOWA.-

KUCMA et al., 2008; WROBEL
etal., 2015; DING et al., 2016).

- Roedores alimentados com dieta
deficiente em zinco tem um
comportamento tipo-depressivo.

(TASSABEHJI et al., 2008;
WHITTLE, LUBEC e
SINGEWALD, 2009;

WATANABE et al., 2010;
MLYNIEC e NOWAK, 2012;
MLYNIEC et al., 2013a;
MLYNIEC et al., 2013b;
DOBOSZEWSKA et al., 2014;
DOBOSZEWSKA et al., 2015)

- Zinco em dose subativa tem efeito
sinérgico quando administrado com
doses subativas de antidepressivos.

(KROCZKA et al., 2001;
SZEWCZYK et al., 2002;
CIESLIK et al., 2007; CUNHA
et al., 2008; SZEWCZYK et al.,
2009; JOSHI et al., 2012;
WROBEL et al., 2015; DING et
al., 2016).
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- O sistema serotoninérgico esta
envolvido no efeito tipo-
antidepressivo do zinco.

(CICHY et al., 2009;
SZEWCZYK et al., 2009)

- O sistema glutamatérgico,
receptores NMDA e/ou a via L-
arginina 6xido nitrico estdo
envolvidos no efeito tipo-
antidepressivo do zinco.

(ROSA et al., 2003;
POLESZAK et al., 2008;
CICHY et al., 2009; TAMANO
etal., 2009; WATANABE et al.,
2010; DOBOSZEWSKA et al.,
2014)

- Os receptores de adenosina Al e
A2A estdo envolvidos no efeito tipo-
antidepressivo do zinco.

(LOBATO et al., 2008)

- O aumento do BDNF esta
envolvido no efeito tipo-
antidepressivo do zinco.

(NOWAK et al., 2004;
FRANCO et al., 2008; SOWA-
KUCMA et al., 2008; CIESLIK
etal., 2011; MLYNIEC et al.,
2013b; DOBOSZEWSKA et al.,
2014; MLYNIEC et al., 2014;

SZEWCZYK et al., 2015).

- A modulacéo de enzimas
antioxidantes esta envolvida no
efeito tipo-antidepressivo do zinco.

(BROCARDO et al., 2007;
FRANCO et al., 2008)

- A via da mTOR esté envolvida no
efeito tipo-antidepressivo do zinco.

(SZEWCZYK et al., 2015)

- Antidepressivos aumentam a
expressao do receptor de zinco
GPR39 no cortex pré-frontal.

(MLYNIEC et al., 2013b)

- Dieta deficiente em zinco diminui
os niveis de BDNF e a fosforilacdo
de CREB no hipocampo.

(DOBOSZEWSKA et al., 2015)

- Dieta deficiente em zinco aumenta
as subunidades do receptor NMDA
GIluN1, GIuN2A, GIuN2B no
hipocampo.

(DOBOSZEWSKA et al., 2015)

- Dieta deficiente em zinco aumenta
0s niveis séricos de corticosterona e
diminui os niveis do receptor de
glicocorticoide no hipocampo e
cortex pré-frontal.

(MLYNIEC et al., 2015a)
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- Dieta deficiente em zinco diminui o
imunoconteldo do receptor do zinco | (MLYNIEC e NOWAK, 2015)
GPR39 no cértex frontal.

- Animais sem o receptor de zinco
GPR39 tem comportamento tipo-
depressivo.

(MLYNIEC et al., 2015a;
MLYNIEC et al., 2016)

- Animais sem o receptor de zinco
GPR39 tem niveis diminuidos de
CREB e BDNF no hipocampo, mas
ndo no cortex pré-frontal.

(MLYNIEC et al., 2015a)

- Animais sem o receptor de zinco
GPR39 nao respondem aos
antidepressivos monoaminérgicos.

(MLYNIEC, GAWEL e
NOWAK, 2015)

- Administragdo aguda de
antidepressivos em animais
alimentados com dieta deficiente em
zinco diminui o imunocontetdo do

GPR39, CREB, BDNF e TrkB, (MLYNIEC e NOWAK, 2015)
enquanto que a administracdo
crdnica com antidepressivos aumenta
a expressao dessas proteinas no
cortex frontal.

- Zinco em dose ativa ou em dose
subativa associada com dose
subativa de antidepressivo impedem
as alteracOes na expressdo de
GPR39, CREB ou BDNF induzidas
pelo estresse de contengao

(DING et al., 2016)

Abreviaturas: BDNF, fator neurotréfico derivado do encéfalo; CREB,
proteina de ligacdo ao elemento de resposta a0 AMPc; mTOR, proteina
alvo da rapamicina em mamiferos; NMDA, N-metil-D-aspartato; TrkB,
receptor tropomiosina cinase B. Fonte: préprio autor.

Vale ressaltar que em uma revisao sistematica sobre os efeitos do
zinco foi proposto que este metal possa ser uma estratégia interessante
para tratar a depressdo (tanto como coadjuvante quanto administrado
isoladamente) (LAl et al., 2012). Entretanto, ainda é necessario mais
estudos para esclarecer melhor o papel e a eficacia do zinco.

A Figura 15 apresenta um esquema dos principais efeitos do
zinco na depressdo, com um resumo do exposto até o momento.
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Figura 15. Principais efeitos do zinco na depresséo

Pacientes depressivos
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Legenda A associacdo do zinco com a depressao é suportada através de
estudos clinicos (em vermelho) e estudos pré-clinicos (em roxo). Além
disso, também existem estudos investigando os possiveis mecanismos
pelos quais o zinco atua para melhorar os sintomas depressivos (em azul
claro). Abreviaturas: BDNF, fator neurotrofico derivado do encéfalo;
CREB, proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMPc; mTOR,
proteina alvo da rapamicina em mamiferos; NMDA, N-metil-D-

aspartato. Fonte: préprio autor.
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2 JUSTIFICATIVA

A depressdo € um problema de salde publica grave, prevalente e
que leva a uma diminuicdo da qualidade de vida, aumento de
comorbidades e risco de suicidio, além de altos custos para a sociedade
(NEMEROFF, 2007; LEPINE e BRILEY, 2011; THAIPISUTTIKUL et
al., 2014). Apesar de os farmacos utilizados para tratar a depressdo
serem seguros, o tratamento ainda ndo é o ideal, possuindo limitagGes,
tais como os efeitos colaterais decorrentes do uso dos antidepressivos
(SERRETTI e MANDELLI, 2010; BET et al., 2013), um grande
nimero de respostas parciais ou auséncia de respostas (RUHE et al.,
2011), além de um atraso na remissdo dos sintomas, o que dificulta a
adesdo do paciente ao tratamento (NEMEROFF e OWENS, 2002;
UHER et al., 2011).

Levando em consideracao todo o impacto (social e pessoal) desse
transtorno de humor, esforcos tém sido feitos na investigacdo dos
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos no desenvolvimento da
depressdo, bem como de compostos que possam melhorar o tratamento
da depressdo. Embora esse transtorno seja multifatorial, hoje ja é claro o
papel de eventos estressantes no desenvolvimento da depresséo,
contribuindo para a hiperativacdo do eixo HPA e consequente liberagao
exacerbada de glicocorticoides, ocasionando varios danos no encéfalo,
especialmente no hipocampo (NESTLER et al., 2002; DURIC e
DUMAN, 2013; FRODL e O'KEANE, 2013). Além disso, outros fatores
como alteracdo das neurotrofinas (GROVES, 2007), excesso de
glutamato (SANACORA et al., 2008, ZARATE et al., 2010;
HILLHOUSE e PORTER, 2015) e alteracGes em vias de sinalizacdo
intracelular (POPOLI et al., 2000; DUMAN e VOLETI, 2012) também
estdo envolvidos na fisiopatologia da depressdo. Entretanto, muitos
mecanismos ainda precisam ser mais esclarecidos e detalhados.

No ambito do tratamento, varios estudos ja investigam praticas
terapéuticas alternativas ou estratégias farmacologicas que poderiam
melhorar os resultados clinicos da depressdo (MANOSSO, MORETTI e
RODRIGUES, 2013; CUNHA et al., 2015; LANG et al., 2015;
MORETTI et al.,, 2015). Uma terapéutica de associacdo com 0s
antidepressivos convencionais envolve a utilizacdo de nutracéuticos,
dentre eles, 0 zinco. Levando em consideracdo que estudos pré-clinicos
(KROCZKA et al., 2001; CUNHA et al., 2008; JOSHI et al., 2012) e
clinicos (MAES et al., 1994; SIWEK et al., 2010; RANJBAR et al.,
2014) sugerem o envolvimento do zinco na depressdo, torna-se relevante
a investigacdo dos possiveis mecanismos intracelulares envolvidos na
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acao terapéutica do zinco. Dessa forma, o estudo visa contribuir na
investigacdo do zinco como um possivel agente para o tratamento da
depressdo, além de elucidar melhor os mecanismos fisiopatologicos
envolvidos nesse transtorno de humor e na a¢ao do zinco.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Investigar possiveis mecanismos de agdo envolvidos no efeito
tipo-antidepressivo do zinco em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a participacdo de vias de sinalizacdo intracelular
envolvidas na sinalizacdo do BDNF (PKA, PKC, CAMKII, ERK, PI3K
e GSK-3pB) no efeito tipo-antidepressivo do zinco em camundongos
submetidos ao TSC.

Verificar se a administragdo aguda de zinco é capaz de alterar o
imunoconteido de BDNF no hipocampo e cortex pré-frontal de
camundongos.

Investigar o envolvimento dos receptores TrkB no efeito tipo-
antidepressivo do zinco em camundongos submetidos ao TSC.

Analisar a participacdo da HO-1 no efeito tipo-antidepressivo do
zinco em camundongos submetidos ao TSC.

Verificar se a administracdo aguda de zinco é capaz de alterar o
imunocontelido da HO-1 no hipocampo e cortex pré-frontal de
camundongos.

Investigar os efeitos comportamentais do zinco no modelo de
depressdo induzida pelo estresse crénico imprevisivel no TSC e TCA.

Determinar a acdo do estresse cronico imprevisivel e do
tratamento com zinco no imunocontelido de proteinas envolvidas na
neurotransmissdo  glutamatérgica (GLT-1, EAAC1l, GFAP e
indiretamente a Akt) no hipocampo de camundongos.

Analisar a acdo do estresse cronico imprevisivel e do tratamento
com zinco na viabilidade celular de fatiais hipocampais expostas ao
glutamato.
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4 RESULTADOS

Os resultados dessa tese estdo apresentados em trés capitulos.
Cada capitulo é composto de uma rapida introducdo sobre o tema
abordado no capitulo, seguido das metodologias utilizadas, os resultados
e as discussdes pertinentes a cada capitulo. Além disso, cada capitulo
possui conclusdes parciais dos resultados obtidos. As referéncias de
todos os capitulos encontram-se no final da tese. Os capitulos sdo as
traducbes de trés artigos publicados ou submetidos em revistas
internacionais:

Capitulo | — Avaliacéo da via de sinalizacdo do BDNF no efeito tipo-
antidepressivo do zinco
“Antidepressant-like effect of zinc is dependent on signaling pathways
implicated in BDNF modulation”. Luana M. Manosso, Morgana
Moretti, Camille M. Ribeiro, Filipe M. Gongalves, Rodrigo B. Leal, Ana
Lacia S. Rodrigues. Progress in Neuro-Psychopharmacology &
Biological Psychiatry, v. 59, p. 59-67, 2015.

Manuscrito completo referente aos dois primeiros objetivos
especificos da tese, publicado no periédico Progress in Neuro-
Psychopharmacology & Biological Psychiatry.

Capitulo Il - Avaliagdo do papel da HO-1 no efeito tipo-
antidepressivo do zinco

“Evidence for the involvement of heme oxygenase 1 in the
antidepressant-like effect of zinc”. Luana M. Manosso, Morgana
Moretti, Julia M. Rosa, Mauricio P. Cunha, Ana LUcia S. Rodrigues.

Manuscrito completo referente ao terceiro, quarto e quinto
objetivos especificos da tese, submetido para publicacdo no periédico
European Journal of Pharmacology.

Capitulo 11l — Avaliacdo da neurotransmissdo glutamatérgica no
efeito tipo-antidepressivo do zinco no modelo de estresse cronico
imprevisivel

“Involvement of glutamatergic neurotransmission in the
antidepressant-like effect of zinc in the chronic unpredictable stress
model of depression”. Luana M. Manosso, Morgana Moretti, André
Colla, Camille M. Ribeiro, Tharine Dal-Cim, Carla I. Tasca, Ana LUcia
S. Rodrigues. Journal of Neural Transmission, v. 123, n. 3, p.339-352,
2016.
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Manuscrito completo referente aos trés altimos objetivos
especificos da tese, publicado no periddico Journal of Neural
Transmission.
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CAPITULO | - AVALIACAO DA VIA DE SINALIZACAO DO
BDNF NO EFEITO TIPO-ANTIDEPRESSIVO DO ZINCO

Estudos sugerem que o zinco ativa o receptor metabotropico
GPR39 (YASUDA et al.,, 2007; BESSER et al., 2009), que é um
receptor acoplado a proteina G e que € amplamente expresso no SNC
(HOWARD et al., 2001). E interessante ressaltar que camundongos
alimentados com uma dieta deficiente em zinco por 6 semanas tiveram
uma redugdo na expressao das proteinas GPR39 e BDNF no cortex pré-
frontal, além de um comportamento tipo-depressivo (MLYNIEC et al.,
2013b). Outro estudo demonstrou que uma dieta deficiente de zinco por
6 semanas propiciou uma diminui¢do na expressdo do CREB e BDNF
no hipocampo de camundongos (MLYNIEC et al., 2014). Por outro
lado, o tratamento crénico com zinco induziu a um aumento nos niveis
de RNAm cortical de BDNF (NOWAK et al., 2004).

O BDNF é uma neurotrofina downstream a vérias vias de
sinalizacdo celular que sdo implicadas na etiologia da depresséo e na
acdo dos antidepressivos (DUMAN e MONTEGGIA, 2006; CASTREN
e RANTAMAKI, 2010). De acordo com uma meta-analise, os pacientes
depressivos tem uma diminui¢do nos niveis séricos e plasmaticos de
BDNF (BOCCHIO-CHIAVETTO et al.,, 2010). Por outro lado, a
administracdo periférica de BDNF produziu um comportamento tipo-
antidepressivo em animais (SCHMIDT e DUMAN, 2010) e o
tratamento crénico com antidepressivos aumentou 0s niveis séricos e
plasméaticos de BDNF em pacientes depressivos (BRUNONI, LOPES e
FREGNI, 2008).

Vale destacar que varias vias de sinalizacdo intracelular podem
influenciar, direta ou indiretamente, na ativacdo do fator de transcri¢do
CREB, que por sua vez, aumentara a expressdo do BDNF. Dentre as
proteinas que participam dessa sinalizacdo, destacam-se a PKA, PKC,
CAMKII, ERK, PI3K e GSK-3 (HASHIMOTO, SHIMIZU e IYO,
2004; MALBERG e BLENDY, 2005). Sendo assim, 0 objetivo desse
capitulo foi investigar se inibidores seletivos dessas proteinas de
sinalizacdo (upstream ao BDNF) podem influenciar no efeito tipo-
antidepressivo exercido pelo zinco. Além disso, investigou-se se a
administracdo aguda do zinco é capaz de aumentar os niveis de BDNF.
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1 MATERIAIS E METODOS

1.1 ANIMAIS

Camundongos Swiss fémeas (45-55 dias, pesando 30-45 g) foram
mantidas em condicdo padrdo de biotério (20-22°C), com livre acesso a
agua e comida, em ciclo claro/escuro de 12:12 horas (luz acesa as
7:00h). Os animais foram alocados em grupos de 15 em uma caixa com
41x34x16 cm. Os testes comportamentais foram conduzidos entre 9:00h
e 16:00h. Os animais foram aclimatizados na sala de experimentacéo
pelo menos 12 horas antes dos testes comportamentais. Os experimentos
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo n° PP00795 — Anexo
A). Todos os esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento dos
animais e para reduzir o nimero de animais utilizados nos experimentos.

1.2 COMPOSTOS E TRATAMENTOS

Os seguintes compostos foram utilizados: cloreto de zinco
(ZnCly) (1 ou 10 mg/kg), H-89 (1 ug/sitio, inibidor da PKA), KN-62 (1
pg/sitio, inibidor da CAMKII), queleritrina (1 pg/sitio, inibidor da
PKC), PD98059 (5 ugfsitio, inibidor da MEK 1/2), U0126 (5 ug/sitio,
inibidor da MEK1/2), LY 294002 (10 nmol/sitio, inibidor da PI3K), AR-
A014418 (0,001 pg/sitio, inibidor seletivo da GSK-3p). Todos os
agentes farmacoldgicos foram obtidas da Sigma Chemical Co., St.
Louis, USA. ZnCl; foi diluido em agua e administrado via oral (p.0.). H-
89, KN-62, queleritrina, PD98059, U0126, LY294002, AR-A014418
foram dissolvidos em salina (0,9% NaCl) em uma concentracéo final de
1% de dimetil sulfoxido (DMSO) e administrado por via
intracebroventricular (i.c.v.). Os compostos foram preparados logo antes
do tratamento e administrado em um volume de 10 ml/kg (via p.0.) ou 5
ul/sitio (via i.c.v.). Os animais controles receberam veiculo apropriado.

A administracdo i.c.v. foi realizada como previamente descrito
(KASTER et al., 2012). Para a injecdo uma agulha 26G foi conectada a
uma cénula de polipropileno acoplada a uma microseringa Hamilton de
50 pl. Os camundongos foram levemente anestesiados com isoflurano
(2,5%; Abbot Laboratérios do Brasil Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
A administragdo, em um volume de 5 ul/sitio, foi feita através da
insercdo da agulha de forma perpendicular através do cranio dos
animais. A injecdo foi administrada durante 30 s, e manteve-se a agulha
no local durante mais 30 s, a fim de evitar o refluxo das substancias
injetadas. O local de injecdo foi de 1 mm para a direita ou para a
esquerda a partir do ponto médio de uma linha que passa para a base
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anterior das orelhas. O éxito da injecdo foi avaliado,
macroscopicamente, descartando os animais cuja injecdo foi realizada
em local inadequado ou tenha causado hemorragia encefalica (<5%).

Para testar a hipotese de que o efeito tipo-antidepressivo do zinco
é dependente da ativacdo de vias de sinalizagdo intracelular upstream ao
BDNF, os animais foram tratados com dose ativa de ZnCl, (10 mg/kg,
p.0.) e 45 minutos depois eles receberam H-89, KN-62, PD98059,
U0126, queleritrina ou LY294002 (em doses que per se ndo alteram o
tempo de imobilidade no TSC). Os animais foram submetidos aos testes
comportamentais 15 minutos depois (60 minutos ap6s a administracdo
do ZnCly). Além disso, para investigar o possivel efeito sinérgico entre o
zinco e o inibidor de GSK-3p, os animais receberam veiculo (p.0.) ou
dose subefetiva de ZnCl, (1 mg/kg). Apbs 45 minutos, 0s camundongos
receberam uma dose subefetiva de AR-A014418 ou veiculo (i.c.v.).
Decorridos 15 minutos do Gltimo tratamento, os testes comportamentais
foram realizados.

A Figura 1.1 mostra o diagrama do protocolo experimental.

As doses de ZnCl, foram escolhidas baseadas em experimento
prévio do laboratério (CUNHA et al., 2008). As doses de H-89, KN-62,
queleritrina, PD98059, U0126, LY294002, e AR-A014418 foram
escolhidas com base em experimentos prévios do laboratorio e de outros
grupos de estudo (ALMEIDA et al., 2006; BUDNI et al., 2011; ZENI et
al., 2012; CUNHA et al., 2014; MORETTI et al., 2014). O nGamero de
animais utilizados para os testes comportamentais foram de 7-8 por

grupo.

Figura I.1. Diagrama do protocolo experimental

Inibidor ou veiculo (i.c.v.)

¥

0’ 45’ 60°
Testes
comportamentais

ZnCl, ou veiculo (p.o.)

Legenda: Camundongos Swiss fémeas foram tratadas no tempo 0 com
ZnCl, ou veiculo (a4gua) via oral (p.o.). Decorridos 45 minutos, os
animais receberam algum dos sete inibidores ou veiculo (salina) via
i.c.v.. 15 minutos depois, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais. Abreviaturas: i.c.v., intracerebroventricular;p.o., per
os; ZnCl,, cloreto de zinco.
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1.3 TESTES COMPORTAMENTAIS
1.3.1 Teste de suspensdo pela cauda (TSC)

A duracdo total de imobilidade induzida pela suspenséo da cauda
foi mensurada de acordo com a metodologia descrita por Steru et al.
(1985). Os camundongos foram visualmente isolados e suspensos pela
cauda 50 cm acima do chdo com auxilio de uma fita adesiva presa cerca
de 1 cm a partir da ponta da cauda. A duracdo total da imobilidade
(auséncia de movimento ou movimentacdo passiva) foi registrada
durante um periodo de 6 minutos por um observador experiente. Uma
diminui¢do do tempo de imobilidade foi considerada um indicativo de
efeito tipo-antidepressivo (STERU et al., 1985). A Figura 1.2 mostra
um desenho esquematico do TSC.

Figura 1.2. Teste de suspenséo pela cauda (TSC)
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Legenda: Desenho esquematico demonstrando o TSC. a) O
camundongo é suspenso acima do chdo pela cauda, preso com auxilio de
uma fita adesiva. Pelo periodo de 6 minutos é contabilizado o tempo de
imobilidade. b) Quando o camundongo esta realizando movimentos
voluntarios ndo se registra o tempo. Fonte: imagem cedida por Agatha
Oliveira.

1.3.2 Teste do campo aberto (TCA)

A fim de excluir a possibilidade de que uma alteragcdo no tempo
de imobilidade seja devido a alguma alteragdo locomotora, 0s animais
foram submetidos ao TCA durante 6 minutos, como descrito por
Rodrigues et al. (2002). 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 1.3. O numero de
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quadrados cruzados com as quatro patas € o parametro utilizado para
avaliar a atividade locomotora. A base da caixa foi limpa com alcool
10% entre os testes. O teste foi realizado em uma sala com temperatura
e luz controladas.

Figura 1.3. Teste do campo aberto (TCA)

Legenda: Desenho esquematico demonstrando o TCA. O camundongo
é colocado em uma caixa e durante o periodo de 6 minutos é
contabilizado o nimero de quadrantes cruzados com as quatro patas
como parametro de locomogdo. A caixa é dividida em 12 quadrantes
iguais e possui as seguintes medidas: 40 x 60 x 50 cm. Fonte: imagem
cedida por Agatha Oliveira.

1.4 ANALISES BIOQUIMICAS

Um grupo independente de camundongos (n=4-8 por grupo) foi
utilizado para as andlises bioquimicas. Os animais receberam (p.o.)
veiculo ou ZnCl, (10 mg/kg). Apds 60 minutos, os animais foram
decapitados para as analises bioquimicas.

1.4.1 Preparacéo do tecido

Apds a decapitacdo, o encéfalo de cada animal foi removido e os
hipocampos e cdrtex pré-frontais foram rapidamente dissecados (4°C),
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 foram homogeneizados
mecanicamente em tampdo de homogeneizacdo (Tris 50 mM pH 7,0,
EDTA 1 mM, NaF 100 mM, PMSF 0,1 mM, NazVO, 2 mM, Triton X-
100 1%, glicerol 10% e coquetel inibidor de proteases Amresco niimero
M222). Os lisados foram centrifugados (10.000 x g por 10 min, a 4°C)
para a eliminacdo de restos celulares. O sobrenadante foi diluido 1/1
(v/v) em solucéo contendo Tris 100 mM pH 6,8, EDTA 4 mM, SDS 8%
e aquecido a 100°C por 5 min. Ap6s homogeneiza¢do uma aliquota foi
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retirada para a dosagem de proteinas. O restante da amostra foi diluido
(glicerol 40%, Tris 25 mM e azul de bromofenol, pH 6,8) em uma
proporcdo de 1:4 (v/v) e B-mercaptoetanol (concentracdo final de 8%)
foi adicionado na amostra. O contelldo das proteinas foi estimado a
partir de uma curva padrdo, utilizando albumina de soro bovino
(PETERSON, 1977).

1.4.2 Western blotting

A mesma quantidade de proteinas (60 pg de proteina total/pogo)
em cada amostra foi separada por eletroforese em gel de poliacrilamida
(concentracdo 10% de acrilamida) contendo SDS (SDS-PAGE) e gel de
entrada com 4% de acrilamida. A seguir, as proteinas foram transferidas
para as membranas de nitrocelulose usando um aparelho semi-dry (1,2
mA/cm?; 1,5 h). Para verificar a eficiéncia do processo de transferéncia
as membranas foram coradas com Ponceau 0,5%.

Apds esse processo, as membranas resultantes foram bloqueadas
durante 1 hora com leite em p6 desnatado 5% em TBS (Tris 10 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,5). As formas fosforilada (Ser133) e total de CREB
(Cell Signaling, 1:1000) e o imunoconteido de BDNF maduro (Santa
Cruz, 1:1000) foram detectados com o uso de anticorpos especificos
diluidos em TBS-T contendo albumina de soro bovino (Tris 10 mM,
NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%, BSA 2%, pH 7,5). 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 (Millipore 1:5000) e
a imunorreatividade das bandas foi revelada por quimioluminescéncia
com o reagente LumiGLO® (Cell Signaling, Beverly, MA, EUA)
segundo especificagbes do fabricante. Todas as etapas de blogueio e
incubacdo foram seguidas por trés lavagens (5 minutos cada) das
membranas com TBS-T. As membranas foram incubadas com o
anticorpo anti-B-actina (Santa Cruz, 1:2000) para verificar se a mesma
quantidade de proteinas teriam sido aplicadas no gel e com um anticorpo
secundario anti-camundongo conjugado com peroxidase (Millipore
1:4000).

A densidade 6ptica (DO) das bandas foi quantificada usando
Scionlmage software® (Frederick, MD, EUA). O nivel de fosforilacdo
do CREB foi determinado pela razéo entre a DO da proteinafosforilada /
DO da proteina total. O imunoconteido do BDNF e do CREB foram
determinados pelas relagdes entre as DO dessas proteinas / DO da f3-
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actina. Os dados foram expressos como porcentagem em relacdo ao
controle (considerado como 100%).

1.5 ANALISES ESTATISTICAS

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar o
pressuposto de normalidade de dados comportamentais e bioquimicos.
Todas as varidveis do presente estudo mostraram uma distribuicdo
normal. Dessa forma, as diferencas entre 0s grupos experimentais foram
determinadas através de analise de variancia (ANOVA) de duas vias
seguida do teste de post hoc de Newman-Keuls quando apropriado (para
as analises comportamentais) ou do teste t de Student (para as analises
de Western blotting). As diferencas entre os grupos foram consideradas
significativas para p<0,05. Os resultados estdo expressos em média +
erro padréo da média (E.P.M.).

2 RESULTADOS

2.1 OBSERVACOES COMPORTAMENTAIS

Para avaliar a influencia do tratamento com inibidores de vias de
sinalizacgdo intracelular no comportamento tipo-antidepressivo induzido
pelo ZnCl,, foi mensurado o tempo de imobilidade dos camundongos no
TSC (Figuras 1.4A, L.5A, 1.6A, 1.7A, 1.8A, 1.9A, 1.10A). Para excluir a
possibilidade de que as alteragbes no tempo de imobilidade no TSC
fossem devido a alguma interferéncia na atividade locomotora, foi
mensurado o nimero de cruzamentos no TCA (Figuras 1.4B, 1.5B,
1.6B, 1.7B, 1.8B, 1.9B, 1.10B).

Os resultados apresentados na Figura 1.4A apontam que o efeito
anti-imobilidade do ZnCl, (10 mg/kg, p.o.) (p<0,01) foi completamente
impedido pelo tratamento dos animais com o inibidor da PKA H-89 (1
pg/sitio, i.c.v.). A ANOVA de duas vias revelou um efeito significante
do tratamento com H-89 [F (1,28)=4,38, p<0,05], ZnCl; [F (1,28)=8,32,
p<0,01] e da interagdo entre H-89 x ZnCl, [F (1,28)=4,71, p<0,05] para
0 tempo de imobilidade. Analise de post hoc indicou que o tratamento
com H-89 impediu a diminui¢cdo no tempo de imobilidade produzido
pelo ZnCl; no TSC. A Figura 1.4B mostra que a administragdo de H-89
e/ou ZnCl; (sozinhos ou em combinacdo) ndo alterou a locomogéo no
TCA. A ANOVA de duas vias ndo revelou efeito significativo do
tratamento com H-89 [F (1,28)=0,28, p=0,60], ZnCl, [F (1,28)=0,29,
p=0,59] e interacdo entre H-89 x ZnCl, [F (1,28)=2,29, p=0,14] para o
ndmero de cruzamentos.
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Figura 1.4. Influéncia da inibicdo da PKA nos efeitos do ZnCl, no
TSCe TCA
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Legenda: Painéis A e B: Efeito do tratamento com ZnCl, (10 mg/kg,
p.0.) e/ou H-89 (inibidor da PKA; 1 pg/sitio; i.c.v.) no tempo de
imobilidade no TSC (painel A) e no nimero de cruzamentos no TCA
(painel B). As barras representam a média + E.P.M. (n = 7-8). **p<0,01
comparado com controle (H,O + Veiculo). ##p<0,01 comparado com o
grupo tratado com ZnCl+Veiculo (ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de post hoc Newman-Keuls). Abreviatura:PKA, proteina cinase A;
ZnCl,, cloreto de zinco.
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Como apresentado na Figura 1.5A, o comportamento tipo-
antidepressivo do ZnCl, (10 mg/kg, p.o.) (p<0,01) foi impedido pelo
inibidor da CAMKII KN-62 (1 pg/sitio, i.c.v.). A ANOVA de duas vias
revelou um efeito significativo para o tratamento com KN-62 [F
(1,28)=27,47, p<0,01], nenhum efeito para o tratamento com ZnCl, [F
(1,28)=0,84, p>0,05] e um efeito significativo para a interacdo entre
KN-62 x ZnCl; [F (1,28)=22,57, p<0,01] para o tempo de imobilidade.
A analise de post hoc revelou que o efeito anti-imobilidade do ZnCl; foi
completamente impedido pelo tratamento com KN-62. Nenhuma
alteracdo na atividade locomotora no TCA foi observada (Figura 1.5B):
(Tratamento com KN-62 [F (1,24)=1,97, p=0,17], ZnCl, [F (1,24)=3,99,
p=0,06] e interacdo entre KN-62 x ZnCl; [F (1,24)=0,61, p=0,44]).



112

Figura 1.5. Influéncia da inibicdo da CAMKII nos efeitos do ZnCl,
no TSCe TCA
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Legenda: Painéis A e B: Efeito do tratamento com ZnCl, (10 mg/kg,
p.0.) e/ou KN-62 (inibidor da CAMKII; 1 pg/sitio; i.c.v.) no tempo de
imobilidade no TSC (painel A) e no nimero de cruzamentos no TCA
(painel B). As barras representam a média + E.P.M. (n = 7-8). **p<0,01
comparado com controle (H,O + Veiculo). ##p<0,01 comparado com o
grupo tratado com ZnCl+Veiculo (ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de post hoc Newman-Keuls). Abreviatura: CAMKII, proteina
cinase dependente de Ca?*/calmodulina; ZnCl,, cloreto de zinco.
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A Figura L.6A mostra a influéncia do tratamento de
camundongos com inibidor da PKC queleritrina (1 pg/sitio, i.c.v.) no
efeito anti-imobilidade exercido pelo ZnCl, (10 mg/kg, p.o.) no TSC. Os
resultados evidenciam que a queleritrina foi capaz de abolir o
comportamento tipo-antidepressivo do ZnCl,. A ANOVA de duas vias
revelou um efeito significativo para o tratamento com queleritrina [F
(1,28)=10,58, p<0,01], ZnCl, [F (1,28)=8,99, p<0,01] e interacdo entre
queleritrina x ZnCl, [F (1,28)=5,82, p<0,05] para o tempo de
imobilidade. Analise de post hoc indicou que o tratamento com inibidor
da PKC impediu a diminui¢do no tempo de imobilidade produzida pelo
ZnCl, no TSC. Nenhum efeito na atividade locomotora no TCA foi
observado (Figura 1.6B). A ANOVA de duas vias ndo revelou efeito
significativo no tratamento da queleritrina [F (1,28)=0,48, p=0,49],
ZnCl; [F (1,28)=0,00, p=0,96] e interacdo entre queleritrina x ZnCl, [F
(1,28)=3,51, p=0,07] para o nimero de cruzamentos.

A Figura 1.7A mostra a influencia do tratamento com inibidor da
MEK1/2 PD98059 (5 ug/sitio, i.c.v.) no comportamento tipo-
antidepressivo induzido pelo ZnCl,. A ANOVA de duas vias revelou
uma diferenca significativa para o tratamento com PD98059 [F
(1,28)=4,91, p<0,05], ZnCl, [F (1,28)=6,22, p<0,05], e interacdo entre
PD98059 x ZnCl, [F (1,28)=4,24, p<0,05]. Anéalise de post hoc indicou
que ZnCl, (10 mg/kg, p.o.) diminuiu o tempo de imobilidade no TSC
(p<0,01), e que esse efeito foi bloqueado pelo tratamento com PD98059.
Nenhum dos tratamentos causou mudanga na atividade locomotora no
TCA (Figura 1.7B): (Tratamento com PD98059 [F (1,28)=0,34,
p=0,56], ZnCl, [F (1,28)=1,11, p=0,30] e interacdo entre PD98059 x
ZnCl, [F (1,28)=0,02, p=0,88]).
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Figura 1.6. Influéncia da inibicdo da PKC nos efeitos do ZnCl, no
TSCe TCA
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Legenda: Painéis A e B: Efeito do tratamento com ZnCl, (10 mg/kg,
p.0.) e/ou queleritrina (inibidor da PKC; 1 ug/sitio; i.c.v.) no tempo de
imobilidade no TSC (painel A) e no nimero de cruzamentos no TCA
(painel B). As barras representam a média + E.P.M. (n = 7-8). **p<0,01
comparado com controle (H,O + Veiculo). ##p<0,01 comparado com o
grupo tratado com ZnCl+Veiculo (ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de post hoc Newman-Keuls). Abreviatura: PKC, proteina cinase C;
ZnCl,, cloreto de zinco.
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Figura 1.7. Influéncia da inibicdo da MEK1/2 (usando o PD98059)
nos efeitos do ZnCl, no TSC e TCA
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Legenda: Painéis A e B: Efeito do tratamento com ZnCl, (10 mg/kg,
p.o.) e/ou PD98059 (inibidor da MEK1/2; 5 pg/sitio; i.c.v.) no tempo de
imobilidade no TSC (painel A) e no nimero de cruzamentos no TCA
(painel B). As barras representam a média + E.P.M. (n = 7-8). **p<0,01
comparado com controle (H,O + Veiculo). ##p<0,01 comparado com o
grupo tratamento com ZnCl,+Veiculo (ANOVA de duas vias seguida
pelo teste de post hoc Newman-Keuls). Abreviatura: MEK, ERK cinase;
ZnCl,, cloreto de zinco.
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De forma similar, o tratamento com inibidor da MEK1/2 U0126
(5 ug/sitio, i.c.v.) também preveniu o efeito tipo-antidepressivo exercido
pelo ZnCl, (Figura 1.8A) (tratamento com U0126 [F (1,28)=4,03,
p>0,05], ZnCl, [F (1,28)=6,08, p<0,05] e interagdo entre U0126 x ZnCl,
[F (1,28)=4,65, p<0,05]). Como revelado por analise de post hoc, o
tratamento com U0126 aboliu completamente o efeito anti-imobilidade
do ZnCl, Nenhum dos tratamentos causou mudangas na atividade
locomotora no TCA (Figura 1.8B) (tratamento U0126 [F (1,24)=0,02,
p=0,88], ZnCl, [F (1,24)=3,97, p=0,06] e interacdo entre U0126 x ZnCl,
[F (1,24)=0,46, p=0,51]).
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Figura 1.8. Influéncia da inibicdo da MEK1/2 (usando o U0126) nos
efeitos do ZnCl, no TSC e TCA
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Legenda: Painéis A e B: Efeito do tratamento com ZnCl, (10 mg/kg,
p.0.) e/ou U0126 (inibidor da MEK1/2; 5 pg/sitio; i.c.v.) no tempo de
imobilidade no TSC (painel A) e no nimero de cruzamentos no TCA
(painel B). As barras representam a média + E.P.M. (n = 7-8). *p<0,05
comparado com controle (H,O + Veiculo). ##p<0,01 comparado com o
grupo tratamento com ZnCl,+Veiculo (ANOVA de duas vias seguida
pelo teste de post hoc Newman-Keuls). Abreviatura: MEK1/2, ERK
cinase; ZnCl,, cloreto de zinco.
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Os resultados evidenciados na Figura 1.9A mostram que o
comportamento tipo-antidepressivo do ZnCl, também foi influenciado
pelo tratamento com inibidor da PI3K LY294002 (10 nmol/sitio, i.c.v.).
A ANOVA de duas vias revelou diferencas significantes para o
tratamento com LY294002 [F (1,28)=10,63, p<0,01], ZnCl, [F
(1,28)=6,49, p<0,05] e interacdo entre LY294002 x ZnCl, [F
(1,28)=5,15, p<0,05]. Analise de post hoc indicou que ZnCl; (10 mg/kg,
p.0.) diminuiu o tempo de imobilidade (p<0,01) e que isso foi bloqueado
pelo LY294002. Nenhum dos tratamentos causou alteragdo na atividade
locomotora (Fig. 1.9B) (Tratamento com LY?294002 [F (1,25)=3,89,
p=0,06], ZnCl; [F (1,25)=1,59, p=0,22] e interacdo entre LY294002x
ZnCl, [F(1,25)=2,05, p=0,17]).
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Figura 1.9. Influéncia da modulacdo da PI3K nos efeitos do ZnCl,
no TSCe TCA
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Legenda: Painéis A e B: Efeito do tratamento com ZnCl, (10 mg/kg,
p.o.) e/ou LY294002 (inibidor da PI3K; 10 nmol/sitio; i.c.v.) no tempo
de imobilidade no TSC (painel A) e no nimero de cruzamentos no TCA
(painel B). As barras representam a média + E.P.M. (n = 7-8). **p<0,01
comparado com controle (H,O + Veiculo). ##p<0,01 comparado com o
grupo tratamento com ZnCl,+Veiculo (ANOVA de duas vias seguida
pelo teste de post hoc Newman-Keuls). Abreviatura: PI3K,
fosfatidilinositol 3 cinase; ZnCl,, cloreto de zinco.
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A Figura 1.10A mostra que a administracdo de dose subativa de
ZnCl, (1 mg/kg, p.o.) em combinagdo com dose subativa de inibidor da
GSK-3p AR-A014418 (0,001 pgf/sitio, i.c.v.) produziu um efeito anti-
imobilidade sinérgico no TSC (p<0,05): (Tratamento com AR-A014418
[F (1,26)=0,81, p>0,05], ZnCl; [F (1,26)=6,70, p<0,05] e interagdo entre
AR-A014418 x ZnCl, [F (1,26)=4,84, p<0,05]). Como revelado pela
analise de post hoc, AR-A014418, administrado em uma dose que per se
ndo produz efeito significativo no TSC, produziu um efeito sinérgico no
TSC quando combinado com dose subativa de ZnCl,. A Figura 1.10B
mostra que esse efeito ndo foi devido a um efeito psicoestimulante, ja
gue nenhum dos tratamentos afetou a atividade locomotora no TCA
(Tratamento com AR-A014418 [F (1,26)=0,51, p=0,48], ZnCl, [F
(1,26)=0,11, p=0,75] e interagdo entre AR-A014418 x ZnCl, [F
(1,26)=1,74, p=0,20]).
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Figura 1.10. Influéncia da modulacdo da GSK-3p nos efeitos do
ZnCl, no TSC e TCA
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Legenda: Painéis A e B: Efeito do tratamento com dose subefetiva de
ZnCl, (1 mg/kg, p.o.) e/lou AR-A014418 (inibidor da GSK-3p; 0,001
Mg/sitio; i.c.v.) no tempo de imobilidade no TSC (painel A) e no nimero
de cruzamentos no TCA (painel B). As barras representam a média +
E.P.M. (n = 7-8). **p<0,01 comparado com controle (H,O + Veiculo).
##p<0,01 comparado com o grupo tratamento com ZnCl,+Veiculo
(ANOVA de duas vias seguida pelo teste de post hoc Newman-Keuls).
Abreviatura: GSK-3p, glicogénio sintase cinase 3f3; ZnCl,, cloreto de
zinco.
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2.2 ANALISES BIOQUIMICAS

A Figura 1.11 mostra um Western blotting representativo da
fosforilacdo do CREB no hipocampo e cortex pré-frontal (painéis A e B,
respectivamente) e do imunoconteido do BDNF (maduro) no
hipocampo e cortex pré-frontal (painéis C e D, respectivamente) de
camundongos tratados com ZnCl, (10 mg/kg). Analise densitométrica
revelou que a fosforilagdo do CREB néo foi afetada nem no hipocampo
e nem no cortex pré-frontal (painéis A e B, respectivamente)
(hipocampo [t(12)=-0,14, p=0,89] e cortex pre-frontal [t(12)=0,19,
p=0,85]) (teste t de Student). De forma similar, nenhuma altera¢do no
imunocontetido do BDNF no hipocampo e cértex pré-frontal (painéis C
e D, respectivamente) (hipocampo [t(12)=0,41, p=0,69] e cOrtex pré-
frontal [t(6)=0,60, p=0,57]) foi observada em qualquer grupo
experimental (teste t de Student).
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Figura 1.11. Fosforilacdo do CREB e imunoconteido do BDNF no
hipocampo e cortex pré-frontal 60 min ap6s a administracdo de
ZnClZ
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Legenda: Painéis A e B: Efeito do tratamento com ZnCl, (10 mg/kg,
p.o.) no fosforilagdo do CREB no hipocampo (painel A) e no cortex pré-

frontal

(painel B).

Uma imagem representativa e uma analise

quantitativa normalizada para a banda do CREB total sdo mostradas. Os
niveis da fosforilagdo do CREB determinadas pela razdo da DO da
banda fosforilada sobre a DO da banda total é expressa como percentual
do controle. O imunoconteldo do CREB foi determinado pela relagédo
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entre a DO dessa proteina / DO da p-actina (médias + E.P.M. de 7-8
camundongos; teste t de Student). Painéis C e D: Efeito do tratamento
com ZnCl; (10 mg/kg, p.0.) no imunocontetido de BDNF no hipocampo
(painel C) e coértex pré-frontal (painel D). Uma imagem representativa e
a analise quantitativa normalizada pela banda da p-actina sdo mostradas.
Os resultados sdo expressos como percentual do controle (média +
E.P.M. de 4-8 camundongos; teste t de Student). Abreviaturas: CREB,
proteina de ligagdo ao elemento de resposta ao AMPc; BDNF, fator
neurotréfico derivado do encéfalo; ZnCl,, cloreto de zinco.

3 DISCUSSAO

Neste capitulo foi demonstrado que a administracdo de inibidores
de varias cinases, especificamente inibidor da PKA H-89, inibidor da
CAMKII KN-62, inibidores da MEK1/2 PD98059 e U0126, inibidor da
PKC queleritrina, e inibidor da PI3K LY294002 aboliram o efeito tipo-
antidepressivo do ZnCl, no TSC em camundongos. Além disso, também
foi demonstrado que a coadministracdo de doses subefetivas do ZnCl,
com inibidor da GSK-33 AR-A014418 propiciou um efeito sinérgico no
TSC. Entretanto, a fosforilagdo do CREB e o imunocontetido do BDNF
ndo foram alterados nem no hipocampo e nem no cértex pré-frontal 60
minutos apds a administragdo com ZnCl, em camundongos.

Um grande esforgo tem sido feito na busca de terapias adjuvantes
que podem ajudar no tratamento da depressdo. Um dos nutrientes que
tem recebido atencdo especial é o zinco. Ele tem muitas fungdes
importantes ao organismo, ja que mais de 300 enzimas foram
identificadas como sendo dependentes desse metal (MCCALL, HUANG
e FIERKE, 2000) e aproximadamente 2.000 fatores de transcricdo
requerem zinco para a expressdao de seus genes (PRASAD, 2012).
Notavelmente, o zinco pode interferir com as cascatas de sinalizagdo
intracelular. Algumas das proteinas que podem ser moduladas pelo
zinco séo: CaMKIl (LENGYEL et al., 2000), PKC (BEYERSMANN e
HAASE, 2001), GSK-3 (ILOUZ et al., 2002; LEE et al., 2009), Akt
(LEE et al., 2009; LIANG et al., 2012), ERK (PARK et al., 2002;
FRANCO et al., 2008), PI3K (LIANG et al., 2012) e BDNF (FRANCO
et al., 2008; MLYNIEC et al., 2013b). No entanto, a maioria destas
acOes foi estudada em tecidos periféricos, enquanto que os efeitos do
zinco nas vias de sinalizacdo no encéfalo ainda ndo estdo totalmente
estabelecidos.

O zinco é amplamente distribuido no SNC, sendo abundante no
neocortex, estriado, hipocampo e amigdala (PAOLETTI et al., 2009).
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No encéfalo, o zinco estd na forma idnica (Zn®*), é amplamente
encontrado em terminais nervosos glutamatérgicos e é crucial para a
atividade neuronal (SENSI et al., 2009). O papel do zinco na depressao
tem sido extensivamente estudado e ja existem varias revisdes sobre o
assunto (NOWAK, SZEWCZYK e PILC, 2005; SZEWCZYK et al.,
2008; SZEWCZYK, KUBERA e NOWAK, 2010; LAI et al., 2012). Ja
¢ evidenciado, por exemplo, que 0s niveis séricos de zinco estdo
diminuidos em pacientes depressivos, e que existe um aumento gradual
nas suas concentracdes sericas apds o tratamento com antidepressivo
(SIWEK et al., 2010). Além disso, uma ingestéo dietética diminuida de
zinco é associada com uma maior incidéncia de depressdo em homens e
mulheres de duas coortes Australianas (VASHUM et al., 2014). Por
outro lado, a suplementacdo com zinco reduz os escores de depressao e
facilita o tratamento desse transtorno em pacientes resistentes ao
tratamento com antidepressivo (SIWEK et al., 2009). Aliado a esse
contexto, estudos pré-clinicos corroboram a nog&o de que o zinco possui
propriedades antidepressivas, mostrando que esse ion metalico produz
efeito tipo-antidepressivo em diversos modelos animais de depressao
(NOWAK et al., 2003b; CUNHA et al., 2008; SOWA-KUCMA et al.,
2008) e induz um efeito sinérgico com os antidepressivos utilizados na
clinica (CUNHA et al., 2008).

Os mecanismos implicados no efeito tipo-antidepressivo do zinco
envolvem, pelo menos em parte, a interagdo com o sistema
serotoninérgico (SZEWCZYK et al., 2009) e inibicdo dos receptores
NMDA (ROSA et al., 2003). Além disso, 0 zinco pode interagir com
GPR39 (MLYNIEC et al., 2013b), um receptor acoplado a proteina G
que, quando ativado, pode estimular PKA, PKC, CAMK e MAPK
(POPOVICS e STEWART, 2011). Assim, a ativacdo do receptor
GPR39 pode culminar com a ativagdo do CREB (HOLST et al., 2004) e
com um consequente aumento do BDNF (ALBONI et al., 2011).
Também ja foi demonstrado que camundongos que receberam uma dieta
deficiente em zinco por 6 semanas apresentaram uma reducdo no
GPR39 (em 53%) e na expressdo proteica do BDNF (em 49%) no cortex
pré-frontal (MLYNIEC et al., 2013b). No entanto, a compreensao global
dos mecanismos intracelulares envolvidos no efeito antidepressivo do
zinco requer mais estudos.

A resposta aos antidepressivos tem sido atribuida a ativacdo ou
inibicdo de vias de sinalizacdo intracelular (NICIU et al., 2013).
Portanto, este capitulo buscou investigar se a inibicdo de vias de
sinalizacdo upstream ao BDNF e relacionada com neuroplasticidade,
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neurogénese e sobrevivéncia celular poderiam influenciar no efeito
antidepressivo do zinco no TSC.

A estimulacdo de varios receptores acoplados a proteina G podem
ativar a adenilil ciclase, que converte o trifosfato de adenosina em
AMPc. O aumento da atividade da PKA, como uma consequéncia deste
evento, estd implicado na resposta antidepressiva (ALMEIDA et al.,
2006; LIU et al., 2012; NICIU et al.,, 2013) e na neurogénese
hipocampal induzida pelos antidepressivos (ANACKER et al., 2011).
Em conformidade com esses dados, uma redugdo na atividade da PKA
foi encontrada em fibroblastos de pacientes com depressdo melancélica
(SHELTON et al., 1999). Digno de nota, os resultados desse capitulo
mostram que a resposta tipo-antidepressiva do zinco (administrado 60
minutos antes do TSC) é dependente da sinalizagdo celular modulada
pela PKA, ja que o efeito anti-imobilidade do zinco ndo foi observado
em camundongos tratados com H-89. Vale salientar que a ativacdo da
PKA também é implicada em algumas das ac¢Ges periféricas do zinco
(VON BULOW et al., 2007; HAASE e RINK, 2009).

O papel da CAMKII na regulacdo de vérias formas de
neuroplasticidade e na fisiopatologia e tratamento dos transtornos de
humor tem sido bem reportado (DU et al., 2004). O tratamento crénico
com inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina tem demonstrado
aumentar a autofosforilacéo e a atividade da CAMKII (TIRABOSCHI et
al., 2004). Em concordancia, o inibidor da CAMKII previne o efeito
comportamental de varios compostos antidepressivos em camundongos
(ALMEIDA et al., 2006; CUNHA et al., 2014). Os dados do presente
capitulo evidenciaram que o efeito tipo-antidepressivo do zinco foi
prevenido pelo tratamento com KN-62, sugerindo que o efeito anti-
imobilidade desse mineral no TSC é dependente da ativacdo da via da
CAMKII. Este resultado estd em parte de acordo com um estudo in vitro
que mostra que o zinco pode ativar a CAMKII quando estd em
concentracdo baixa (LENGYEL et al., 2000), mas é a primeira vez que
se relata que esta via esta envolvida na resposta comportamental do
zinco no TSC.

Todas as isoenzimas da PKC sdo amplamente expressas no SNC,
principalmente em regides cerebrais envolvidas na regulacdo do humor
(ABRIAL et al., 2011). Estudo anterior ja demonstrou que amostras do
tecido pds-morte do cortex pré-frontal de pacientes que cometeram
suicidio e que tinham histérico de depressdo apresentavam uma
diminuicdo na atividade da PKC (PANDEY et al., 2004). Concordando
com esses dados, a ativacdo da PKC tem sido associada com um
comportamento tipo-antidepressivo (ZENI et al., 2012). No presente
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trabalho, o efeito tipo-antidepressivo do zinco foi abolido pela
administracdo do inibidor da PKC queleritrina, sugerindo que a ativacdo
da via de sinalizacdo mediada pela PKC est4 envolvida, pelo menos em
parte, no efeito tipo-antidepressivo do zinco. Isso corrobora dados da
literatura que demonstram que o zinco pode ativar a PKC em tecidos
periféricos (CSERMELY et al., 1988; HAASE e RINK, 2009).

MAPK sdo importantes enzimas transdutoras de sinais envolvidas
em muitos processos celulares, incluindo regulacdo de expressdo de
genes em resposta a estimulos extracelulares, proliferacdo celular,
sobrevivéncia e morte celular, além da sua capacidade de modular a
resposta a estresse fisico e quimico (CHANG e KARIN, 2001). Dados
da literatura demonstram que a inibi¢cdo da MEK induz a um efeito tipo-
depressivo e previne a acdo de alguns antidepressivos em camundongos
(DUMAN et al., 2007; REUS et al., 2014). Além disso, comportamento
tipo-depressivo induzido pela corticosterona em camundongos é
associado com uma reducédo da fosforilagdo da ERK1/2 (GOURLEY et
al., 2008). Em tecido pés-morte de humanos com depressdo, foi
demonstrado um aumento na expressdo da MKP-1, um regulador
negativo da MAPK (DURIC et al., 2010). Os resultados do presente
trabalho evidenciam que a ativacdo da via da MEK/ERK esta implicada
no efeito tipo-antidepressivo agudo do zinco, considerando que o efeito
anti-imobilidade do zinco no TSC foi abolido pelo PD98059 e U0126,
que sdo inibidores da MEK1/2. A modulacdo desta via de sinalizacdo
pelo zinco também foi reportada por outros estudos: a) zinco aumentou
a fosforilacdo da ERK1/2 em células de neuroblastomas (AN et al.,
2005); b) tratamento crdnico com ZnCl, aumentou a fosforilagdo da
ERK no cdrtex cerebral de ratos (FRANCO et al., 2008); c) fosforilagdo
da ERK aumentou com a suplementacéo de zinco e diminuiu quando o
zinco sinaptico foi eliminado (BESSER et al.,, 2009; SINDREU,
PALMITER e STORM, 2011); d) zinco ativou receptores TrkB,
ocasionando a ativacdo da Akt e ERK1/2 (HUANG e MCNAMARA,
2010).

A ativacdo da PI3K, que catalisa a producéo do fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato, induz a ativagdo da Akt (CANTLEY, 2002). Tem sido
demonstrado que a via da PI3K/Akt modula vias de sinalizacdo
intracelular, incluindo GSK-3p. E bem estabelecido que a esta enzima
pode sofrer fosforilacdo (residuo Ser9) pela Akt, que leva a sua
inativacdo (BEAULIEU, GAINETDINOV e CARON, 2009).
Anormalidades na via da PI3K/AK/GSK-3B estdo implicadas nos
transtornos depressivos. Também tem sido demonstrado que o cortex
pré-frontal e o hipocampo de pacientes suicidas que tinham depressao
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tem uma diminuicdo na ativacdo da PI3K (DWIVEDI et al., 2008).
Além disso, a inibicdo da GSK-3p parece estar associada com o efeito
antidepressivo de alguns compostos (BEAULIEU et al., 2008; ROSA et
al., 2008) e inibidores da GSK-3B parecem melhorar o efeito tipo-
antidepressivo de alguns nutrientes como 4cido félico e acido ascorbico
(BUDNI et al., 2011; MORETTI et al., 2014). Os dois conjuntos de
resultados obtidos nesse capitulo reforcam a nogdo de que essa via
desempenha um papel essencial na modulagdo do humor: a) a reversdo
do efeito anti-imobilidade do zinco pelo inibidor da PI3K LY294002; b)
o efeito anti-imobilidade observado no TSC quando doses subefetivas
de ZnCl, e AR-A014418 foram combinadas. Esses dados indicam que o
efeito tipo-antidepressivo do zinco envolve, pelo menos em parte, a
ativagdo da PI3K/Akt e inibicdo da GSK-3B. Além disso, esses
resultados estdo de acordo com outros estudos que mostram que
algumas agdes periféricas do zinco podem ser mediadas pela ativagéo da
PI3K/Akt (LEE et al., 2009; LIANG et al., 2012), e inativagdo da GSK-
3p (ILOUZ et al., 2002; CHANOIT et al., 2008; LEE et al., 2009).

A ativagdo da PKA, PKC, CAMKII ou MAPK podem levar a
fosforilaco e subsequente ativagdo do CREB (HASHIMOTO,
SHIMIZU e IYO, 2004). Além disso, a ativacdo da PI3K/Akt inibe
GSK-3B, prevenindo o efeito inibitério da GSK-3B sobre o CREB, e
assim, contribuindo para a ativacdo do CREB. Juntos, os resultados
apresentados nesse primeiro capitulo indicam que a agdo tipo-
antidepressivo do zinco no TSC é dependente da PKA, PKC, CAMKII,
ERK, PI3K/Akt/GSK-3pB, que sdo vias de sinalizacdo que convergem
para a ativacdo de CREB e subsequente aumento de BDNF. Esses
achados estdo de acordo com a literatura que demonstra que a
deficiéncia de zinco leva a uma diminuicdo nos niveis de BDNF no
cortex pré-frontal (MLYNIEC et al., 2013b) e que o tratamento com
hidroaspartato de zinco por 16 dias previne a reducdo induzida pelo
estresse cronico imprevisivel nos niveis de RNAm do BDNF no
hipocampo de ratos (CIESLIK et al., 2011).

Vale ressaltar que, apesar do fato de que os estudos
comportamentais indicarem que as vias de sinalizagcdo upstream ao
BDNF estdo envolvidos no efeito tipo-antidepressivo de zinco no TSC,
este estudo ndo encontrou qualquer alteracdo na fosforilagdo do CREB e
nem no imunocontetido do BDNF no hipocampo e no cértex pré-frontal
de camundongos tratados de forma aguda com ZnCl, (60 minutos antes
da decaptacdo). De acordo com esses resultados, a administracdo aguda
de antidepressivos convencionais ndo é capaz de causar qualquer
alteracdo nos niveis hipocampais e/ou cerebrocorticais do BDNF (Balu
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et al., 2008). Por outro lado, foi reportado que o tratamento crénico com
zinco, similar aos antidepressivos tradicionais (Balu et al., 2008; De
Foubert et al., 2004) aumentou 0 RNAmM e os niveis de proteina do
BDNF no hipocampo (SOWA-KUCMA et al., 2008; CIESLIK et al.,
2011) e cortex cerebral (NOWAK et al., 2004) de ratos. Estudos
clinicos também reportam que enguanto que a monoterapia do zinco (30
mg por 12 semanas) aumentou os niveis séricos de BDNF e diminuiu
sintomas depressivos em pacientes com sobrepeso ou obesidade
(SOLATI et al., 2015), a suplementagdo com zinco (25 mg por 12
semanas) combinado com inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina
reduz sintomas depressivos, mas nao altera os niveis de BDNF
(RANJBAR et al., 2014).

Por outro lado, a administracdo aguda com cetamina, um
antagonista de receptor NMDA que exerce efeitos antidepressivos
rapidos, aumentou os niveis de BDNF no hipocampo e cortex pré-
frontal de ratos (ZHOU et al., 2014). Apesar da capacidade do zinco em
agir como antagonista de receptor NMDA, sua administracdo aguda néo
foi capaz de ativar o CREB e nem de aumentar o conteldo do BDNF no
hipocampo e cértex pré-frontal. Entretanto, ndo se pode excluir que
alteracdes nestes parametros bioquimicos possam ocorrer em outro
periodo de tempo ou em sub-regifes do cortex pré-frontal ou do
hipocampo ou mesmo em diferentes tipos de células do SNC. E
importante mencionar que o método de Western blotting ndo é capaz de
discriminar tipos de células e sub-regides que podem ser particularmente
envolvidos no efeito antidepressivo. Portanto, estudos futuros utilizando
abordagens adicionais, tais como imunohistoquimica podem permitir
abordar esta quest&o.

4 CONCLUSAO

Esse primeiro capitulo estende significativamente os dados da
literatura a respeito dos mecanismos subjacentes a acdo antidepressiva
de zinco, investigando o papel de vias de sinalizagdo celular envolvidas
com a neuroplasticidade, neurogénese e sobrevivéncia celular em seu
efeito no TSC. Esses dados indicam claramente que o efeito anti-
imobilidade do zinco no TSC pode ser dependente da ativacdo das vias
da PKA, CAMKII, ERK, PKC e PI3K/Akt, e da inibicdo da GSK-3p.
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CAPITULO Il - AVALIACAO DO PAPEL DA HO-1 NO EFEITO
TIPO-ANTIDEPRESSIVO DO ZINCO

Como ja mencionado anteriormente nessa tese, alteragdes em
vias de sinalizagdo intracelular tém sido associadas com a depresséo
(TARDITO et al., 2006). Dentre essas vias de sinalizacdo intracelular,
destaca-se a via do Nrf2/HO-1 (LEE et al., 2013; MARTIN-DE-
SAAVEDRA et al., 2013). O Nrf2 é um fator de transcri¢cdo que induz a
expressdo de genes citoprotetores e de destoxificacdo (ex: glutationa S-
transferase e aldo-ceto redutase) (CALKINS et al.,, 2009; HAYES e
DINKOVA-KOSTOVA, 2014). Entre as varias fungbes do Nrf2, é
importante destacar seu papel na regulacdo das defesas antioxidantes
celulares e resposta celular ao estresse, sendo importante para a
homeostase redox e para protecdo contra a morte celular programada
(JOHNSON et al., 2008).

Dentre as proteinas traduzidas como consequéncia da ativacao do
Nrf2, destaca-se a HO (SCHIPPER, 2000; RYTER e CHOI, 2015).
Existem duas formas cataliticas ativas da HO, a forma induzivel (HO-1)
e a forma constitutiva (HO-2) (MAINES, TRAKSHEL e KUTTY, 1986;
TRAKSHEL, KUTTY e MAINES, 1988). HO-1 é a enzima limitante
envolvida na degradacdo do heme para gerar mondxido de carbono,
ferro e biliverdina (SCHIPPER, 2000; RYTER e CHOI, 2015). E
importante destacar que varias vias de sinalizagdo podem levar a
ativacdo do Nrf2, incluindo a ERK (MENG et al., 2013), PI3K
(NAKASO et al, 2003), Akt (KORMOSH, LAKTIONOV e
ANTOSHECHKINA, 2006; ZOU et al., 2013) e PKC (ZHANG et al.,
2013a). Digno de nota, essas vias de sinalizacdo também estdo
envolvidas na fisiopatologia e tratamento da depressdao e culminam no
aumento do BDNF (HASHIMOTO, SHIMIZU e IYO, 2004;
MALBERG e BLENDY, 2005) e estdo enolvidas no efeito tipo-
antidepressivo do zinco, conforme mostrado no Capitulo I.

Além disso, ja é bem sabido que o BDNF é uma neurotrofina que
esta envolvida na fisiopatologia da depressdo (LEE et al., 2007; LEE e
KIM, 2010) e que o tratamento crénico com antidepressivos leva a um
aumento nos niveis de BDNF hipocampal (CHEN et al., 2001;
SHIMIZU et al., 2003; SEN, DUMAN e SANACORA, 2008). Vale
ressaltar que as funcBes do BDNF sdo mediadas por receptores
especificos, tais como o receptor TrkB (MELLSTROM et al., 2004).

Levando em consideracdo que os antidepressivos classicos
possuem algumas limitagdes (RUHE et al., 2011; BET et al., 2013),
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nutracéuticos, incluindo o zinco, tem sido propostos como uma
estratégia para melhorar o tratamento da depressio (MANOSSO,
MORETTI e RODRIGUES, 2013). Varios estudos pré-clinicos
(CUNHA et al., 2008; SZEWCZYK et al., 2015) e clinicos (SIWEK et
al., 2009; SOLATI et al., 2015) demonstram o beneficio no zinco na
depressdo. Embora ainda haja muito a ser descoberto sobre os
mecanismos subjacentes ao efeito antidepressivo do zinco, a reducéo do
estresse oxidativo (BROCARDO et al., 2007; FRANCO et al., 2008) e a
ativacdo de vias de sinaliza¢do envolvidas no aumento do BDNF s&o
alguns dos mecanismos de acdo que tem sido proposto para o efeito
tipo-antidepressivo do zinco (SOWA-KUCMA et al., 2008; MLYNIEC
et al., 2013b). Além disso, 0 zinco pode estimular a biossintese da
glutationa (importante antioxidante end6geno) a partir de um
mecanismo dependente de Nrf2, pelo menos em células endoteliais
(CORTESE et al., 2008). Sendo assim, esse capitulo teve como objetivo
investigar se a HO-1 e o receptor de BDNF estdo envolvidos no efeito
tipo-antidepressivo do zinco.

1 MATERIAIS E METODOS

1.1 ANIMAIS

Camundongos Swiss fémeas (45-55 dias, pesando 30-45 g) foram
mantidas em condicdo padréo de biotério (20-22°C), com livre acesso a
agua e comida, em ciclo claro/escuro de 12:12 horas (luz acesa as
7:00h). Os animais foram alocados em grupos de 15 em um caixa com
41x34x16 cm. Os testes comportamentais foram conduzidos entre 9:00h
e 16:00h. Os animais foram aclimatizados na sala de experimentacéo
pelo menos 12 horas antes dos testes comportamentais. Os experimentos
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo n° PP00795 — Anexo
A). Todos os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento dos
animais e para reduzir o nimero de animais utilizados nos experimentos.

1.2 COMPOSTOS E TRATAMENTOS

Os seguintes compostos foram utilizados: ZnCl; (1 ou 10 mg/kg),
protoporfirina de cobalto (CoPP — 0,01 pg/sitio, indutor da HO-1)
protoporfirina de zinco (ZnPP - 10 ug/sitio, inibidor da HO-1) e K-252a
(1 pg/sitio, antagonista do receptor TrkB). Todos os compostos foram
obtidos da Sigma Chemical Co.,St. Louis, USA e foram preparados logo
antes do tratamento. ZnCl, foi dissolvido em A&gua destilada e
administrado via oral por gavagem em um volume constante de 10
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ml/kg. ZnPP, CoPP e K-252a foram dissolvidos em uma concentraco
final de 0,1% DMSO (para ZnPP e CoPP) ou 30% (para K-252a) e
administrados via i.c.v., em um volume de 5 pl por camundongo. Os
grupos tratados com o veiculo apropriado também foram avaliados
simultaneamente.

A administra¢do i.c.v. foi realizada de acordo como descrito
anteriormente no item 1.2 do capitulo 1.

Para investigar o envolvimento da HO-1 no efeito tipo-
antidepressivo do ZnCl, no TSC, os camundongos receberam uma dose
ativa de ZnCl, (10 mg/kg, p.o.) ou veiculo e apds 45 min eles foram
tratados com o inibidor da HO-1 ZnPP (10 pg/sitio, i.c.v.) ou veiculo.
Em outro experimento, camundongos foram tratados com dose subativa
de ZnCl, (1 mg/kg, p.o.) ou veiculo e 45 min depois, receberam uma
dose subefetiva do indutor da HO-1 CoPP (0,01 pg/sitio, i.c.v.) ou
veiculo. Todos os animais foram testados no TSC 15 min ap6s a
administragdo i.c.v.. Em seguida, os animais foram submetidos ao TCA
para avaliacdo da atividade locomotora.

Para testar a hipdtese de que o efeito tipo-antidepressivo do zinco
é dependente da ativacdo dos receptores TrkB, os camundongos foram
pré-tratados com dose ativa de ZnCl, (10 mg/kg, p.o.) ou veiculo e 45
min depois, foi administrado o antagonista do receptor TrkB K-252a (1
Mg/sitio, i.c.v.) ou veiculo. Decorridos 15 min, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais (TSC e TCA).

A Figura 1.1 mostra o diagrama do protocolo experimental.

As doses de ZnCl, usadas foram baseadas em experimentos
prévios do laboratério (CUNHA et al., 2008). As doses de ZnPP, CoPP
e K-252a foram escolhidas com base em experimentos prévios do
laboratério e de outros grupos de pesquisa (MORETTI et al., 2014; WEI
et al., 2014; CUNHA et al., 2015).
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Figura 11.1. Diagrama do protocolo experimental
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Legenda: Camundongos Swiss fémeas foram tratadas no tempo 0 com
ZnCl, ou veiculo (agua) via oral (p.o.). Decorridos 45 minutos, os
animais receberam ZnPP, CoPP, K-252a ou veiculo (salina) via i.c.v..
15 minutos depois, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais. Abreviaturas: CoPP, protoporfirina de cobalto; i.c.v.,
intracerebroventricular;p.o., per os; ZnCl,, cloreto de zinco; ZnPP,
protoporfirina de zinco.

1.3 TESTES COMPORTAMENTAIS
1.3.1 Teste de suspenséo pela cauda (TSC)

O TSC foi realizado conforme descrito anteriormente (item 1.3.1
do capitulo 1).

1.3.2 Teste do campo aberto (TCA)
O TCA foi realizado conforme descrito anteriormente (item 1.3.2
do capitulo 1).

1.4 ANALISES BIOQUIMICAS

Para as analises de Western blotting, um grupo independente de
animais foi tratado com ZnCl, (10 mg/kg, p.o., dose ativa no TSC) ou
veiculo e 1 h ap6s, os camundongos foram decapitados e o cértex pré-
frontal e hipocampo foram dissecados.

1.4.1 Preparacao do tecido

Apds a decapitacdo, o encéfalo de cada animal foi removido e o
cortex pré-frontal e hipocampo foram rapidamente dissecados (4°C),
colocados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até o0 uso. As
amostras foram preparadas e a dosagem de proteina foi feita como
descrita anteriormente (item 1.4.1 do capitulo 1).
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1.4.2 Western blotting

A mesma quantidade de proteina (60 pg por pogo) para cada
amostra foi separada por eletroforese em gel de poliacrilamida
(concentracdo 10% de acrilamida) contendo SDS (SDS-PAGE) e gel de
entrada com 4% de acrilamida. A seguir, as proteinas foram transferidas
para as membranas de nitrocelulose usando um sistema de transferéncia
a 40 mV e 216 mA por 90 min (ECL Semi-dry Blotters, Amersham
Biosciences, England). Para verificar a eficiéncia da transferéncia, os
géis foram corados com Coomassie blue e as membranas com Ponceau
S.

Apbs essa etapa, as membranas resultantes foram bloqueadas
durante 1 hora com leite em pd desnatado 5% em TBS (Tris 10 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,5). Em seguida, as membranas foram incubadas
com anticorpo anti-HO-1 (Santa Cruz, 1:500), que foi diluido em
solucdo TBS contento 0,1% de Tween 20 (TBS-T). A seguir, todas as
membranas foram incubadas com anticorpo secundario anti-
camundongo conjugado com peroxidase (Cell Signaling, 1:5000) por 60
mim. A imunoreatividade das bandas foi revelada por
quimioluminescéncia com o reagente LumiGLO® (Cell Signaling,
Beverly, MA, EUA) segundo especificacbes do fabricante. Todas as
etapas de bloqueio e incubacdo foram seguidas por trés lavagens (5
minutos cada) das membranas com TBS-T. Para verificar se a
quantidade de proteina para cada um dos grupos experimentais foi a
mesma, as membranas foram incubadas com o anticorpo primario anti-
B-actina (Santa Cruz, 1:250) e com um anticorpo secundario anti-
camundongo conjugado com peroxidase (Cell Signaling 1:5000).

A DO das bandas foi quantificada usando Image Lab software®
(Bio-Rad Laboratories). O imunocontelido da HO-1 foi determinado
pela relacéo entre a DO da HO-1 / DO da B-actina respectiva. Os dados
foram expressos como porcentagem em relagdo ao controle (considerado
como 100%).

1.5 ANALISES ESTATISTICAS

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar o
pressuposto de normalidade de dados comportamentais e bioquimicos.
Todas as varidveis do presente estudo mostraram uma distribuicdo
normal. Dessa forma, as diferencas entre os grupos experimentais foram
determinadas através de analise de variancia (ANOVA) de duas vias
seguida do teste de post hoc de Duncan (para as analises
comportamentais) quando apropriado ou do teste t de Student (para as
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analises de imunoblotting). As diferencas entre os grupos foram
consideradas significativas para p<0,05. Os resultados estdo expressos
em média + erro padrdo da média (E.P.M.).

2 RESULTADOS

2.1 OBSERVACOES COMPORTAMENTAIS

Para verificar o envolvimento da HO-1 no efeito tipo-
antidepressivo do ZnCl,, o tempo de imobilidade dos camundongos no
TSC foi mensurado (Figuras I1.2A, 11.3A). A fim de excluir a
possibilidade de que alteragbes no tempo de imobilidade no TSC tenha
sido ocasionado devido a alteragbes na atividade locomotora dos
animais, o numero de cruzamentos foi mensurado (Figuras 11.2B,
11.3B).

Os resultados da Figura I1.2A evidenciam que o efeito anti-
imobilidade do ZnCl, (10 mg/kg, p.o.) foi impedido pelo tratamento
com inibidor da HO-1 ZnPP (10 pg/sitio, i.c.v.). A ANOVA de duas
vias mostrou uma diferenca significativo do tratamento com ZnPP
[F(1,28)=8,98, p<0,01], ZnCl, [F(1,28)=5,57, p<0,05] e da interacdo
entre ZnCl, x ZnPP [F(1,28)=7,27, p<0,05]. A analise de post hoc
indicou que o tratamento com ZnPP bloqueou a diminui¢do no tempo de
imobilidade produzido pelo ZnCl; no TSC (p<0,01). A Figura 11.2B
demonstra que a administragdo de ZnPP sozinho ou em combinagéo
com ZnCl, ndo causou qualquer efeito significativo no nimero de
cruzamentos no TCA. A ANOVA de duas vias ndo revelou efeito
significativo no tratamento com ZnPP [F(1,28)=2,96, p=0,10], ZnCl,
[F(1,28)=2,06, p=0,16] e interacdo entre ZnCl, x ZnPP [F(1,28)=0,05,
p=0,83] para 0 nimero de cruzamentos.
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Figura 11.2. Influéncia da inibi¢do da HO-1 nos efeitos do ZnCl, no
TSCe TCA
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Legenda: Efeito do tratamento de camundongos com ZnPP (inibidor da
HO-1; 10 pg/sitio, i.c.v.) no efeito tipo-antidepressivo induzido pelo
ZnCl; (10 mg/kg, p.o.) no TSC (painel A) e na atividade locomotora no
TCA (painel B). As barras representam média + E.P.M. (n = 8).
**p<0,01 comparado com controle (H,O + Veiculo). ##p<0,01
comparado com o grupo tratado com ZnCl,+Veiculo (ANOVA de duas
vias seguida pelo teste de post hoc de Duncan). Abreviaturas: HO-1,
heme oxigenasse 1; i.c.v., intracerebroventricular; ZnCl,, cloreto de
zinco; ZnPP, protoporfirina de zinco.
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Reforcando a nocéo de que a ativagdo da HO-1 estd implicada na
resposta comportamental do ZnCl, no TSC, os resultados ilustrados na
Figura 11.3A mostram que a administracéo de dose subefetiva de ZnCl,
(1 mg/kg, p.o.) em combinacdo com dose subefetiva de CoPP (0,01
ug/sitio, i.c.v.) produziu um efeito anti-imobilidade sinérgico no TSC. A
ANOVA de duas vias revelou diferenca significativa para o tratamento
com ZnCl, [F(1,28)=10,72, p<0,01], mas ndo para o tratamento com
CoPP [F(1,28)=2,99, p=0,06] e interacdo entre ZnCl, x CoPP
[F(1,28)=1,21, p=0,28]. Como revelado pela analise de post hoc, a
administragdo de CoPP em uma dose que ndo produz efeito tipo-
antidepressivo no TSC, produziu um efeito sinérgico quando combinado
com uma dose subefetiva de ZnCl, no TSC (p<0,01). A Figura 11.3B
demonstra que esse efeito ndo foi devido a um efeito psicoestimulante,
ja que a administragdo de ZnCl, e/ou CoPP ndo afetou a locomocao dos
camundongos no TCA (tratamento com CoPP [F(1,28)=0,99, p=0,33],
ZnCl, [F(1,28)=0,06, p=0,80] e interacdo entre ZnCl, x CoPP
[F(1,28)=0,70, p=0,41]).
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Figura 11.3. Influéncia da inducdo da HO-1 nos efeitos do ZnCl, no
TSCe TCA
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Legenda: Efeito do tratamento de camundongos com CoPP (indutor da
HO-1; 0,01 pg/sitio, i.c.v.) em combinacdo com dose subefetiva de
ZnCl, (1 mg/kg, p.o.) no TSC (painel A) e na atividade locomotora no
TCA (painel B). As barras representam média + E.P.M. (n = 8).
**p<0,01 comparado com controle (H,O + Veiculo). (ANOVA de duas
vias seguida pelo teste de post hoc de Duncan). Abreviaturas: CoPP,
protoporfirina de cobalto; HO-1, heme oxigenasse 1; i.c.v.,
intracerebroventricular; ZnCl,, cloreto de zinco.
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A Figura I11.4A mostra a influéncia do tratamento de
camundongos com um antagonista do receptor TrkB K-252a (1 pg/sitio,
i.c.v.) no efeito anti-imobilidade do ZnCl, (10 mg/kg, p.0.) no TSC. A
ANOVA de duas vias mostrou diferencas significantes para o
tratamento com ZnCl, [F(1,28)=12,89, p<0,01] e interacdo entre ZnCl, x
K-252a [F(1,28)=9,53, p<0,01], mas ndo para o tratamento com K-252a
[F(1,28)=3,71, p=0,06]. A analise post hoc indicou que o tratamento
com K-252a aboliu a diminuigdo no tempo de imobilidade produzido
pelo ZnCl, no TSC (p<0,01). Nenhum efeito na atividade locomotora no
TCA foi observado (Figura 11.4B). A ANOVA e duas vias ndo revelou
nenhuma significAncia do tratamento com K-252a [F(1,28)=0,15,
p=0,70], ZnCl; [F(1,28)=1,75, p=0,20] e intera¢do entre ZnCl, x K-252a
[F(1,28)=1,25, p=0,27] para 0 nimero de cruzamentos.
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Figura 11.4. Influéncia do receptor TrkB nos efeitos do ZnCl, no
TSCe TCA
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Legenda: Efeito do tratamento de camundongos com K-252a
(antagonista de receptor TrkB; 1 pg/sitio, i.c.v.) no efeito tipo-
antidepressivo induzido pelo ZnCl, (10 mg/kg, p.o.) no TSC (painel A)
e na atividade locomotora no TCA (painel B). As barras representam
média + E.P.M. (n = 8). **p<0,01 comparado com controle (H,O +
Veiculo). ##p<0,01 comparado com o grupo tratado com
ZnCl,+Veiculo (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de post hoc de
Duncan). Abreviatura: i.c.v., intracerebroventricular; TrkB, receptor
tropomiosina cinase B; ZnCl,, cloreto de zinco.
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2.2 ANALISES BIOQUIMICAS

A fim de enfatizar a importdncia da HO-1 no efeito tipo-
antidepressivo do ZnCl,, investigou-se o efeito do tratamento com
ZnCl; no imunocontetido da HO-1 no cdrtex pré-frontal e hipocampo de
camundongos A Figura 11.5 mostra um Western blotting representativo
do imunoconteddo a HO-1 no cértex pré-frontal (painel A) e no
hipocampo (painel B) de camundongos tratados com ZnCl, (10 mg/kg).
A andlise densitométrica revelou que a administracdo aguda de ZnCl,
(60 min antes das analises) aumentou o imunoconteido da HO-1 no
cortex pré-frontal (painel A) [t(9)=-2,49, p<0,05] (teste t de Student).
Por outro lado, nenhuma mudanca no imunoconteddo da HO-1 foi
observado no hipocampo (painel B) [t(9)=-1,42, p=0,19] (teste t de
Student).
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Figura 11.5. Efeito do tratamento com ZnCl; no imunocontetudo da

HO-1 no cértex pré-frontal e hipocampo
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Legenda: Efeito do tratamento com ZnCl, (10 mg/kg, p.0.) no
imunoconteido da HO-1 no coértex pré-frontal (painel A) e no
hipocampo (painel B). Uma imagem representativa e uma andlise
quantitativa normalizada pela banda da B-actina sdo mostradas. Os
resultados sdo expressos como percentual do controle. As barras
repressantam média + E.P.M. (n = 5-6). **p<0,01 comparado com
controle (teste t de Student). Abreviaturas: HO-1, heme oxigenase-1;

ZnCl,, cloreto de zinco.
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3 DISCUSSAO

O efeito tipo-antidepressivo do zinco em roedores é bem
estabelecido (ROSA et al., 2003; CUNHA et al., 2008; JOSHI et al.,
2012; SZEWCZYK et al., 2015) e, apesar de ja se saber que 0 zinco
pode agir por um mecanismo dependente dos sistemas serotoninérgicos
(CICHY et al.,, 2009; SZEWCZYK et al.,, 2009) e glutamatérgico
(ROSA et al., 2003; DOBOSZEWSKA et al., 2014), ainda ha muito a
ser descoberto. O presente estudo proporciona evidéncias de que tanto a
ativagdo da HO-1 e a inibi¢do de receptores TrkB estdo envolvidos no
efeito anti-imobilidade de ZnCIl, no TSC. Assim, o presente estudo
contribui ainda mais para a compreensdo dos mecanismos subjacentes
aos efeitos do zinco no TSC.

A ativacdo da via Nrf2/HO-1 tem sido implicada na protecdo de
neurdnios contra insulto isquémico (TANAKA et al., 2011; WANG et
al., 2013; HE et al.,, 2014) e na fisiopatologia da depressdo. Foi
demonstrado que a delecdo do Nrf2 em camundongos resultou em um
comportamento tipo-depressivo e diminuiu os niveis de dopamina e
serotonina no cortex pré-frontal (MARTIN-DE-SAAVEDRA et al.,
2013). Digno de nota, o efeito tipo-antidepressivo exercido pela
agmatina foi abolido em camundongos knockout para Nrf2 (FREITAS et
al., 2015). Em concordancia com esses achados, dados da literatura
também demonstraram que animais submetidos a um modelo de
depressdo induzido por corticosterona apresentaram uma diminui¢do nos
niveis de proteina Nrf2 no cdrtex cerebral e hipocampo e que, o
tratamento crénico com fluoxetina, restaurou essas alteragdes
(MENDEZ-DAVID et al., 2015). Em humanos, uma diminuigdo nos
niveis séricos de HO-1 tem sido reportada em pacientes depressivos
(RYBKA et al., 2013). No presente capitulo, foi demonstrado que o
efeito anti-imobilidade do zinco é dependente da ativacdo da HO-1, ja
que a administracdo do inibidor da HO-1 ZnPP impediu os efeitos
comportamentais desse metal. Além disso, a coadministracdo de doses
subefetivas de ZnCl, e do indutor da HO-1 CoPP foi capaz de diminuir
o tempo de imobilidade no TSC. Corroborando esses achados, o inibidor
da HO-1 ZnPP também impede o comportamento tipo-antidepressivo de
outros agentes antidepressivos como acido ascorbico (MORETTI et al.,
2013) e creatina (CUNHA et al., 2015). Similar aos resultados do
presente capitulo, CoPP também exerce efeito sinérgico quando
administrado com doses subefetivas de acido ascorbico (MORETTI et
al., 2013) e creatina (CUNHA et al., 2015).
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A HO também esta relacionada com estresse oxidativo.
Notavelmente, neurdnios superexpressando HO-1 resistem a morte
celular mediada pelo estresse oxidativo (CHEN, GUNTER e MAINES,
2000). A HO-1 também exibe efeito antiapoptdtico contra a toxicidade
glutamatérgica relacionada ao estresse em endotélio vascular encefélico
(PARFENOVA et al., 2006). E bem conhecido que tanto o estresse
oxidativo (CHUNG et al., 2013; BLACK et al., 2015) quanto o aumento
do glutamato causam excitotoxicidade (ZARATE et al., 2010), um
evento que contribui para o desenvolvimento dos sintomas depressivos.
Por outro lado, estudos pré-clinicos sugerem que uma das razdes pela
qual o zinco exerce seu efeito tipo-antidepressivo é devido & modulagdo
de enzimas antioxidantes (BROCARDO et al., 2007; FRANCO et al.,
2008) e a regulagdo dos receptores ou transportadores envolvidos na
neurotransmissdo glutamatérgica (CICHY et al., 2009; TAMANO et al.,
2009; DOBOSZEWSKA et al., 2014).

Nesse capitulo também foi demonstrado um aumento no
imunocontetido da HO-1 no cdrtex pré-frontal, mas ndo no hipocampo
de camundongos seguido da administragdo aguda de zinco. Como
mencionado previamente, a delecdo do Nrf2 resultou em uma
diminuigdo nos niveis de dopamina e serotonina e aumento nos niveis de
glutamato no cortex pré-frontal, enquanto nenhuma mudanca foi
encontrada do hipocampo (MARTIN-DE-SAAVEDRA et al., 2013). O
acido docosahexaenoico, um acido graxo poli-insaturado que exerce
efeitos antidepressivos, foi capaz de reduzir a expressdo de citocinas
inflamat6rias e aumentar a expressdo da HO-1 em microglia BV-2
(células microgliais ativadas e imortalizadas). A desipramina, um
antidepressivo triciclico, também aumentou a expressdo da HO-1 em
microglia BV-2 e potencializou o efeito do acido docosahexaenoico na
expressdo da HO-1 (LU et al., 2010). Além disso, a inducdo da HO-1
pode contribuir para a defesa celular contra dano isquémico no cortex
cerebral, mas ndo no hipocampo (TAKIZAWA et al., 1998). De acordo
com estes resultados, no presente estudo o zinco aumentou o
imunocontetido da HO-1 no cortex pré-frontal, mas ndo no hipocampo,
sugerindo que HO-1 no cortex pré-frontal é mais sensivel ao zinco. No
entanto, ndo se pode descartar a possibilidade de que mudangas no
imunocontetido da HO-1 possam ocorrer em outro tempo ou em sub-
regides do hipocampo ou mesmo em diferentes tipos de células do SNC.

E importante mencionar que a as vias da PI3K/Akt e ERK
regulam, pelo menos in vitro, a expressdo da HO-1 (WU et al., 2006;
MO et al., 2012). Além disso, ja foi demonstrado que a expressdo da
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HO-1 induzida pelo &cido docosahexaenoico é blogueada com o uso de
inibidores das vias da PI3K/Akt e ERK (LU et al., 2010). Vale destacar
gue como demonstrado no capitulo I, bem como em outros dados da
literatura (SZEWCZYK et al., 2015), o efeito tipo-antidepressivo do
zinco pode ser dependente da ativagdo das vias da PI3K/Akt e ERK.
Esses dados reforcam a nogdo de que o zinco pode exercer seu efeito
tipo-antidepressivo, pelo menos em parte, pela influéncia na via da HO-
1.

A superexpressdao da HO-1 pode proteger neurbnios contra
isquemia/reperfusdo encefélica e estd associada a um aumento nos
niveis de BDNF e TrkB, além de um aumento na fosforilagdo da Akt.
Por outro lado, o tratamento com o antagonista do receptor TrkB K-
252a reverteu o aumento nos niveis do BDNF e na fosforilagdo da Akt
induzido pela HO-1 (QI et al., 2014). H& uma infinidade de evidéncias
documentando que o BDNF é implicado na fisiopatologia dos
transtornos depressivos e nos mecanismos envolvidos com as respostas
dos antidepressivos (DUMAN e MONTEGGIA, 2006). Em consonancia
com isso, uma meta-andlise indicou que os niveis séricos de BDNF
estdo diminuidos em pacientes depressivos (SEN, DUMAN e
SANACORA, 2008). Além disso, camundongos BDNF™" exibiram
aumento no tempo de imobilidade no TNF apds estresse moderado
(ADVANI, KOEK e HENSLER, 2009). Adicionalmente, a ablagdo dos
receptores TrkB tornaram os camundongos insensiveis ao tratamento
com antidepressivos (LI et al., 2008). Levando-se em conta que 0
antagonista do receptor de TrkB K-252a impediu o comportamento tipo-
antidepressivo induzido pelo zinco, uma possibilidade que deve ser
considerada e testada em estudos futuros é que HO-1 pode ser um alvo
implicado na modulagéo da sinalizacdo do BDNF, e, consequentemente,
na resposta antidepressiva e que ambos (HO-1 e BDNF) estejam
envolvidos nos efeitos comportamentais do zinco.

4 CONCLUSAO

Apesar de outros mecanismos ou vias poderem estar implicados
na acdo terapéutica do zinco, o aumento da HO-1, principalmente no
cortex pré-frontal, e o envolvimento da sinalizacdo do BDNF podem
contribuir para desencadear a resposta comportamental de zinco no
TSC. Assim, os resultados deste estudo fornecem evidéncias novas
sobre 0s mecanismos subjacentes as respostas comportamentais
antidepressivas do zinco, além de reforcar o papel de HO-1 e da
sinalizacdo do BDNF na depressao.
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CAPITULO I1Il - AVALIACAO DA NEUROTRANSMISSAO
GLUTAMATERGICA NO EFEITO TIPO-ANTIDEPRESSIVO
DO ZINCO NO MODELO DE ESTRESSE CRONICO
IMPREVISIVEL

Como j& mencionado anteriormente nessa tese, 0 estresse crénico
ou intenso pode desencadear mudancas moleculares e celulares, bem
como modificacbes morfoldgicas e estruturais em neurdnios ou em
regides envolvidas na depressao (DURIC e DUMAN, 2013). Vale
destacar que o estresse cronico e/ou intenso pode causar anormalidades
no eixo HPA e desenvolver um papel relevante nos sintomas
depressivos e na recorréncia da depressdo (HAMMEN, 2005). Dentre as
alteracdes neuroquimicas ocasionadas pelo estresse, destaca-se 0
aumento nos niveis extracelulares de glutamato (CHARNEY e MANJI,
2004) e alteragGes na neurotransmissao glutamatérgica em varias regides
encefalicas, incluindo o cdrtex pré-frontal e o hipocampo (POPOLI et
al., 2012). E importante mencionar que o hipocampo expressa
receptores de mineralocorticoides e de glicocorticoides, além de ter altas
concentragcBes de glutamato. A ativacdo dos receptores de
glicocorticoides causa aumento da corrente de calcio levando a um
aumento na ativagdo de receptores NMDA. A superativacdo desses
receptores induz neurotoxicidade e neurodegeneracdo (CHARNEY e
MANUJI, 2004), fenémenos fortemente associados com a depressao.

Entre os varios componentes envolvidos na regulacdo da
neurotransmissdo glutamatérgica, os transportadores de glutamato,
também referidos como EAATS, desempenham um papel chave na
modulacdo do sistema glutamatérgico devido sua capacidade de
diminuir o glutamato do espaco extracelular (JIANG e AMARA, 2011).
Vale destacar que a expressdo de transportadores glutamatérgicos pode
ser influenciada por varias condicdes fisioldgicas ou patoldgicas. Os
glicocorticoides, por exemplo, podem aumentar a expressdo de GLT-1
(EAAT2 em humanos) no hipocampo de ratos (AUTRY et al., 2006) e a
ativacdo da Akt é capaz de induzir a expressao de GLT-1 em cultura de
astracitos (LI et al., 2006) e EAAC1 (EAAT3 em humanos) em células
de glioma (KRIZMAN-GENDA et al., 2005), afetando indiretamente a
neurotransmissdo glutamatérgica. O GFAP também pode ser alterado
em condicbes de estresse e depressdo, além de poder modular a
atividade da captacdo de glutamato através dos efeitos sobre o trafico e
expressdo de superficie dos transportadores (HUGHES et al., 2004; LIU
etal., 2011; POPOLI et al., 2012).
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Como recentemente revisado (SWARDFAGER et al., 2013),
varios processos fisiologicos que estdo desregulados na depressdo
podem ser modulados pelo zinco, incluindo a inflamagdo, a resposta
neuroenddcrina ao estrese, 0 estresse oxidativo, a neuroprotecdo e a
neurotransmissdo monoaminérgica e glutamatérgica. Além disso, tem
sido sugerido que o zinco esta envolvido no estoque, liberacdo ou
recaptacdo de glutamato e na modulagdo dos receptores glutamatérgicos
(FREDERICKSON et al., 2000b; FREDERICKSON, KOH e BUSH,
2005; PAOLETTI et al., 2009).

Considerando essa fundamentagdo tedrica, o objetivo do presente
capitulo foi explorar o efeito do zinco em relacdo ao comportamento
tipo-depressivo induzido pelo estresse, altera¢fes na toxicidade induzida
pelo glutamato e na expressdo de proteinas envolvidas no controle da
neurotransmissdo glutamatérgica no hipocampo de camundongos.

1 MATERIAIS E METODOS

1.1 ANIMAIS

Camundongos Swiss fémeas (55-60 dias, pesando 30-45 g) foram
mantidas em condicdo padréo de biotério (20-22°C), com livre acesso a
agua e comida, em ciclo claro/escuro de 12:12 horas (luz acesa as
7:00h). Os animais foram alocados em grupos de 15 em um caixa com
41x34x16 cm. Os testes comportamentais foram conduzidos entre 9:00h
e 16:00h. Os animais foram aclimatizados na sala de experimentagédo
pelo menos 12 horas antes dos testes comportamentais. Os experimentos
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo n° PP00795 — Anexo
A). Todos os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento dos
animais e para reduzir o nimero de animais utilizados nos experimentos.

1.2 COMPOSTOS E TRATAMENTOS

ZnCl, e fluoxetina (obtidos da Sigma Chemical Co., St. Louis,
U.S.A) foram dissolvidos em agua destilada e administrada oralmente
(p.0.) em dose de 10 mg/kg uma vez ao dia durante os Ultimos 7 dias do
procedimento de estresse cronico imprevisivel. A dose de ZnCl,
utilizada foi escolhida baseada em experimentos prévios do laboratdrio
(CUNHA et al., 2008). ZnCl, e fluoxetina foram preparadas logo antes
da administracdo, que foi realizada em um volume de 10 ml/kg. Para
desenvolver o estudo, os camundongos foram divididos em 6 grupos: (1)
ndo estressado + veiculo; (2) ndo estressado + ZnCly; (3) ndo estressado
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+ fluoxetina; (4) estressado + veiculo; (5) estressado + ZnCl,; (6)
estressado + fluoxetina.

1.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O protocolo de estresse cronico imprevisivel, adaptado do
procedimento descrito por Lu et al. (2006), consiste de uma variedade
de estressores aplicados aleatoriamente ao longo dos dias por 14 dias
(Tabela 111.1). Este protocolo foi concebido de modo a minimizar a
predicdo. Os animais foram divididos em dois grupos: camundongos
controle (ndo estressados) e camundongos estressados (que foram
submetidos pelo protocolo de estresse crénico imprevisivel). Animais
controle e estressados foram mantidos em gabinetes climatizados
separados devido ao odor ocasionado pelo estresse. Durante os 14 dias
de protocolo, os animais controle foram mantidos em suas caixas de
acordo com as condi¢des previamente reportadas. No 15° dia, 24 horas
apés a Ultima administragdo dos tratamentos (ZnCl,, fluoxetina ou
veiculo) e da exposicdo ao Ultimo estressor, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais. No 16° dia, os animais foram
eutanasiados por decapitacdo e os hipocampos foram coletados para
analises bioquimicas (Western blotting ou toxicidade induzida por
glutamato).

Para o procedimento de estresse crénico imprevisivel, os
camundongos foram expostos a varios estimulos estressores
imprevisiveis, como mostrado na Tabela I11.1. O nado forcado ou
banho frio foram realizados por colocagdo do animal em um recipiente
cilindrico aberto (didmetro 10 cm, altura 25 cm) contendo 19 cm de
agua a 25 + 1 °C (para o nado for¢cado) ou 15 + 1°C (para o banho frio).
O choque nas patas foi aplicado em um aparelho constituido por uma
caixa de plastico de 50 x 25 x 25 cm, com uma parede de vidro
dianteira, cujo piso tinha barras paralelas de bronze de 10 mm. Os
camundongos foram colocados cuidadosamente sobre as barras e
receberam choques nas patas (0,7 mA, 0,5 seg/min por 3 min). Os
protocolos de confinamento por imobilizacdo ou imobilizacdo no frio
foram aplicados por um periodo de 90 min (20-22°C) ou 7 min (8°C),
respectivamente, utilizando um aparato de contencdo individual de
roedores feito de acrilico fenestrado. A maravalha molhada e caixa
inclinada consistiram em deixar a maravalha Umida, associada com a
inclinacdo da caixa a 45° por 24h. O prendedor pela cauda foi realizado
colocando um prendedor localizado a 1 cm a partir da base da cauda (foi
usado algoddo para evitar lesdo na cauda), como previamente descrito
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por (LU et al., 2006). O numero de animais utilizados para esse
protocolo e para os testes comportamentais foram de 8 por grupo.

Tabela I11.1. Protocolo de comportamento tipo-depressivo induzido
pelo protocolo do estresse cronico imprevisivel

Dia | Estressor Duracéo Hora

1 Confinamento 90 min 14:00h

2 Banho frio (15°C) 10 min 09:30h

3 Maravalha molhada / caixa 24 h 10:30h
inclinada 45°

4 Confinamento no frio (8°C) 7 min 17:30h

5 Prendedor na cauda 10 min 13:00h

6 Nado forgado 6 min 14:00h

7 Confinamento 90 min 09:30h

8 Choque inescapavel (0,7 mA, 0,5 3 min 08:30h
seg/min)

9 Banho frio (15°C) 10 min 14:30h

10 Maravalha molhada / caixa 24 h 13:00h
inclinada 45°

11 Choque inescapavel (0,7 mA, 0,5 3 min 18:30h
seg/min)

12 Confinamento no frio (8°C) 7 min 10:00h

13 Prendedor na cauda 10 min 14:30h

14 Choque inescapavel (0,7 mA, 0,5 3 min 15:00h
seg/min)

1.4 TESTES COMPORTAMENTAIS
O diagrama do protocolo experimental é demonstrado na Figura
1.
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Figura 111.1. Diagrama do protocolo experimental
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Legenda: Camundongos Swiss fémeas foram submetidos ao protocolo
de estresse cronico imprevisivel por 14 dias. Do 7° ao 14° dias os
animais também receberam ZnCl, (10 mg/kg), fluoxetina (10 mg/kg) ou
veiculo (grupo controle). No 15° dia, 24 horas ap6s a Ultima
administragdo dos tratamentos (ZnCl,, fluoxetina ou veiculo) e apds o
Gltimo  estressor, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais. No 16° dia, os hipocampos foram coletados para
analises bioquimicas. Abreviatura: ZnCl,, cloreto de zinco.

1.4.1 Teste de suspensdo pela cauda (TSC)
O TSC foi realizado conforme descrito anteriormente (item 1.3.1
do capitulo 1).

1.4.2 Teste do campo aberto (TCA)
O TCA foi realizado conforme descrito anteriormente (item 1.3.2
do capitulo 1).

1.5 TOXICIDADE INDUZIDA PELO GLUTAMATO

No 16° dia do protocolo, camundongos (5-6 por grupo) foram
eutanaziados por decapitacdo e os hipocampos foram rapidamente
removidos e mantidos em tampdo Krebs-Ringer bicarbonato (KRB)
composto por NaCl 122mM; KCI 3mM; MgSO, 1,2mM; CaCl, 1.3
mM; KH,PO, 0,4 mM; NaHCO; 25 mM; D-glicose 10 mM gelado e
gaseificado com carbogénio (95% O, - 5% CO,) para atingir o pH de
7,4. As fatias de 0,4 mm de espessura foram obtidas usando um fatiador
de tecidos (Mcllwain Tissue Chopper) e pré-incubadas por 30 min a
37°C em pocos de cultura de acordo como descrito previamente (MOLZ
et al.,, 2008). Em seguida, as fatias foram expostas por 1 h ao L-
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glutamato (Sigma) (10 mM) diluido no meio de incubacdo descrito
acima. Apos esse periodo, o meio foi retirado e substituido por um meio
de cultura nutritivo composto de 50% KRB, 50% DMEM (Gibco, Grand
Island, NY), HEPES 20 mM, e gentamicina 100 pg/ml. As fatias foram
mantidas por 4 h em uma atmosfera modificada a 95% de ar e 5% de
CO, a 37°C para avaliar a viabilidade celular (MOLZ et al., 2008;
MOLZ et al., 2011).

A viabilidade celular foi determinada através da capacidade das
células em reduzirem o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-difeniltetrazolium
brometo (MTT; Sigma) (MOSMANN, 1983). As fatias hipocampais
foram incubadas com MTT (0,5 mg/ml) em KRB por 20 min a 37°C. O
anel tetrazdlio do MTT pode ser clivado através de reducdo por
desidrogenases mitocondriais, produzindo um precipitado formazan. O
formazan produzido foi solubilizado pela adicdo de DMSO, resultando
em um composto com cor de cor purpura cuja densidade Optica foi
mensurada com um leitor de ELISA (540 nm).

1.6 ANALISES BIOQUIMICAS
1.6.1 Preparacéo do tecido

No 16° dia do protocolo, camundongos (4-5 por grupo) foram
eutanasiados por decapitagdo e os hipocampos foram rapidamente
dissecados (4°C) e armazenados a uma temperatura de -80°C até o uso.
As amostras foram preparadas e a dosagem de proteina foi feita como
descrita anteriormente (item 1.4.1 do capitulo 1).

1.6.2 Western blotting

A mesma quantidade de proteina (60 ug por pogo) para cada
amostra foi eletrotransferida em minigéis de SDS-PAGE (10% de
acrilamida) e transferida para membrana de nitrocelulose usando um
sistema de transferéncia a 40 mV e 216 mA por 1h30 (ECL Semi-dry
Blotters, Amersham Biosciences, England). Para verificar a eficiéncia
da transferéncia, os géis foram corados com Coomassie blue e as
membranas com Ponceau S.

Apds essa etapa, as membranas resultantes foram incubadas em
uma solucdo de bloqueio (5% de leite em pd desnatado em TBS) por 1
hora a temperatura ambiente. Subsequentemente, as membranas foram
incubadas com anticorpos anti-GLT-1 (Santa Cruz, 1:1000), anti-
EAAC1 (Millipore, 1:1000), anti-GFAP (Sigma, 1:1000) and anti-
phospho-Akt (Ser473) and anti-Akt (Cell Signaling, 1:1000). Todos os
anticorpos foram diluidos em uma solucdo de TBS que continha 0.1%
Tween 20 (TBS-T). A seguir, todas as membranas foram incubadas com
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anticorpo secundario anti-coelho conjugado com peroxidase (Millipore
1:2500), exceto as membranas para EAAC1, que foram incubadas com
anticorpo secundario anti-cabra conjugado com peroxidase (Santa Cruz
1:2000) por 1 hora. A imunoreatividade das bandas foi revelada por
quimioluminescéncia com o reagente LumiGLO® (Cell Signaling,
Beverly, MA, EUA), segundo especificagdes do fabricante. Todas as
etapas de bloqueio 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 (Santa Cruz, 1:250) para
verificar se a mesma quantidade de proteinas teriam sido aplicadas no
gel e avaliadas com um anticorpo secundario anti-camundongo
conjugado com peroxidase (Cell Signaling 1:5000).

A DO das bandas foi quantificada usando Image Lab software®
(Bio-Rad Laboratories). O nivel de fosforilagdo da Akt foi determinado
pela razdo entre a DO da Akt fosforilada / DO da Akt total. Os
imunocontetidos ds GLT-1, EAAC1, GFAP, Akt total e Akt fosforilada
foram determinados pelas relagdes entre as DO dessas proteinas / DO da
[B-actina respectiva. Os dados foram expressos como porcentagem em
relagéo ao controle (considerado como 100%).

1.7 ANALISES ESTATISTICAS

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar o
pressuposto de normalidade de dados comportamentais e bioquimicos.
Todas as varidveis do presente estudo mostraram uma distribuicdo
normal. Dessa forma, as diferengas entre 0s grupos experimentais foram
determinadas através ANOVA de duas vias seguida do teste de post hoc
de Duncan (para as analises comportamentais e imunoblottings) quando
apropriado ou ANOVA de trés vias (para a toxicidade induzida por
glutamato). As diferencas entre 0s grupos foram consideradas
significativas para p<0,05. Os resultados estdo expressos em média +
E.P.M..

2 RESULTADOS

2.1 OBSERVACOES COMPORTAMENTAIS

A Figura I111.2A mostra a influéncia do tratamento de
camundongos com ZnCl, e fluoxetina no comportamento tipo-
depressivo induzido pelo protocolo de estresse crénico imprevisivel. A
ANOVA de duas vias revelou diferencas significativas para o protocolo
de estresse [F(1,42)=4,15, p<0,05], tratamento [F(2,42)=69,55, p<0,01]
e interacdo entre estresse x tratamento [F(2,42)=15,49, p<0,01]. Analise
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de post hoc indicou que a exposi¢do a diferentes estressores por 14 dias
aumentou significativamente o tempo de imobilidade no TSC, quando
comparado com o grupo controle (p<0,01). A administracdo de ZnCl,
por 7 dias impediu o aumento no tempo de imobilidade em
camundongos estressados (p<0,01), um efeito comparavel ao exercido
pela fluoxetina (p<0,01). ZnCl, e fluoxetina administrados em
camundongos ndo estressados também foram capazes de diminuir o
tempo de imobilidade no TSC, em comparagdo com os animais controle
(p<0,01).

A fim de se excluir a possibilidade de que as altera¢fes no tempo
de imobilidade no TSC fossem devido a qualquer interferéncia na
atividade locomotora dos animais, foi mensurado o nimero de
cruzamentos (Figura 111.2B). Nenhum dos tratamentos alterou a
atividade locomotora no TCA (protocolo de estresse [F(1,42)=1,87,
p=0,18], tratamento [F(2,42)=0,60, p=0,55] e interagdo entre protocolo
de estresse x tratamento [F(2,42)=2,36, p=0,11]).
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Figura 111.2. Efeito do tratamento com ZnCl, ou fluoxetina no
protocolo de estresse crénico imprevisivel
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Legenda: Efeito do tratamento repetido com ZnCl, ou fluoxetina no
tempo de imobilidade no TSC (painel A) e na atividade locomotora no
TCA (painel B) em camundongos submetidos ao protocolo de estresse
cronico imprevisivel. As barras representam médias + E.P.M. (n = 8).
**p<0,01 comparado com grupo controle, ##p<0,01 comparado com
grupo estresse + veiculo. (ANOVA de duas vias seguida de post hoc de
Duncan). Abreviatura: ZnCl,, cloreto de zinco.
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2.2 ANALISES BIOQUIMICAS

A Figura 111.3 mostra um Western blotting representativo do
imunocontetdo hipocampal do GFAP obtido de camundongos
estressados ou ndo estressados. A andlise densitométrica ndo revelou
mudancas no imunoconteddo da GFAP (protocolo de estresse
[F(1,24)=0,32, p=0,58], tratamento [F(2,24)=0,69, p=0,51] e interacdo
entre protocolo de estresse x tratamento [F(2,24)=0,58, p=0,57]).

Figura 111.3. Efeito repetido do tratamento com ZnCl, ou fluoxetina
no imunoconteido de GFAP no hipocampo de camundongos
submetidos ao protocolo de estresse cronico imprevisivel
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Legenda: Efeito repetido do tratamento com ZnCl, ou fluoxetina no
imunocontetido de GFAP no hipocampo de camundongos submetidos
ao protocolo de estresse cronico imprevisivel. Uma imagem
representativa e a analise quantitativa normalizada pelo contedo da f-
actina é mostrada. Os resultados sdo expressos como percentual do
controle (média + E.P.M. de 5 camundongos; ANOVA de duas vias).
Abreviaturas: GFAP, proteina glial fibrilar acida; ZnCl,, cloreto de
zinco.
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GLT-1, o principal transportador de glutamato glial foi avaliado
por Western blotting e um resultado representativo do imunocontetdo
hipocampal do GLT-1 de camundongos estressados ou ndo estressados é
demonstrado na Figura I11.4A. A anélise densitométrica também néo
revelou mudancas no imunoconteddo hipocampal de GLT-1 (protocolo
de estresse [F(1,24)=2,16, p=0,15], tratamento [F(2,24)=1,33, p=0,28] e
interacdo entre protocolo de estresse x tratamento [F(2,24)=1,02,
p=0,38]). Por outro lado, ANOVA de duas vias revelou diferenca
significativa para o imunoconteddo de EAACL (Figura I111.4B)
(protocolo de estrese [F(1,18)=3,64, p=0,07], tratamento [F(2,18)=1,41,
p=0,27] e interagdo entre protocolo de estresse x tratamento
[F(2,18)=3,72, p<0,05]). Andlise de post hoc indicou que em animais
ndo estressados, o tratamento com ZnCl, ou fluoxetina aumentou o
imunocontetido de EACC1 quando comparado com animais tratados
com veiculo (p<0,05). O protocolo de estresse cronico imprevisivel
também foi capaz de aumentar o imunoconteido de EAAC1 (p<0,01).
Similarmente, 7 dias de administragdo de ZnCl, aumentou
significativamente o imunoconteldo de EAAC1 em camundongos
estressados (p<0,05), um efeito compardvel com o exercido pela
fluoxetina (p<0,01).
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Figura I11.4. Efeito repetido do tratamento com ZnCl, ou fluoxetina
no imunoconteido de GLT-1 e EAAC-1 no hipocampo de
camundongos submetidos ao protocolo de estresse cronico
imprevisivel
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Legenda: Efeito repetido do tratamento com ZnCl, ou fluoxetina no
imunocontelido de GLT-1 (painel A) e EAAC-1 (painel B) no
hipocampo de camundongos submetidos ao protocolo de estresse
cronico imprevisivel. Uma imagem representativa e a analise
quantitativa normalizada pelo conteldo da p-actina é mostrada. Os
resultados sdo expressos como percentual do controle (média + E.P.M.
de 4-5 camundongos; ANOVA de duas vias). *p<0,05 comparado com
0 grupo controle (ndo estressado + veiculo), **p<0,01 comparado com 0
grupo controle (ndo estressado + veiculo). Abreviaturas: ZnCl,, cloreto
de zinco.
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Nenhuma alteracdo na razdo p-Akt/t-Akt (Figura 111.5A) foi
observada em qualquer grupo experimental (protocolo de estresse
[F(1,21)=0,02, p=0,89], tratamento [F(2,21)=1,13, p=0,32] e interacao
entre protocolo de estresse x tratamento [F(2,21)=0,04, p=0,96]).
Entretanto, em relacdo & Akt, a ANOVA de duas vias revelou uma
diferenca significativa para interagdo entre protocolo de estresse x
tratamento [F(2,23)=4,05, p<0,05]), mas ndo mostrou um efeito
significativo do protocolo de estresse [F(1,23)=2,70, p=0,11] e do
tratamento [F(2,23)=1,66, p=0,21] (Figura 111.5B). Analise de post hoc
indicou que em camundongos estressados, 0 imunocontetido da Akt
estava aumentado (p<0,05). O tratamento com ZnCl, (em camundongos
ndo estressados ou estressados) também aumentou o imunocontetido da
Akt (p<0,05). Por outro lado, o tratamento com fluoxetina néo alterou o
imunocontetido da Akt (nem em animais ndo estressados € nem em
animais estressados). Nenhuma alteracdo no imunocontetdo da p-Akt
(Figura 111.5C) foi observada em qualquer grupo experimental
(protocolo de estresse [F(1,24)=0,63, p=0,43], tratamento [F(2,24)=0,86,
p=0,43] e interacdo entre protocolo de estresse x tratamento
[F(2,24)=1,11, p=0,34]).
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Figura I11.5. Efeito repetido do tratamento com ZnCl, ou fluoxetina
na relacdo p-Akt/t-Akt e no imunoconteido da t-Akt e p-Akt no
hipocampo de camundongos submetidos ao protocolo de estresse
crénico imprevisivel

A
Controle Estresse

H,O ZnCl, Fliox H,O ZnCl, Fluox
P-AKE (60 kDa)—p- o S —— — —

T-AKE (60 KDa)=r  wv o — — — —

B-actina (45 kDa)=> Sy — — a—

[ Veiculo
W ZnCl,
- [ Fluoxetina
(3]
=]
N -
= E 180
€38
S 100
2=
=3
1=}
ST 5o
N =
=
2 <
Controle Estresse
B
[] Veiculo
- B ZnCl,
E * . [ Fluoxetina
; 250 T
Qg
~ 3 200
T
S E 150
- 9
23 100 l
.@
Controle Estresse
C
] Veiculo
o W 7nCl,
s ] Fluoxetina
1'3 % 350
- "
T g 300
2 S 2501 —
SR 200
=<
< g 1504 _
.5 ; 100
2 s
o v T T T
Controle Estresse

Legenda: Efeito repetido do tratamento com ZnCl, ou fluoxetina na
relacdo p-Akt/t-Akt (painel A) e no imunocontetdo da t-Akt (painel B) e
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p-Akt (painel C) no hipocampo de camundongos submetidos ao
protocolo de estresse cronico imprevisivel. Uma imagem representativa
e a analise quantidade normalizada pelo contetdo da t-Akt é mostrada.
O nivel de fosforilagdo da Akt foi determinado pela relacdo da DO da
banda fosforilada sobre a DO da banda total. Os imunocontetdos da t-
Akt e p-Akt foram normalizados pelo conteldo da p-actina. Os
resultados sdo expressos como percentual do controle (média + E.P.M.
de 4-5 camundongos; ANOVA de duas vias). *p<0,05 comparado com
0 grupo controle (ndo estressado + veiculo). Abreviaturas: Akt, proteina
cinase B; ZnCl,, cloreto de zinco.

2.3 TOXICIDADE INDUZIDA PELO GLUTAMATO

As fatias hipocampais obtidas dos animais controle ou
submetidas ao protocolo de estresse crénico imprevisivel e que foram
incubadas ex vivo com 10 mM de glutamato tiveram uma redugdo na
viabilidade celular comparada com fatias hipocampais incubadas com o
tampdo (KRB). O tratamento com ZnCl, ou fluoxetina ndo protegeu
contra a toxicidade induzida pelo glutamato (Figura 111.6). A ANOVA
de trés vias revelou que as fatias hipocampais que ndo foram incubadas
com glutamato tinham uma viabilidade celular similar em todos os
grupos (nem o protocolo de estresse e nem o tratamento com ZnCl, ou
fluoxetina influenciou na viabilidade celular) (protocolo de estresse
[F(1,51)=0,30, p=0,59], tratamento [F(2,51)=1,31, p=0,28]). A
exposicao das fatias hipocampais a 10 mM de glutamato resultou em
uma diminuicdo na viabilidade celular, mensurada pela redugdo do MTT
(incubagdo com glutamato [F(1,51)=52,72, p<0.01]). O protocolo de
estresse crénico imprevisivel ndo foi efetivo em prevenir ou intensificar
a diminuicdo na viabilidade celular. Apesar do tratamento com ZnCl, ou
fluoxetina ndo terem prevenido a morte celular induzida por glutamato,
existiu uma tendéncia desses tratamentos em prevenir a redugdo na
viabilidade celular induzida pelo glutamato (interagdo entre incubacao
de glutamato x tratamento [F(2,51)=3,062, p=0,056]). As demais
interacdes ndo deram diferenca significativa na ANOVA de trés vias
(interacdo entre incubacdo com glutamato x protocolo de estresse
[F(1,51)=1,27, p=0,27], interacdo entre tratamento X protocolo de
estresse [F(2,51]=0,32, p=0,73] e interacdo entre incubacdo com
glutamato x tratamento x protocolo de estresse [F(2,51)=0,04, p=0,96]).



162

Figura 111.6. Avaliacdo da viabilidade celular em fatiais
hipocampais expostas ao glutamato de camundongos previamente
tratados com ZnCl, ou fluoxetina e submetidos ao protocolo de
estresse crénico imprevisivel
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Legenda: Fatias hipocampais ndo tratadas (controle) ou tratadas com 10
mM de Glu foram incubadas por 1 h em meio de cultura. Ap6s esse
periodo, 0 meio foi substituido por um meio de cultura sem glutamato e
as fatiais foram mantidas por mais 4 h. O grupo controle (ndo estressado
e ndo tratado) foi considerado como 100% e representa a viabilidade
celular de fatias incubadas apenas com meio de cultura. MTT (0,5
mg/ml) foi incubado por 20 minutos a 37°C e a viabilidade celular foi
mensurada a 540 nm. **p<0,01 fatias hipocampais incubadas com
glutamato comparada com fatias ndo submetidas ao glutamato. Os
valores sdo expressos em media + E.P.M. (n = 5-6 realizado em
triplicata). (ANOVA de trés vias). Abreviaturas: Glu, glutamato; ZnCl.,
cloreto de zinco.

3 DISCUSSAO

Os principais resultados desse capitulo podem ser sumarizados a
seguir: [a] o protocolo de estresse cronico imprevisivel aumentou o
tempo de imobilidade no TSC, um resultado indicativo de
comportamento tipo-depressivo; [b] a prevencdo desse comportamento
tipo-depressivo foi evidenciada em camundongos estressados tratados
com zinco ou fluoxetina; [c] nenhuma alteracdo no imunocontelido de
GLT-1, GFAP e Akt fosforilada ou na fosforilacdo da Akt (relacdo Akt
fosforilada/Akt total) foi observada em qualquer grupo experimental; [d]
0 imunoconteldo do EACC1 foi aumentado em camundongos
estressados tratados com zinco, fluoxetina ou veiculo e em animais nao



163

estressados tratados com zinco e fluoxetina; [e] o imunocontetdo da Akt
foi aumentado em camundongos estressados e em animais tratados com
zinco (estressados ou ndo estressados); [f] a exposicdo de fatias
hipocampais ao glutamato significativamente diminuiu a viabilidade
celular, mas nem o protocolo de estresse crénico imprevisivel e nem o
tratamento com zinco ou fluoxetina alteraram esse resultado.

Modelos de depressdo sdo utilizados, principalmente, a fim de
avaliar a eficacia de candidatos antidepressivos, bem como para
investigar os aspectos fisiopatoldgicos relacionados a este transtorno de
humor. O modelo do estresse crénico imprevisivel foi desenvolvido
numa tentativa de reproduzir um dos principais fatores ambientais
relacionados com o desenvolvimento da depressdo em seres humanos
(WILLNER, 1997). Estudos utilizando esse modelo animal tem
demonstrado que o estresse cronico imprevisivel é capaz de aumentar o
tempo de imobilidade em testes de desespero comportamental, por
exemplo, no TSC e TNF, demonstrando que esse modelo ocasiona um
comportamento tipo-depressivo, que € prevenido com o uso de
antidepressivos (LU et al., 2006; LARSEN et al., 2010; KUMAR,
KUHAD e CHOPRA, 2011; MORETTI et al., 2012). Além disso, este
modelo de estresse provoca uma diminuigdo do consumo de solugdo
doce palatavel, diminuicdo de autocuidado e do comportamento
motivacional, sintomas comparaveis a anedonia, que é um dos sintomas
necessarios para o diagndstico da depressdo em seres humanos
(WILLNER et al.,, 1987; LU et al., 2006; GARCIA et al., 2009;
ISINGRINI et al., 2010). Além disso, 0 modelo de estresse crénico
imprevisivel tem caracteristicas fisiopatologicas da depressdo em
humanos, como por exemplo, 0 evento causal (estresse), a diminui¢ao
dos niveis de BDNF e do fator de crescimento do nervo no hipocampo e
no cértex pré-frontal (LIU et al., 2014; FILHO et al., 2015), 0 aumento
nos niveis séricos de corticosterona e dos niveis de citocinas
inflamatérias (ZHANG et al., 2015). Levando em consideracdo o
exposto, estd bem estabelecido que este modelo animal tem uma boa
validade preditiva (mudangas comportamentais sdo revertidas pelo
tratamento crénico com antidepressivos), validade de face (similaridade
dos sintomas) e validade de constructo (semelhanca nas caracteristicas
fisiopatoldgicas/etiologia) (WILLNER, MUSCAT e PAPP, 1992;
WILLNER, 1997; 2005). Sendo assim, os dados do presente capitulo
estdo de acordo com dados prévios que demonstram um comportamento
tipo-depressivo induzido pelo estresse cronico imprevisivel em
roedores.
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O presente capitulo também demonstrou que o tratamento nos
Gltimos 7 dias com zinco ou fluoxetina foi capaz de prevenir o
comportamento tipo-depressivo induzido pelo protocolo de estresse
cronico imprevisivel (14 dias). Além disso, é importante mencionar que
nem o zinco e nem a fluoxetina afetaram a locomocao espontanea dos
animais, excluindo a hipotese de que efeitos psicoestimulantes possam
ser 0s responsaveis pelos efeitos comportamentais no TSC. De forma
similar, estudos pré-clinicos tem demonstrado que o zinco tem um efeito
tipo-antidepressivo em testes preditivos para depressio (KROCZKA et
al., 2000; KROCZKA et al., 2001; ROSA et al., 2003; CUNHA et al.,
2008; LOBATO et al., 2008; SZEWCZYK et al., 2009). Refor¢ando a
nocdo de que o zinco desempenha um papel significativo na
fisiopatologia da depressdo, estudos pré-clinicos demonstraram que
camundongos knockout para GPR39 (receptor do zinco) exibem um
comportamento de tipo-depressivo (MLYNIEC et al., 2015a). Além
disso, a falta do gene do GPR39 prejudicou a resposta dos
antidepressivos que atuam no sistema monoaminérgico (MLYNIEC,
GAWEL e NOWAK, 2015). E interessante observar que ratos
deficientes em zinco apresentaram uma diminuigdo na expressdo de
GPR39 no hipocampo e no cortex frontal (MLYNIEC et al., 2014).
Digno de nota, outros estudos pré-clinicos ja demonstraram que 0 zinco
exerceu efeitos antidepressivos em modelos de depressdo, como o
modelo da bulbectomia olfatéria (NOWAK et al., 2003b) e o0 estresse
cronico imprevisivel (CIESLIK et al., 2007), ambos realizados em ratos.
E importante mencionar que o tratamento crénico com zinco também
preveniu alteracdes induzidas pelo estresse cronico imprevisivel, como a
reducdo nos niveis de BDNF em ratos (CIESLIK et al., 2011). Assim,
os resultados do presente trabalho reforcam o efeito tipo-antidepressivo
do zinco, demonstrando que esse mineral também ¢ efetivo em reverter
a alteracdo comportamental induzida pelo estresse crénico imprevisivel
em camundongos. Vale destacar que, outros nutrientes que também
estdo emergindo como compostos para auxiliar no tratamento da
depressdo, nomeadamente acido ascérbico (MORETTI et al., 2012),
magnésio (POCHWAT et al., 2014) e cromo (DUBEY et al., 2015),
exibem um perfil comportamental similar quando sdo avaliados em
protocolos de estresse.

A GFAP ¢é uma proteina de filamento intermediario que tem sido
considerada como um marcador de astrocitos e pode ser induzida por
degeneracdo, dano ou envelhecimento (SANACORA e BANASR,
2013). Em ratos submetidos a protocolos de estresse cronico (2
estressores por dia por 35 dias) foi reportado uma diminuicdo na
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expressao do RNAm para GFAP no cortex pré-frontal associado a um
comportamento tipo-depressivo (BANASR e DUMAN, 2008; BANASR
et al., 2010), enquanto que o tratamento com riluzol protegeu contra as
alteracBes comportamentais e a reducdo na expressao da GFAP induzida
pelo estresse crénico imprevisivel (BANASR et al., 2010). Similar a
esses resultados, o estresse de contencdo crénico (6h/dia por 3 semanas)
diminuiu os niveis da proteina GFAP na matéria cinzenta periaquedutal
de ratos (IMBE et al., 2012). Em dois outros estudos, os niveis de
RNAmM e da proteina GFAP foram diminuidos no hipocampo de ratos
submetidos ao estresse cronico imprevisivel (por 5 semanas) (LIU et al.,
2009; 2011). Por outro lado, em ratos submetidos ao estresse de
separacdo neonatal, uma reducdo no nimero de células marcadas para
GFAP foi observada no cdrtex pré-central medial, mas ndo no
hipocampo (MUSHOLT et al., 2009). No presente estudo, ndo foi
observado nenhuma mudanca no imunoconteldo da GFAP no
hipocampo de camundongos submetidos ao protocolo de estresse
cronico imprevisivel ou aos tratamentos. E possivel que o periodo do
protocolo (nimero de dias) ndo tenha sido suficiente para induzir
mudancas nessa proteina, apesar de ndo se descartar a possibilidade de
que mudangas nesse pardmetro terem ocorrido em outras regides
encefalicas.

O envolvimento do sistema glutamatérgico na fisiopatologia da
depressdo é bem reconhecido (MATHEWS, HENTER e ZARATE,
2012), embora ainda ha muito a ser descoberto. O glutamato é o
principal neurotransmissor excitatorio no SNC de mamiferos, mas um
conteldo excessivo desse neurotransmissor na fenda sinaptica pode
provocar efeitos excitotoxicos (NICIU, KELMENDI e SANACORA,
2012). E interessante ressaltar que o antagonista do receptor NMDA
cetamina produz acdo antidepressiva rapida e duradoura em pacientes
resistentes ao tratamento (BERMAN et al., 2000; ZARATE et al.,
2006), além de um efeito tipo-antidepressivo em roedores (GARCIA et
al., 2008; REUS et al., 2011). Adicionalmente, uma diminuicdo na
expressdo e no conteldo dos EAATS e da glutamina sintetase tem sido
reportada  no encéfalo pos-morte de pacientes depressivos
(CHOUDARY et al., 2005; MIGUEL-HIDALGO et al., 2010;
BERNARD et al., 2011), sugerindo que o metabolismo e o clearance do
glutamato provavelmente estdo prejudicados no encéfalo de pacientes
depressivos. Deve-se também mencionar que o protocolo de estresse
cronico imprevisivel aumenta o conteldo vesicular de glutamato no
hipocampo dorsal (RAUDENSKY e YAMAMOTO, 2007). Por outro
lado, o tratamento agudo com antagonistas de receptor NMDA melhora
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comportamentos tipo-anedénico e tipo-ansiogénico induzidos pelo
estresse cronico imprevisivel (L1 et al., 2011).

Dessa forma, o presente estudo investigou a influéncia do estresse
cronico imprevisivel, do zinco ou da fluoxetina no imunocontetdo de
transportadores de glutamato, que sdo respostaveis por auxiliar na
manutencdo dos niveis fisioldgicos de glutamato no encéfalo, bem como
em um modelo ex vivo de toxicidade induzida por glutamato.

GLT-1 (ou EAAT2) é amplamente expresso em astrdcitos em
todas as regiBes encefalicas, principalmente no hipocampo e no
neocortex (LEVY et al., 1993; ZHOU e DANBOLT, 2013). A down-
regulation do GLT-1 tem sido reportada em varias doengas neurolédgicas
tais como, psicoses, epilepsia, acidente vascular encefalico e doencas
neurodegenerativas (SONI, REDDY e KUMAR, 2014). Dados da
literatura demonstraram que ratos submetidos ao estresse exibem
aumento na expressdo da proteina GLT-1 na regido CA3 e no giro
denteado do hipocampo (AUTRY et al., 2006). Em outro estudo,
estresse de imobilizagdo crénico (6h de imobilizacdo por dia, por 21
dias) aumentou a expressdo do RNAmM de GLT-1 no giro denteado e na
regido CA3, um efeito que foi inibido pelo antidepressivo tianeptina
(REAGAN et al., 2004). Por outro lado, ratos tratados por 14 dias com
fluoxetina tiveram diminui¢do na expressdo de GLT-1 no cortex e no
hipocampo, apesar de outros antidepressivos (desipramina e
tranilcipromina) ndo terem alterado a expressdo de GLT-1 (ZINK et al.,
2011). A exposicdo de ratos a dez dias de estresse crénico imprevisivel
(2 estressores por dia) também provocou um aumento na
imunoreatividade de GLT-1 no hipocampo dorsal (RAUDENSKY e
YAMAMOTO, 2007). Por outro lado, a prole de ratos estressados no
periodo pré-natal demonstrou uma reducdo nos niveis de RNAm de
GLT-1 no hipocampo, estriado e cortex frontal (ZHANG et al., 2013b).
Em ratos submetidos ao protocolo de desamparo aprendido, outro
modelo de depressdo, uma diminuicdo na expressdo de GLT-1 no
hipocampo e cortex cerebral também foi reportada (ZINK et al., 2010).
De forma similar, a administracdo oral de corticosterona (por 14 dias)
diminuiu os niveis de GLT-1 em camundongos, um efeito abolido pelo
tratamento com antidepressivo (riluzol por 3 semanas) (GOURLEY et
al., 2012). Estresse de imobilizacéo crénica (6h por dia por 3 semanas)
também causou uma diminuicdo no conteldo de GLT-1 na matéria
cinzenta periaquedutal de ratos (IMBE et al., 2012). Outro estudo
demonstrou que ratos expostos a protocolo de estresse crénico
imprevisivel (2 sessdes por dia por 35 dias) tiveram uma diminuicdo na
expressao hipocampal de GLT-1 e que o tratamento com fluoxetina (por



167

4 semanas) reverteu essa alteracdo (CHEN et al., 2014). Apesar dos
dados da literatura serem controversos, o presente estudo ndo encontrou
mudancas no imunocontetdo de GLT-1 em nenhum grupo
experimental. Isto pode ter ocorrido devido a diferencas nos protocolos
de estresse, e/ou da espécie de animal utilizado No entanto, ndo se pode
excluir a possibilidade de alteracBes terem ocorrido em uma regido
especifica do hipocampo ou em outra regido encefalica ndo avaliada no
presente estudo.

EAAC1 (ou EAAT3) é um transportador do glutamato que é
principalmente expresso em neurénios encefalicos (HOLMSETH et al.,
2012). Além de auxiliar no controle da neurotransmissdo
glutamatérgica, 0 EAACL pode transportar aminodcidos dicarboxilicos e
cisteina. Isso sugere que esse transportador também pode contribuir para
a sintese da glutationa e subsequente protecdo contra o estresse
oxidativo (CHEN e SWANSON, 2003; BIANCHI et al., 2014). Digno
de nota, ja& foi demonstrado que a glutationa possui efeito tipo-
antidepressivo (ROSA, DAFRE e RODRIGUES, 2013). Além disso,
esta bem estabelecido que o estresse oxidativo estd implicado na
fisiopatologia da depressdo (MOYLAN et al., 2014; TALAROWSKA et
al., 2014). Entretanto, o envolvimento do EAAC1 nos transtornos
depressivos ainda ndo é bem estabelecido. Um dos estudos relacionados
com esse tema demonstrou uma reducdo na expressdéo do RNAmM do
EAAC1 em uma prole de ratos estressados no periodo pré-natal que tem
comportamento tipo-depressivo (ZHANG et al., 2013b). Em ratos
submetidos ao protocolo de desamparo aprendido, por outro lado,
nenhuma mudanca foi observada na expressdo do EAACL (ZINK et al.,
2010). Por outro lado, o presente estudo demonstrou que 14 dias de
estresse cronico imprevisivel aumentou os niveis de EAAC1 no
hipocampo de camundongos. O mecanismo envolvido no aumento
induzido pelo estresse no imunocontetdo de EAAC1 nao foi
diretamente investigado, no entanto, é plausivel supor que poderia ser
devido a um efeito compensatoério ocorrido por uma possivel mudancga
na neurotransmissdo glutamatérgica, mas essa hipdtese precisa ser
melhor investigada. Curiosamente, nosso estudo demonstrou também
que o tratamento durante 7 dias com zinco ou fluoxetina aumentou o
imunocontetido de EAAC1 em camundongos estressados ou ndo-
estressados. Estes resultados sugerem que estes compostos podem
auxiliar na modulacéo da neurotransmissao glutamatérgica, que pode ter
sido uma das razbes pelas quais o protocolo de estresse crénico
imprevisivel ndo alterou a viabilidade das células em fatias hipocampais.
Vale ressaltar que a captacdo de cisteina dependente do EAACL ¢
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importante para a homeostase de zinco e fungdo antioxidante neuronal
sob condi¢es isquémicas (WON et al., 2010; JANG et al., 2012).

Considerando que a Akt € uma proteina associada com a
redistribuicdo do transportador EAACL do componente subcelular para
a membrana plasmatica (KRIZMAN-GENDA et al., 2005;
NIEOULLON et al., 2006), esse estudo investigou se 0 estresse ou 0s
tratamentos poderiam influenciar no imunocontetddo ou fosforilagéo da
Akt. Como evidenciado, camundongos estressados tratados com veiculo
e animais tratados com zinco (estressados ou ndo estressados) tiveram
uma aumento no imunocontetdo da Akt, que pode ser, pelo menos em
parte, relacionado com o aumento do EAACL. Isso estd de acordo com
dados publicados que demonstram que 0 zinco € capaz de aumentar a
Akt em diversos tecidos (BARTHEL et al., 2007; LEE et al., 2009;
RYU et al., 2009; LIANG et al., 2012). Em relagdo ao efeito da
fluoxetina sobre este pardmetro, embora tenha ocorrido uma tendéncia
para aumentar o imunocontetdo do EAACL nos camundongos tratados
com esse antidepressivo, ndo foi observada alteragdo significativa no
imunocontetido da Akt, sugerindo que outros mecanismos podem estar
envolvidos no aumento do EAACL induzido pela fluoxetina.

Em seguida, realizamos um experimento ex vivo expondo as
fatias hipocampais dos animais que passaram pelo protocolo de estresse
cronico imprevisivel. A exposicao das fatias hipocampais ao glutamato
diminuiu a viabilidade celular e nem o estresse ou os tratamentos foram
capazes de influenciar nesse pardmetro, apesar de ter existido uma
tendéncia na prevengdo dessas alteracdes no grupo tratado com zinco. O
zinco é bem conhecido como antagonista do receptor NMDA (PETERS,
KOH e CHOI, 1987; FREDERICKSON, KOH e BUSH, 2005). Tem
sido demonstrado que a inibicdo do receptor NMDA (ROSA et al.,
2003), bem como outras alteracdes no sistema glutamatérgico (CICHY
et al., 2009) sdo possiveis mecanismos envolvidos no efeito tipo-
antidepressivo do zinco. Em ratos alimentados com dieta deficiente de
zinco foram reportadas alteracdes nos receptores NMDA no hipocampo
(aumento da expressdo de GIUN2A no hipocampo e cortex pré-frontal e
de GIuN2B no hipocampo) de maneira similar ao observado na
depressdo (DOBOSZEWSKA et al., 2014). Portanto, embora os estudos
sugiram que o comportamento tipo-antidepressivo do zinco envolve,
pelo menos em parte, a inibicdo do receptor NMDA, e que 0 estresse
também pode influenciar na neurotransmissdo glutamatérgica, no
presente trabalho ndo foi observado qualquer efeito protetor do zinco em
nosso protocolo experimental.



169

4 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste terceiro capitulo corroboram o
efeito tipo-antidepressivo de zinco, uma vez que esse mineral impediu o
comportamento tipo-depressivo induzido pelo modelo de estresse
cronico imprevisivel. O protocolo de estresse crénico imprevisivel, bem
como o tratamento com zinco ou fluoxetina aumentaram o
imunocontetido de EAACL1 no hipocampo dos animais. Nem o estresse e
nem os tratamentos protegerem as fatias hipocampais da toxicidade
induzida por glutamato em um modelo ex vivo. Da mesma forma, o
imunocontetdo de GLT-1 e GFAP ndo foram alterados por estes
protocolos. Assim, o presente estudo reforga a nogdo de que o zinco
pode ser um agente promissor para auxiliar no tratamento da depressao,
pela modulagéo da neurotransmissdo glutamatérgica. Entretanto, estudos
centrados em uma profunda investigagdo sobre os mecanismos
subjacentes envolvidos no efeito tipo-antidepressivo do zinco séo
Necessarios.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com o objetivo de melhorar o tratamento da depressdo, bem
como diminuir os efeitos colaterais e o tempo de resposta dos
antidepressivos, a busca por novas estratégias terapéuticas que possam
auxiliar no tratamento da depressdo esta intensificada nos ultimos anos.
Dentre os compostos que estdo sendo estudados, 0 zinco se destaca por
apresentar varios estudos pré-clinicos (KROCZKA et al., 2001;
SZEWCZYK et al., 2002; CIESLIK et al., 2007; CUNHA et al., 2008;
SZEWCZYK et al., 2009; JOSHI et al., 2012) e clinicos (MAES et al.,
1994; SIWEK et al., 2010; MASEREJIAN, HALL e MCKINLAY,
2012; RANJBAR et al.,, 2014) sugerindo seu potencial efeito
antidepressivo. Entretanto, 0s mecanismos pelos quais 0 zinco age ainda
ndo sao totalmente esclarecidos. O presente estudo estendeu o0s
conhecimentos acerca dos mecanismos fisiopatoldgicos implicados no
efeito tipo-antidepressivo do zinco, através de estudos agudos
envolvendo vias de sinalizacdo intracelular e de um modelo crénico de
depressdo em camundongos.

Embora a hip6tese monoaminérgica ainda seja aceita para
explicar a fisiopatologia da depressdo, outros mecanismos e hipoteses
também estdo envolvidos no desenvolvimento e progressdo desse
transtorno de humor. Entre elas, destaca-se a hip6tese neurotréfica.
Segundo essa hipétese, a diminuicdo de fatores neurotréficos no
encéfalo, como o BDNF, pode culminar com uma diminuicdo na
neurogénese e aumento da apoptose neuronal, especialmente no
hipocampo, 0 que colaboraria para o desenvolvimento e/ou progressao
da depressdo (GROVES, 2007; HAASE e BROWN, 2015). Estudos em
humanos demonstraram que pacientes depressivos tem uma diminuicéo
hipocampal ou sérica do BDNF (KAREGE et al., 2005a; KAREGE et
al., 2005b; SEN, DUMAN e SANACORA, 2008; AUTRY e
MONTEGGIA, 2012). Por outro lado, ap6s o tratamento com
antidepressivos, é visto um reestabelecimento dos niveis do BDNF
(CHEN et al., 2001; SHIMIZU et al., 2003; DUMAN e MONTEGGIA,
2006; AUTRY e MONTEGGIA, 2012; DUMAN e LI, 2012).

Diversas vias de sinalizacdo intracelular podem culminar com a
ativacdo do fator de transcricio CREB, que levard a um aumento da
transcricdo e traducdo do BDNF, entre elas, destaca-se PKA, PKC,
CAMKII, Ras-Raf-ERK, PI3K e GSK-3p (HASHIMOTO, SHIMIZU e
IYO, 2004; MALBERG, 2004; TARDITO et al., 2006). O presente
estudo demonstrou que o efeito tipo-antidepressivo do zinco
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(administrado agudamente) no TSC foi impedido quando se administrou
inibidores da PKA (H-89), PKC (queleritrina), CAMKIlI (KN-62),
MEK1/2 (PD98059 e U0126) e PI3K (LY294002). Além disso, foi
encontrado um efeito sinérgico com a coadministracdo de doses
subativas de ZnCl, com um inibidor da GSK-3p (AR-A014418). Dessa
forma, esses dados sugerem que o efeito tipo-antidepressivo do zinco
pode depender, pelo menos em parte, da ativagdo das vias da PKA,
PKC, CAMKII, ERK, PI3K e GSK-3B. Recentemente, um estudo da
literatura confirmou parte dos dados encontrados nesse estudo,
demonstrando que inibidores da PI3K, PKA e PKC também impediram
o efeito tipo-antidepressivo do zinco em ratos (SZEWCZYK et al.,
2015). E interessante ressaltar que, como abordado em uma revisio, o
zinco pode ativar a via da ERK/BDNF por varios mecanismos, entre
eles: a) zinco se liga em receptor GPR39, culminando com uma ativacéo
da ERK; b) zinco inibe fosfatase que iria desfosforilar a ERK,
permitindo que a ERK fique fosforilada (ativa); c) zinco inibe cinases
(Csk — que por sua vez inibe a SFK), ativando a fosforilacdo do TrkB; d)
zinco ativa metaloproteinases que podem aumentar a conversdo do pro-
BDNF em BDNF maduro (NUTTALL e OTEIZA, 2012).

Embora as vias da PKA, PKC, CAMKII, ERK, PI3K e GSK-3
possam culminar na ativacdo do BDNF, no presente trabalho, o ZnCl,
administrado de maneira aguda (1 h antes da decapitacdo), ndo foi
efetivo em alterar o imunocontetido do BDNF e nem a fosforilagcdo do
CREB em duas regides cerebrais especificas (hipocampo e cortex pré-
frontal). Embora o tratamento agudo com cetamina (um antagonista de
receptores NMDA que possui a¢do antidepressiva) aumente os niveis de
BDNF no hipocampo e cortex de ratos (GARCIA et al., 2008; ZHOU et
al., 2014), a administracdo aguda de antidepressivos classicos,
semelhante ao presente trabalho, ndo é capaz de aumentar os niveis de
BDNF no hipocampo ou na regido cerebrocortical (BALU et al., 2008).
Por outro lado, o tratamento cronico tanto com antidepressivo (DE
FOUBERT et al., 2004) quanto com zinco (SOWA-KUCMA et al.,
2008; CIESLIK et al., 2011) sdo capazes que aumentar 0s niveis de
BDNF. Entretanto, vale destacar que um recente trabalho demonstrou
que, em ratos, o tratamento agudo com zinco aumentou o BDNF no
cortex pré-frontal quando o zinco foi administrado 3 horas antes da
decapitacdo (SZEWCZYK et al., 2015). Além disso, 0 mesmo trabalho
demonstrou que 0 zinco também aumentou proteinas sinapticas (GIuAl
e sinapsina 1) quando administrado 3 horas antes e a fosforilagdo da
MTOR quando administrado 30 minutos e 3 horas antes (SZEWCZYK
et al., 2015). Isso sugere que o0 zinco pode agir, pelo menos em parte,



173

através da ativacdo de vias intracelulares envolvidas com a sinalizagdo
do BDNF.

Algumas das vias de sinalizacdo acima comentadas, como a
ERK, PI3K, Akt e PKC podem culminar com a ativacdo de outro fator
de transcricio — o Nrf2 (NAKASO et al., 2003; KORMOSH,
LAKTIONOV e ANTOSHECHKINA, 2006; MENG et al., 2013;
ZHANG et al., 2013a; ZOU et al., 2013). O Nrf2 por sua vez, aumenta a
transcricdo de varios genes, como o da HO-1 (SCHIPPER, 2000;
RYTER e CHOI, 2015). Digno de nota, as vias da PI3K/Akt e ERK
regulam também, pelo menos in vitro, a expressao da HO-1 (WU et al.,
2006; MO et al., 2012). Recentemente, dados da literatura também
demonstraram que a via da Nrf2/HO-1 pode estar envolvida na
fisiopatologia da depressdo, bem como na resposta de alguns
antidepressivos (MARTIN-DE-SAAVEDRA et al., 2013; RYBKA et
al., 2013; FREITAS et al., 2015; MENDEZ-DAVID et al., 2015). Dessa
forma, como os resultados do capitulo | demonstraram o envolvimento
de algumas vias de sinalizagcdo que também podem culminar com a
ativacdo da via Nrf2/HO-1, resolveu-se investigar se o inibidor ou o
indutor da HO-1 também podiam alterar os efeitos comportamentais do
zinco no TSC. Os dados apresentados no capitulo Il evidenciaram que o
inibidor da HO-1 (ZnPP) impediu o efeito tipo-antidepressivo do zinco e
que dose subativa de indutor da HO-1 (CoPP) associado com dose
subativa de ZnCl, exercem um efeito sinérgico na diminui¢do do tempo
de imobilidade no TSC. Além disso, a administragdo aguda de zinco
aumentou a expressao da HO-1 no cortex pré-frontal. Vale destacar que
ja foi demonstrado que animais alimentados com dieta deficiente em
zinco apresentam uma diminuicdo na translocacéo do Nrf2 para o nlcleo
(OMATA et al., 2013). Adicionalmente, o silenciamento (10-20%) do
receptor do zinco GPR39, diminui os niveis da HO-1 em 50%, pelo
menos perifericamente (ROMANOSKI et al., 2011), reforcando os
achados de via o zinco influencia na via da Nrf2/HO-1.

Vale destacar que a superexpressdo da HO-1 pode estar associada
com um aumento nos niveis de BDNF e do seu receptor TrkB (Ql et al.,
2014). Além disso, ja foi demonstrado que o zinco pode aumentar a
transativacdo (aumento da ativacdo através de um intermediario) do
TrkB (por um mecanismo independente da neurotrofina), influenciando
na potenciacdo de longa duracdo na regido CA3 hipocampal. Por outro
lado, uma delecdo do TrkB, uma inibicdo da atividade cinase desse
receptor ou 0 uso de um quelante de zinco prejudicaram a potenciacao
de longa duracdo, sugerindo que a a¢do do zinco no hipocampo pode
envolver o TrkB (HUANG et al., 2008). Assim, o presente trabalho
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também investigou se o antagonista do TrkB (K-252a) também podia
influenciar no efeito comportamental do zinco. Confirmando a hipoétese,
dados apresentados no capitulo Il também demonstraram que o efeito
tipo-antidepressivo do zinco no TSC é dependente, pelo menos em
parte, da ativacio dos receptores TrkB. E interessante observar que ja
foi demonstrado que a silenciamento do gene do receptor GPR39 (em
10-20% em relagcdo ao controle) diminui os niveis basais da HO-1 em
torno de 50% (ROMANOSKI et al., 2011). Dessa forma, uma hipotese
levantada ap6s os dados apresentados nos capitulos | e Il é que o
envolvimento da HO-1 no efeito tipo-antidepressivo do zinco possa
envolver o prdprio receptor do zinco GPR39, bem como a via do BDNF
e seus receptores, embora estudos adicionais precisam ser realizados
para se confirmar essa hipotese.

Outra questdo muito correlacionada com a depressdo é o estresse
cronico. Sabe-se que o estresse cronico € capaz de induzir falhas nos
mecanismos de retroalimentacdo negativa no eixo HPA, levando a uma
hiperativagdo do eixo HPA, culminando com um aumento no cortisol.
Essas modificagdes podem influenciar nas fungBes de vérios 6rgéos,
incluindo a funcionalidade do encéfalo, levando a alteracdes celulares,
moleculares e estruturais que podem culminar com o aparecimento ou
piora dos sintomas depressivos (KYROU e TSIGOS, 2009; DURIC e
DUMAN, 2013). Sendo assim, o capitulo Il objetivou investigar os
efeitos do zinco em um modelo de estresse crnico imprevisivel. Os
resultados do presente estudo corroboram essas informag6es do papel do
estresse na fisiopatologia da depressdo, demonstrando que o protocolo
de estresse cronico imprevisivel foi capaz de induzir a um
comportamento tipo-depressivo no TSC. Além disso, foi demonstrado
que o zinco pode impedir essa alteracdo comportamental induzida pelo
estresse. Embora o efeito tipo-antidepressivo do zinco ja tenha sido
demonstrado em diversos estudos, foi a primeira vez que esse mineral
teve efeito em protocolo de estresse crbnico imprevisivel em
camundongos, embora ja tenha sido demonstrado resultado semelhante
emratos (CIESLIK et al., 2007; CIESLIK et al., 2011).

Dentre as diversas alteracfes que o estresse pode causar, destaca-
se a diminuicdo dos niveis de BDNF (FILHO et al., 2015), bem como o
aumento dos niveis de glutamato extracelular (CHARNEY e MANJI,
2004) ou alteracdo na neurotransmissdo glutamatérgica em regides
cerebrais como o cortex pré-frontal e hipocampo (POPOLI et al., 2012).
Vale destacar que o excesso de glutamato é prejudicial ao encéfalo,
estando relacionado com diversas patologias e transtornos psiquiatricos,
incluindo a depressdo (SANACORA et al., 2008; ZARATE et al., 2010;
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HILLHOUSE e PORTER, 2015). Dessa forma, o presente estudo
investigou os efeitos da excitotoxicidade induzida por glutamato, bem
como o imunocontelido de proteinas envolvidas na neurotransmissao
glutamatérgica no modelo de estresse cronico imprevisivel.

O imunoconteldo hipocampal do GLT-1 e do GFAP também néo
foi alterado nem pelo protocolo de estresse crénico imprevisivel, nem
pelo tratamento dos animais. Dados da literatura ainda sdo controversos
em relacdo ao envolvimento do GLT-1 na depressdo. Enquanto alguns
estudos com diferentes protocolos de estresse mostram um aumento de
GLT-1 (REAGAN et al., 2004; AUTRY et al., 2006), outros estudos
demonstram uma diminuigdo nos niveis de GLT-1 (GOURLEY et al.,
2012; IMBE et al., 2012; CHEN et al., 2014). Ja os estudos com GFAP,
demonstram que protocolos de estresse propiciam uma diminui¢do nos
niveis de GFAP (BANASR e DUMAN, 2008; LIU et al., 2009;
BANASR et al., 2010; LIU et al., 2011; IMBE et al., 2012). Esses
dados controversos podem ter ocorrido, pelo menos em parte, pelas
diferencas nos protocolos dos estudos.

Em contrapartida, o presente trabalho demonstrou que o
imunocontetido hipocampal do EAACL (presente principalmente em
neurdnios do hipocampo, sendo importante para captar o glutamato da
fenda sinaptica e, principalmente, para transportar cisteina para dentro
do neur6nio) foi aumentado nos animais submetidos ao estresse, bem
como nos animais que receberam o tratamento com ZnCl; ou fluoxetina
(estressados e ndo estressados). A investigacdo do EAAC1 na depressao
ainda é escassa e 0s poucos estudos disponiveis na literatura sdo
controversos, pois ha relatos de uma diminuigdo na expressdao do RNAmM
do EAACL na prole que foi estressada no periodo pré-natal (ZHANG et
al., 2013b), bem como de nenhuma mudanca na expressdo dessa
proteina (ZINK et al., 2011). Assim, o aumento do EAACL exercido
pelo tratamento com zinco e fluoxetina podem culminar com um
possivel aumento nos niveis de glutamato e, principalmente, de cisteina
para dentro do neurbnio. Dessa forma, esse aumento do EAAC-1
poderia culminar em um aumento nos niveis de glutationa dentro no
neurdnio pos-sinaptico, protegendo o neurénio do estresse oxidativo,
embora mais estudos sejam necessarios para confirmar essa hip6tese.
Por outro lado, acredita-se que o aumento do EAAC1 nos animais
estressados seja um efeito compensatorio em resposta as alteracdes que
0 estresse podem ocasionar. Vale destacar que em um estudo utilizando
0 mesmo protocolo de estresse cronico imprevisivel, foi demonstrado
que 0 estresse cronico imprevisivel por 14 dias diminuiu os niveis de
glutationa no cortex pré-frontal mas ndo no hipocampo (MORETTI et
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al., 2012). Sendo, assim, acredita-se que a ndo alteracdo dos niveis de
glutationa no hipocampo sejam devido ao aumento do ECCA-1
observado nesse capitulo, entretanto, mais estudos sdo necessarios para
confirmar essas hipoteses.

Como a ativagdo da Akt é um dos mecanismos que podem
culminar com a translocagdo do EAAC1 para a membrana celular
(KRIZMAN-GENDA et al., 2005; NIEOULLON et al., 2006), também
foi investigado se a sua fosforilagdo ou o imunocontelido total
hipocampal estavam alterados. Embora a fosforilagdo ndo tenha sofrido
influéncia, o imunocontetdo da Akt total foi aumentado em animais
submetidos ao protocolo de estresse cronico imprevisivel e em animais
que receberam ZnCl, (estressados ou ndo estressados). Dessa forma,
sugere-se que o efeito antidepressivo do zinco neste protocolo possa ser
devido, pelo menos em parte, & modulagdo da neurotransmissdo
glutamatérgica. Por outro lado, o aumento do EAACL exercido pela
fluoxetina ndo parece depender da Akt, necessitando de estudos
posteriores para melhor investigacdo dos mecanismos de acéo.

Em relagdo ao modelo de toxicidade induzida por glutamato, foi
demonstrado que a viabilidade celular das fatias hipocampais que
receberam glutamato foi diminuida, sem apresentar diferengas entre as
fatias de animais que foram submetidos ou ndo ao protocolo de estresse
cronico imprevisivel. Ou seja, o protocolo de estresse cronico
imprevisivel realizado ndo potencializou e nem impediu os efeitos do
glutamato. Por outro lado, o tratamento com ZnCl, ou fluoxetina
revelou uma tendéncia em impedir a reducdo da viabilidade celular
induzida por glutamato (tanto nos animais estressados quanto nos nédo
estressados).

Com base no encontrado nos capitulos I, Il e Ill, a Figura 16
apresenta, de maneira esquematica, algumas das vias pela qual o zinco
pode agir melhorando os sintomas da depressao.
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Figura 16. Possiveis mecanismos de acdo implicados no efeito tipo-
antidepressivo do zinco verificados a partir de experimentos agudos
ou de um modelo cronico de depressdo (protocolo de estresse
cronico imprevisivel)

Tratamento agudo Tratamento agudo
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Legenda: Do lado esquerdo e direito, na parte superior da figura,
observa-se 0s principais alvos de a¢do do zinco quando administrado
agudamente, demonstrando que parte das agdes tipo-antidepressiva do
zinco no TSC é devido a ativacdo da CAMKII, PKC, PKA, ERK, PI3K,
inibicdo da GSK-3p, ativacdo da HO-1 e do receptor TrkB. Na parte
inferior da figura, observa-se o aumento do imunocontetdo do
EAAT3/EAACI quando o zinco é administrado por 7 dias em animais
submetidos ao modelo de estresse cronico imprevisivel (14 dias).
Abreviaturas: Akt, proteina cinase B; AMPA-R, receptor a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazole-propionato; AMPc, 3,5’-monofosfato de
adenosina ciclico; ARE, elemento de resposta a antioxidantes; BDNF,
fator neurotréfico derivado do encéfalo; CAMKII, proteina cinase
dependente de Ca®*/calmodulina; CREB, proteina de ligacdo ao
elemento de resposta a0 AMPc; GSK-3, glicogénio sintase cinase 3[3;
EAAT, transportador de aminoacido excitatorio; ERK, proteina cinase
regulada por sinal extracelular; HO-1, heme oxigenasse-1; Keapl,
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Kelch-like-ECH-associated protein 1; NMDA-R, receptor N-metil-D-
aspartato; Nrf2, fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2; PI3K,
fosfatidilinositol 3 cinase; PLC, fosfolipase C; Raf, fator associado ao
Ras; Ras, proteina de ligacdo ao GTP; TrkB, receptor tropomiosina
cinase B; Zn, zinco. Fonte: adaptado de Chen, Zhang e Cai (CHEN,
ZHANG e CAI, 2014), Hashimoto, Shimizu e lyo (2004) e de
Vandenberg e Ryan (2013).
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho ampliou os conhecimentos acerca dos
mecanismos de acdo envolvidos no efeito tipo-antidepressivo do zinco,
além de reforcar o seu potencial no tratamento da depressdo. Na
primeira parte desse estudo, foi demonstrado que o efeito tipo-
antidepressivo do zinco administrado agudamente é impedido pela
administragdo de inibidores da PKA, PKC, CAMKII, MEK1/2 e PI3K.
Além disso, observou-se um efeito tipo-antidepressivo sinérgico apds a
associagdo de doses subativas de ZnCl; e do inibidor da GSK-3p. Sendo
assim, essa primeira parte dos resultados sugere que a acdo tipo-
antidepressiva do zinco esta relacionada, pelo menos em parte, com
essas vias de sinalizagdo intracelular que culminam com a ativagéo do
fator de transcricdo CREB. Embora o CREB possa aumentar o BDNF, o
tratamento agudo com ZnCl, (1 hora antes da decapitacdo) ndo alterou a
fosforilago do CREB e nem no imunoconteldo de BDNF. Dessa
forma, acredita-se que seja necessario um periodo maior de tempo para
que ocorra um aumento do BDNF ou que isso ocorra em regides ou tipo
celular especificos.

Reforcando o envolvimento da via do BDNF no efeito
comportamental exercido pelo zinco, a administragdo aguda de um
antagonista do receptor TrkB foi capaz de impedir o efeito tipo-
antidepressivo do zinco. Ainda em experimentos agudos, foi
demonstrado que a ativacdo da HO-1 também é importante para o efeito
tipo-antidepressivo do zinco, ja que o inibidor da HO-1 impediu a
diminuicdo do tempo de imobilidade provocado pelo zinco no TSC e o
indutor da HO-1 exerceu efeito sinérgico com uma dose subativa de
ZnCl, no TSC. Além disso, o tratamento agudo com ZnCl, aumentou o
imunocontetido da HO-1 no cértex pré-frontal de camundongos. Dessa
forma, a hipétese é que a via de sinalizacdo envolvendo a HO-1
influencia no efeito tipo-antidepressivo do zinco principalmente no
cortex pré-frontal.

Em seguida, foi demonstrado o efeito do tratamento do ZnCl,
(por 7 dias) no modelo de estresse crénico imprevisivel. Nesse modelo,
foi evidenciado que o zinco impede o efeito tipo-depressivo induzido
pelo protocolo de estresse cronico imprevisivel. Quando fatias
hipocampais desses animais foram incubadas ex-vivo com glutamato,
houve uma diminui¢cdo na viabilidade celular em todos os grupos.
Entretanto, observou-se uma tendéncia do tratamento (principalmente do
ZnCl,) em impedir a diminuicdo da viabilidade celular. Além disso, o
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zinco aumentou o imunocontetdo do EAACL e da Akt no hipocampo,
sugerindo que parte das acBes do zinco seja pela modulacdo da
neurotransmissdo glutamatérgica, embora nao tenha ocorrido nenhuma
alteracdo no imunocontetdo hipocampal do GLT-1 e GFAP (que estd
envolvida tanto com astrogliose quanto com o trafego e expressao
celular dos transportadores de glutamato). Além disso, o aumento do
EAACL1 sugere que 0 zinco possa aumentar os niveis de glutationa
dentro do neurbnio, embora mais estudos sejam necessarios para
confirmar essa hipétese.

Até 0 momento, o presente estudo ampliou os dados da literatura
sobre 0s mecanismos de ac¢do envolvidos na a¢éo tipo-antidepressiva do
zinco, demonstrando que esse mineral influencia em vias de sinalizagéo
que culminam com a ativacdo do CREB/BDNF e da HO-1. Além disso,
parte dos efeitos do zinco também podem envolver proteinas
relacionadas na neurotransmissdo glutamatérgica. Dessa forma,
reforcam-se os dados sobre a utilizagdo do zinco para auxiliar no
tratamento da depresséo.
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7 PERSPECTIVAS

Auvaliar, por Western blotting, o efeito da administracdo aguda do
ZnCl; na fosforilagdo da ERK1/2 no hipocampo e cértex pré-frontal 1h,
3h e 24h ap0ds a administragéo.

Auvaliar, por Western blotting, o efeito da administracdo aguda do
ZnCl; nos niveis de BDNF, pr6-BDNF e fosforilagdo do CREB no
hipocampo e cértex pré-frontal 3h e 24 h ap6s a administracéo.

Auvaliar, por imunohistoquimica, o efeito da administracéo aguda
do ZnCl; nos niveis de BDNF, pro-BDNF no hipocampo e cortex pré-
frontal 1h, 3h e 24 h apds a administracdo do ZnCl,.

Investigar o efeito agudo do ZnCl, no imunocontetdo do receptor
TrkB (formas total e fosforilada).

Avaliar se o inibidor do receptor TrkB é capaz de impedir 0s
efeitos do ZnCl, no aumento do imunocontetdo da HO-1 no cortex pré-
frontal.

Investigar se a administragdo de ZnCl, é capaz de provocar efeito
tipo-antidepressivo em camundongos knockout para Nrf2.

Avaliar o imunocontetdo e atividade da glutationa peroxidase e
glutationa redutase apds a administracdo subcrénica e aguda do ZnCl,,
bem como no protocolo de estresse cronico imprevisivel.

Avaliar a liberacdo e captacdo do glutamato no protocolo de
estresse cronico imprevisivel, bem como o efeito do ZnCl.,.

Analisar a acdo do estresse cronico imprevisivel e do tratamento
com zinco na viabilidade celular de fatiais do cértex pré-frontal expostas
ao glutamato.
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APENDICES

APENDICE A - Estudos clinicos relacionando zinco e depressio

Estudos clinicos

Populacio Parametro
(Re?eréngcia) clinico / Principais efeitos
Tratamento
Pacientes com
depressao® - Avaliagdo da | - Pacientes depressivos tinham
(VAN KEMPEN, relacdo aumento da relacdo
GOEKOOP e DE cobre:zinco cobre:zinco.
WOLFF, 1985)
30 pacientes com . «
y - - Pacientes com depressédo
depressédo - Avaliacéo do . . A
) > tinham maior prevaléncia de
(LITTLE etal., zinco sérico A -
deficiéncia de zinco.
1989)
14 pacientes com
depressdo e 14 - Avaliagio do - Pacientes com depressao

controles
(MCLOUGHLIN
e HODGE, 1990)

zinco plasmatico

tinham niveis plasmaticos de
zinco diminuidos.

35 pacientes com
depressdo, 35

- Pacientes tratados tinham
niveis séricos de zinco maior

pacientes tratados | - Avaliacdo do | que individuos com depressao.
e 35 controles zinco sérico - Sem diferenca entre 0s niveis
etal, e zinco sérico entre pacientes
NARANG et al d tre p t
1991) depressivos e controles.
48 pacientes com
depressdo e 32 s - Pacientes com depressao
- Avaliacéo do - PR .
controles 2inCo Serico tinham niveis séricos de zinco
(MAES et al., diminuidos.
1994)
31 pacientes com - Zinco sérico era menor em
dep ressi0 e 15 individuos resistentes ao
liontroles - Avaliacédo do tratamento.
(MAES et al zinco sérico - Correlacdo inversa entre
1997) N zinco sérico e severidade da

depresséo.




236

48 pacientes com
depresséo e 15

- Pacientes com depressao

controles ) ﬁxggig?%go tinham niveis séricos de zinco
(MAES et al., diminuidos.
1999)
50 idosos . ..
rosptalnscos | - mlngioo | -PeOIE Wfcnis o
(PEP:ERSAC)K et | zinco plasmatico depressio
al., 2001 )

21 pacientes com
depressdo, 20 com
transtorno bipolar,
20 com
esquizofrenia e 20
controles
(STANLEY e
WAKWE, 2002)

- Avaliacéo do
Zinco serico

- Zinco sérico estava
diminuido em pacientes
acometidos pelas trés doengas.

14 pacientes com
depressdo
(NOWAK et al.,
2003a)

- Suplementacdo
com zinco (25
mg/dia de zinco
elementar) (n=6)
ou placebo (n=8)
+ antidepressivo

- Pacientes suplementados
com zinco (por 6 ou 12
semanas) tinham uma reducéo
dos sintomas depressivos
comparado com quem recebeu

por 2, 6 ou 12 somente antidepressivo.
semanas
46 pacientes com
depressdo e 32
controles - Zinco sérico foi menor em
(MOUSAVI, - Avaliacéo do pacientes com depressdo
HABIBBOLLAHI . A LT
o zinco sérico comparado com individuos
MAHMOUDIAN, sem a doenca.
2006)
62 mulheres - Relacgdo entre zinco sérico
(WOJCIK et al., - Avaliacdo do diminuido e maior severidade
2006) zinco sérico dos sintomas de depressdo

pés-parto.
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144 pacientes com
depressdo e 161
controles
(SALIMI et al.,
2008)

- Avaliacdo do
zinco sérico

- Zinco sérico foi menor em
pacientes com depresséo
comparado com individuos
sem a doenca.

60 pacientes com
depressao
(SIWEK et al.,
2009)

- Suplementacéo
com zinco (25
mg/dia de zinco
elementar)
(n=30) ou
placebo (n=30) +
antidepressivo
imipramina por

- Em pacientes ndo resistentes
ao tratamento com
imipramina, a suplementacéo
com zinco ndo influenciou nos
sintomas depressivos.

- Em pacientes resistentes ao
tratamento com imipramina, a
suplementagéo com zinco
melhorou os sintomas

12 semanas .
depressivos.
- Pacientes com depresséao
23 pacientes com tinham menos zinco sérico e
depressdo . x menor ingestdo de zinco
- Avaliacéo do o N
moderada ou . s dietético do que os individuos
zinco sérico
severa e 23 o sem o transtorno.
- Avaliacéo do Lo : L
controles 7inco dietético - Diminuicéo do zinco sérico
(AMANI et al., foi correlacionado com um
2010) aumento dos sintomas

depressivos.

88 pacientes com
depressdo e 88
controles
(IRMISCH,
SCHLAEFKE e
RICHTER, 2010)

- Avaliacéo do
zinco sérico

- Correlagdo inversa entre 0s
niveis séricos de zinco e
gravidade da depressao.

30 mulheres
jovens sem
depressao
(SAWADA e
YOKOlI, 2010)

- Suplementacao
com
multivitaminicos
(controle) ou
multivitaminicos
+ zinco (7
mg/dia por 10
semanas)

- Mulheres que receberam
zinco tiveram diminuigdo dos
sintomas de raiva, hostilidade

e depressao.
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60 pacientes com
depresséao e 25
controles
(SIWEK et al.,
2010)

- Avaliacdo do

mg/dia de zinco

placebo (n=30) +

zinco sérico
Suplementacéo
com zinco (25

elementar)
(n=30) ou

antidepressivo
imipramina por
12 semanas

- Zinco sérico foi menor em
pacientes com depresséo
comparado com individuos

sem a doenca.

- Pacientes tratados com o
antidepressivo imipramina
tiveram niveis séricos de zinco
aumentados. Entretanto, os

pacientes resistentes ao

tratamento tiveram um menor
aumento nos niveis de zinco
comparado com os pacientes

ndo resistentes.
- Concentragdes de zinco

foram maiores em pacientes

suplementados com zinco
comparado com 0s

suplementados com placebo.

2163 mulheres e
1545 homens
(MASEREJIAN,
HALL e
MCKINLAY,
2012)

- Avaliacéo do
zinco dietético
ou suplementado

- Mulheres, mas ndo homens,
que tinham ingestdo menor de

zinco (dietético ou
suplementado) tinham maior
probabilidade de apresentar
sintomas depressivos.

2317 homens com - Estudo
fator de risco de . o ez .
doenca coronéria prospectivo de -NIn_gestao d!etetlca de zinco

isquémica 20 anos ndo influenciou na prevencao
(LEHTO et al - Avalla}ga,o.do da depressao.
2013) " zinco dietético

38 pacientes com
depressao
(RANJBAR et al.,
2013)

- Suplementacdo
com zinco (25
mg/dia de zinco
elementar)
(n=21) ou
placebo (n=17) +
antidepressivo
(citalopram ou
fluoxetina) por

12 semanas

- Suplementacdo com zinco e
antidepressivo melhorou mais
0s sintomas depressivos
comparado com quem usou
apenas antidepressivo.
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17 vitimas de
suicidioe 6

- Investigacdo da
capacidade do
Zinco e magnésio

- No hipocampo de vitimas de
suicidio houve uma
diminuicdo na poténcia do
zinco e magnésico em inibir a
ligacdo do MK-801 no

mortes repentinas em inibir a receptor NMDA.
(SOWA-KUCMA | ligacdo do MK- - Essas alteragfes foram
etal., 2013) 801 no receptor associadas com aumento dos
NMDA niveis do GIUN2A e
diminuicdo do GIuN2B e
PSD-95.
30 pacientes em
hemodialise com .
x o - Correlagéo inversa entre 0s
depresséo e 30 - Avaliacéo do AR .
controle 2inco sérico niveis sericos de zinco e a
(HASSAN et al gravidade da depresséo.
2014)
17 vitimas de - Avaliacéo da - C
C 4 - Vitimas de suicidio zinco
suicidio e 6 morte expressdo do . L
. tiveram diminuicéo na
repentinas GPR39 no ~
. expressdo do GPR39 no
(MLYNIEC et al., hipocampo e hi . f |
2014) cortex frontal ipocampo e no cortex frontal.

37 pacientes com
depressao
(RANJBAR et al.,
2014)

- Suplementacdo
com sulfato de
zinco (25 mg/dia
de zinco
elementar)
(n=20) ou
placebo (n=17) +
antidepressivo
(citalopram ou
fluoxetina) por
12 semanas

- Suplementacdo com zinco e
antidepressivo melhorou mais
0s sintomas depressivos do
que apenas 0 uso de
antidepressivo.

- Néo foi encontrada diferenca
nos niveis de BDNF,
interleucina-6 e fator de
necrose tumoral-a.

2092 pessoas
(duas coortes
Australianas)
(VASHUM et al.,
2014)

- Avaliacdo do
zinco dietético

- Associagdo inversa entre
ingestdo de zinco dietético e
risco de depressao.
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46 pessoas com
sobrepeso ou
obesas
(SOLATI et al.,
2015)

- Suplementacéo
com zinco (30
mg/dia de zinco
elementar) por
12 semanas

- Suplementacdo de zinco
aumentou os niveis séricos de
zinco e de BDNF.

- Suplementacéo de zinco
diminuiu sintomas
depressivos.

122 mulheres pés-
parto
(EDALATI-
FARD et al.,
2016)

- Avaliacéo do
Zinco serico

- Mulheres com sintomas de
depressdo pos-parto ndo
tinham alteragéo nos niveis
séricos de zinco.

Mulheres ndo
grévidas e
mulheres gravidas
(com ou sem
depressao)*
(ROOMRUANG
WONG et al.,
2016)

- Avaliacéo do
zinco sérico

- Zinco sérico foi menor em
mulheres gestantes do que em
néo gestantes.

- Zinco sérico foi menor em
mulheres gestantes com
depressdo quando comparado
com mulheres ndo gestantes
ou mulheres gestantes sem
depresséo.

- Niveis diminuidos de zinco
sérico foram associados com
sintomas de depressao pré-
natal e p6s-natal.

129 pacientes com
transtorno bipolar
(58 na fase
depressiva, 23 na
fase maniaca e 48
em remissdo) e 50
controles
(SIWEK et al.,
2016)

- Avaliacéo do
zinco sérico

- Zinco sérico estava
diminuido em pacientes na
fase depressiva quando
comparado com pacientes na
fase maniaca, na remissdo ou
sem transtorno bipolar.

T Namero de individuos ndo informado.

Abreviaturas: BDNF, fator neurotréfico derivado do encéfalo; NMDA,
N-metil-D-arpartato. Fonte: proprio autor.
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APENDICE B - Estudos pré-clinicos relacionando zinco e depressio

Estudos pré-clinicos

Animal Parametro
A clinico/ Principais efeitos
(Referéncia) Tratamento
Camundongos - Sulfato de zinco
Swiss albino (10 e 30 mg/kg, | - Zinco exerceu um efeito tipo-
machos i.p.) — 3 doses antidepressivo na dose de 30
(KROCZKA et al., (24h,5h e 1h mg/kg.
2000) antes do teste)
- Sulfato de zinco . o
" | - Zinco exerceu um efeito tipo-
Camundongos (camundongos: . .
: . antidepressivo em
Swiss albino 10 e 30 mg/kg,
S ) camundongos e ratos na dose de
machos i.p.;ratos: 1,5e€
Ratos Wistar 30 mg/kg, i.p.) 30 mg/kg. .
Lo - Em ratos, dose subativa de
machos ou imipramina . .
(KROCZKA et al ou controle — 3 _£Inco (1 mg/kg) teve ef_e Ito
B sinérgico com dose subativa de
2001) doses (24h, 5he imipramina (5 mg/kg)
1h antes do teste) P 9gKg).
- Hidroaspartato
Camundongos de zinco (5, 10, - Zinco (30 mg/kg) exerceu
. . 15 e 30 mg/kg, — - -
Swiss albino . efeito tipo-antidepressivo.
i.p.) ou controle . -
machos - Antideoressivos | Dose subativa de zinco teve
(SZEWCZYK et THAEpre: efeito sinérgico com
imipramina, . X
al., 2002) - antidepressivos.
citalopram ou
controle
- Hidroaspartato
de zinco (65
mga/kg('j(')'p') - Administragdo aguda,
agudo, subcrdnica e crénica produziu
. subcronico (24h, -
Ratos Wistar um comportamento tipo-
5h e 1h antes do . g e
machos teste) ou cronico antidepressivo nos animais.
(NOWAK et al., . - Tratamento crénico com zinco
(14 dias) - . .
2003b) NN impediu os efeitos
- Animais g .
oo comportamentais induzidos
submetidos a - L
. pela bulbectomia olfatéria.
bulbectomia
olfatdria ou

controle
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Camundongos

Swiss de ambos 0s
SEX0S

(ROSA et al.,
2003)

- Zinco (nas doses de 10 ou 30
mg/kg — de acordo com o teste
utilizado) induziu a um
comportamento tipo-

- ZnCl; (5, 10 ou antidepressivo.
30 mg/kg, i.p.) - O efeito tipo-antidepressivo
ou controle

do zinco parece ser mediado,
pelo menos em parte, pela
interagdo com receptores
NMDA e coma via da L-
arginina-oxido nitrico.

Ratos Wistar
machos

(NOWAK etal.,

2004)

de zinco (65

14 dias

- Hidroaspartato

mg/kg, i.p.) por

- Zinco aumentou o RNAm do
BDNF no cortex cerebral, mas
ndo no hipocampo.

Ratos Wistar
fémeas
(BROCARDO et
al., 2007)

-ZnCl, (5
mg/Kkg, i.p.) ou
controle por 3

dias
- Malation ou
controle

- Zinco impediu 0
comportamento tipo-depressivo
induzido pelo malation.

- Zinco impediu as alterages
bioguimicas induzidas pelo
malation (aumento de
peroxidacdo lipidica no cortex

cerebral e diminuicdo de
enzimas antioxidantes como a
glutationa peroxidase e
glutationa redutase no cortex
cerebral e hipocampo,
respectivamente).

- Ratos Wistar
machos
(CIESLIK et al.,
2007)

- Hidroaspartato
de zinco (30 ou
15 mg/kg, i.p.),
imipramina (5
mg/Kkg, i.p.) ou
controle por 14
dias
Estresse crnico
imprevisivel por
16 dias

- Zinco (na dose de 30 mg/kg)
protegeu os animais contra 0s
efeitos comportamentais
induzidos pelo estresse.

- Coadministracdo de doses
subefetivas de zinco (na dose de
15 mg/kg) com imipramina
tiveram efeitos sinérgicos,
impedindo os efeitos
comportamentais induzidos
pelo estresse.
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-ZnCl,(1,10¢e
30 mg/kg, p.o.)
ou controle - Zinco agudo teve efeito tipo-
Camundongos - Doses subativas | antidepressivo nas doses de 10
Swiss machos . de . e 30 m o/kg. .
(CUNHA et al antidepressivos - Dose subativa de zinco (1
2008) N (fluoxetina, mg/kg) teve efeito sinérgico
paroxetina, com doses subativas de
imipramina, antidepressivos.
desipramina e
bupropiona)
- Administragdo aguda de zinco
ndo teve agdo tipo-
antidepressiva e a maior dose
- ZnCl, (5, 15¢e reduziu a atividade da
30 mg/kg, i.p.) ; .
glutationa redutase e glutationa
ou controle 24h .
antes do teste S-transferase no hipocampo e
-ZnCl, (1, 5 € 15 crtex cerebral.
Ratos Wistar 2 - Zinco por 7 dias teve efeito
mg/kg, i.p.) ou . . .
machos controle por 7 tipo-antidepressivo na dose de
(FRANCO et al., s 15 mg/kg.
2008) - Administragdo crénica de
- ZnCl; (300 . O
y zinco teve efeito tipo-
mg/l na agua de - .
beber) ou antidepressivo, aumentou a
fosforilacdo da ERK1/2 e a
controle por 30 %0 d .
dias expressdo do BD_NF no cortex
cerebral. Além disso, aumentou
0s niveis de glutationa no
hipocampo e cértex cerebral.
Camundonaos - Zinco teve efeito tipo-
Swiss de ambgos 08 - ZnCl; (30 antidepressivo.
SEXOS mg/Kkg, i.p.) ou - Efeito tipo-antidepressivo do
(LOBATO et al controle 30 min | zinco envolveu a ativagdo direta
2008) N antes do teste ou indireta de receptores de
adenosina (A; e Aza).
Camundonao Swiss - D-serina (agonista do sitio
albino m?achos - Hidroaspartato glicina do receptor NMDA)
(POLESZAK et al de zinco (5 inibiu o efeito tipo-
2008) N mg/kg, i.p.) antidepressivo do zinco.
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- Hidroaspartato
de zinco (5, 10 e

- Tratamento com zinco por 5
semanas (apenas na dose de 10
mg/kg) induziu um efeito tipo-

20 mg/kg, i.p.) antidepressivo nos animais
ou controle por 5 submetidos ao estresse.
Ratos Wistar semanas. - 7, 14 e 35 dias de tratamento
machos - Hidroaspartato | com zinco aumentou o RNAm
(SOWA-KUCMA de zinco (10 do BDNF no hipocampo. 35
et al., 2008) mg/kg) por 7, 14 | dias de tratamento aumentou o
e 35 dias. RNAmM do BDNF no cortex.
- Estresse cronico | - 7 e 14 dias de tratamento com
moderado por 8 zinco aumentou os niveis de
semanas proteina do BDNF no
hipocampo.
- Ratos alimentados com dieta
. deficiente em zinco tiveram
- Dieta adequada . .
comportamento tipo-depressivo
(30 ppm), : :
Ratos Sprague— s e tipo-ansioso.
deficiente - N
Dawley machos - Fluoxetina exerceu efeito tipo-
(Ippm) ou

(TASSABEHJI et
al., 2008)

suplementada em
zinco (180 ppm)
por 3 semanas

antidepressivo em animais
alimentados com dieta
adequada ou suplementada com
zinco, mas ndo foi efetivo em
animais deficientes em zinco.

Ratos Wistar
machos
(CICHY etal.,
2009)

- Hidroaspartato
de zinco (65
mg/Kkg, p.o.) ou
controle por 14
dias

- Zinco reduziu a afinidade da
glicina nos receptores NMDA
no cortex frontal.

- Zinco aumentou a densidade
dos receptores de serotonina 5-
HT1a € 5-HT24 N0 hipocampo e
cortex pré-frontal,
respectivamente.

Camundongos
Swiss albino
machos
Ratos Wistar
machos
(SZEWCZYK et
al., 2009)

- Hidroaspartato
de zinco (2,5e5
mg/Kkg, i.p.)
administrado
agudo em
camundongos ou
por 3 vezes (24,
5 e 1h antes do

- Associagdo de doses subativas
de zinco (2,5 mg/kg) com
antidepressivos propiciou um
comportamento tipo-
antidepressivo.

- Efeito tipo-antidepressivo do
zinco (5 mg/kg) envolveu, pelo
menos em parte, 0 sistema
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teste) em ratos

serotoninérgico em
camundongos.
- Em ratos, as duas doses
induziram um comportamento
tipo-antidepressivo.

- Dieta adequada
em zinco
(52,8 mg/kg) ou
deficiente em

- Nivel basal de calcio no
hipocampo foi aumentado em
animais alimentados com dieta

Ratos Wistar zinco (0,37 deficiente de zinco e em
machos mg/kg) por 2 animais submetidos a
(TAMANO et al., semanas corticosterona.
2009) - Corticosterona | - Concentragdes de glutamato,
(40 mg/kg, GABA e glutamina no
subcutanea) ou hipocampo foram diminuidas
controle por 14 na deficiéncia de zinco.
dias
Camundongos - Dieta adequada i Arélirgglzzil)l(?zmazdigscgom
C57BL/6N machos em zinco desenvolveram um
(WHITTLE, (65 mg/kg) ou -
: d comportamento tipo-
LUBEC e baixa em zinco depressivo, que foi prevenido
SINGEWALD, (12,3 mg/kg) por P ela ad,n?inistra péo de
2009) 54 dias P ninistrag
desipramina.

- Corticosterona sérica foi
aumentada apds estresse por
imersdo na 4gua em animais

- Dieta adequada alimentados com dieta
Ratos Wistar g deficiente em zinco.
(44 mg/kg) ou L - .
machos deficiente (2,7 - Animais deficientes em zinco
(WATANABE et - tiveram um comportamento
mg/kg) em zinco - : .
al., 2010) tipo-depressivo e um maior
por 2 semanas
aumento de glutamato
extracelular hipocampal (ap6s
estimulacdo com cloreto de
potassio).
Ratos Wistar - Hidroaspartato | - Estresse crénico imprevisivel
machos de zinco (15 diminuiu os niveis de RNAmM
(CIESLIK et al., mg/kg, p.o.) do BDNF no hipocampo e o0s
2011) imipramina (5 niveis séricos de zinco.
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mg/kg, p.o.) ou

controle por 16
dias

- Estresse cronico

imprevisivel por

16 dias

- O tratamento com zinco (mas
ndo com imipramina) aumentou
o0s niveis de RNAm do BDNF
(no hipocampo) em animais
estressados e ndo estressados.
- Associagdo do zinco com
imipramina aumentou os niveis
de RNAm do BDNF (no
hipocampo) apenas nos animais
estressados.

- Associagdo do zinco com
imipramina diminuiu o zinco
sérico em animais ndo
estressados, mas aumentou nos
animais estressados.

- Hidroaspartato
de zinco (10 e 65

- Administragdo de zinco (10 e
65 mg/kg) ou citalopram
aumentou o pool de zinco pré-
sinptico no cortex pré-frontal.

Ratos Wistar ma/kg, i.p.) - Administracédo de zinco (65
machos antidepressivo . _mg/kg), citalopram ou

(SOWA-KUCMA (citalopram ou iMipramina aumeptou ZInco

etal., 2011) imipramina) ou extracelular no cortex pré-

controle por 14 A frdont_al_. 30.d

dias - Apenas administragao de

zinco (65 mg/kg) aumentou o
zinco pré-sinaptico e
extracelular no hipocampo.
- Zinco induziu um
Camundongos comportamento tipo-
albinos de ambos | 2Zon%|2/f<lo'i 15)e antidepressivo nas doses de 15
0S SeX0S ou con?roiqé gr 7 e 20 mg/kg.
JOSHI et al., oep - Dose subativa (10 mg/kg) teve
dias
2012) efeito sinérgico com
antidepressivo.

- Deita adequada - Animais alimentados com

Camurrl?aocr;]%zs cb1 em zinco dieta deficiente em zinco por 2
(MLYNIEC e (33,5 mg/kg) ou semanas tiveram um

NOWAK, 2012)

deficiente em

zinco (0,2

comportamento tipo-
antidepressivo, mas 4 ou 10
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mg/kg) por 2, 3,
4 ou 10 semanas
- Imipramina,
escitalopram ou
controle

semanas de dieta promoveram
um efeito tipo-depressivo.
- Antidepressivos tiveram seus
efeitos prejudicados em animais
alimentados por 3 semanas com
dieta deficiente em zinco.

Ratos Wistar
machos
(TAKEDA, 2012)

- Administragdo
de clioquinol (30
mg/kg, i.p.) —
guelante do zinco
permeavel a
membrana ou
controle
- Estresse de
suspensao pela
cauda por 30
segundos

- Zinco influenciou na
atenuacgdo da potenciacdo de
longa duragéo no hipocampo

apds exposicao ao estresse.

- O tratamento de fatias
hipocampais com
corticosterona aumentou o
zinco extracelular e intracelular
e o célcio intracelular.

- Dieta adequada
em zinco

- Animais alimentados com
dieta deficiente em zinco nao
responderam de maneira

Camurrlr?ac::r;]%c;s cb1 (33,5 r_ng/kg) ou adequ_ada_aos _antidepressivos.
(MLYNIEC et al def_|C|ente em - Anlmals_a!lmentados_ com
2013a) B zinco (0,2 dieta deficiente em zinco
mg/kg) por 6 tiveram menos zinco sérico,
semanas sendo este efeito revertido pelo
tratamento com antidepressivo.
- Animais alimentados com
- Dieta adequada dieta deficiente em zinco
em zinco tiveram um comportamento
Camurrlr?ac;r;]goc;s b1 (33,5_ r_ng/kg) ou _ tip_o-de_pressivo.
(MLYNIEC et al def_|C|ente em - Anlmals_a!lmentados_ com
2013b) N zinco (0,2 dieta deficiente em zinco
mg/kg) por 6 tiveram uma reducdo na
semanas expressdo das proteinas GPR39

e BDNF no cortex pré-frontal.

Camundongos CD1
machos
(MLYNIEC e
NOWAK, 2013)

- Administracédo
de escitalopram,
reboxetina,
bupropiona e
imipramina.

- Escitalopram, reboxetina,
bupropiona, mas ndo
imipramina, aumentou a
expressdo do receptor de zinco
GPR39 no cortex pré-frontal.
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Ratos Wistar - Zinco histidina | - Administracdo aguda de zinco
machos (10, 20 ou 30 _agudo teve efeito tipo-
(SAMARDZIC et ma/kg, i.p.) antidepressivo nas doses de 10

al., 2013) 9/%g. 1.p. e 30 mg/kg.

Ratos Sprague
Dawley machos
(DOBOSZEWSKA
etal., 2014)

- Dieta adequada
em zinco (50
mg/kg) ou dieta
deficiente em
zinco (3 mg/kg)
por 4 ou 6
semanas

- 4 e 6 semanas de dieta
deficiente em zinco propiciou
um comportamento tipo-
depressivo, aneddnico e reduziu
0 comportamento social.

- 4 e 6 semanas de dieta
deficiente em zinco aumentou a
expressdo das subunidades do
receptor de glutamato (GIUN2A
e GIuN2B) e diminuiu a
expressdo da PSD-95, CREB e
BDNF no hipocampo. Houve
aumento da expressdo do
GIUN2A no cortex pré-frontal,
apenas apos 6 semanas de dieta
deficiente de zinco.

Camundongos CD1
machos
Ratos Sprague
Dowley machos
(MLYNIEC et al.,

- Dieta adequada
em zinco
(33,5 mg/kg para
camundongo ou
50 mg/kg para
ratos) ou
deficiente em
zinco (0,2 mg/kg
para

- Camundongos e ratos
alimentados com dieta
deficiente em zinco tiveram
diminuicdo na expressdo do
GPR39 no hipocampo e cortex
frontal.

- Camundongos alimentados
com dieta deficiente em zinco

2014) . Lo
camundongos ou tiveram diminuicéo na
3 mg/kg para expressdo do CREB, BDNF e
ratos) por 6 TrkB no hipocampo.
semanas
- Dieta adequada | - Ratos alimentados com dieta
Ratos Sprague em zinco (50 deficiente de zinco tiv_eram um
Dowley machos n:jg/fkg) ou dieta co(rjnportamento tipo-
eficiente em epressivo. Esse
(DC)eI?gI_S,ZZ%\i\SKA zinco (3 mg/kg) comportamento foi revertido

por 6 semanas.
- Ultimas duas

pela administracdo de
fluoxetina.
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semanas, 0s
animais
receberam
fluoxetina ou
controle.

- Dieta deficiente de zinco

diminuiu os niveis de BDNF e a

fosforilagcdo do CREB no
hipocampo.

- Dieta deficiente de zinco
aumentou subunidades do
receptor NMDA GIuN1,
GIuN2A e GIuN2B no
hipocampo.

Camundongos
knockout para
GPR39
(MLYNIEC,
GAWEL e
NOWAK, 2015)

- Tratamento
cronico (14 dias)
com reboxetina,

escitalopram,

imipramina e

MK-801.

- Tratamento
agudo com
imipramina, MK-
801 ou cetamina.

- Animais sem receptor para
zinco ndo responderam ao
tratamento com reboxetina,
escitalopram e imipramina e
nem ao tratamento agudo com
imipramina.

- O efeito tipo-antidepressivo
exercido pelo MK-801 e
cetamina ndo foi alterado pela
falta do receptor GPR39.

Camundongos
Swiss CD1 machos
(MLYNIEC e
NOWAK, 2015)

- Dieta deficiente
em zinco (0,2
mg/kg) por 6

semanas.

- Antidepressivos
(imipramina,
escitalopram,

reboxetina,

bupropiona)
administrados
agudamente ou
por 2 semanas.

- Antidepressivos administrados
agudamente (em animais com
dieta deficiente em zinco)
diminuiram a expressao (cortex
pré-frontal) do GPR39, CREB,
BDNF (exceto para reboxetina
e bupropiona) e TrkB (exceto
para bupropiona).

- Antidepressivos administrados
cronicamente (em animais com
dieta deficiente em zinco)
aumentaram a expressédo do
GPR39, CREB (exceto para
imipramina), BDNF e TrkB.

Camundongos
knockout para
GPR39
Camundongos CD1
machos
(MLYNIEC et al.,

2015a)

- Animais
knockout:
avaliacdo do
modelo.

- Camundongos
CD1:

alimentados com

- Animais sem o receptor
GPR39 tiveram um
comportamento tipo-
depressivo.

- Animais sem o receptor
GPR39 tinham niveis
diminuidos de CREB e BDNF
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dieta deficiente
(02 mg/kg) ou
adequada (3,5
mg/kg) em zinco

no hipocampo, mas ndo no
cortex pré-frontal.

- Animais alimentados com
dieta deficiente em zinco
tinham maiores niveis séricos
de corticosterona e menores
niveis de receptor de
glicocorticoide no hipocampo e
cortex pré-frontal.

Ratos Sprague
Dowley machos
(SZEWCZYK et
al., 2015)

- Hidroaspartato
de zinco (5
mg/Kkg, i.p.)

agudo
(administrado em
diferentes
momentos).

- Inibidores de
vias de
sinalizacdo da

mTOR.

- Zinco administrado 30 mine 3
h antes do teste exerceu efeito
tipo-antidepressivo. Mas isso

ndo ocorreu quando o zinco foi

administrado 24 h antes do
teste.

- Zinco administrado 30 mine 3
h antes da decapitagdo
aumentou a fosforilacdo da
mMTOR e da p70S6K no cortex
pré-frontal (em fracdo
enriquecida com sinaptossomo).
24 h antes da decapitacdo ndo
teve alteracéo.

- Zinco administrado 3 h antes
da decapitacdo aumentou a
expressdo de proteinas
sindpticas (BDNF, GIuAl e
sinapsina 1). 24 h antes
aumentou a expressao do
BDNF e do GluAl. 30 min
antes ndo teve nenhuma
alteracao.

- Administracdo de inibidores
de vias da mTOR (antagonista
da mTOR e inibidores da PI3K,

PKA e PKC) impediu o efeito

tipo-antidepressivo do zinco.

Camundongos
Swiss albino
machos

- Dexametasona
administrada

- Dose alta (64 mcg/kg) de
dexametasona administrada

aguda ou

agudamente e dose baixa (16
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(WROBEL etal., | cronicamente (14 | mcg/kg) administrada por 14
2015) dias). dias causou comportamento
- Hidroaspartato tipo-depressivo.
de zinco (5, 10, - Administragdo aguda ou
15 ou 30 mg/kg, | subcrdnica (de doses ativas) de
i.p.) administrado | zinco, imipramina e cetamina,
em 3 doses (24,5 | bem como a combinagao entre
e 1hantes do eles (de doses subativas)
teste) ou por 14 reverteu o efeito da
dias. dexametasona administrada por
- Imipramina ou 14 dias.
cetamina - Associagdo de doses subativas
(administradas de zinco com imipramina por
i.p. em doses 14 dias impediu o efeito tipo-
ativas ou depressivo exercido pelo
subefetivas) dexametasona.
administrada
1h30min antes
do teste ou por
14 dias (apenas
para
imipramina).
- Animais submetidos ao
estresse tinham comportamento
- Sulfato de zinco tipo-depressivo. 1sso foi
(15 ou 30 mg/kg, | revertido pelo tratamento com
i.p.) ou zinco (apenas na dose 30
imipramina (5 ou | mg/kg) ou imipramina (apenas
20 mg/kg, i.p.) na dose de 20 mg) ou pela
Camundongos ou controle por 3 | associacdo de doses subefetivas
ICR machos semanas (apds o de zinco (15 mg/kg) e
(DING et al., término do imipramina (5 mg/kg).
2016) protocolo de - Animais submetidos ao
estresse) estresse tinham menores niveis
- Estresse de de zinco sérico. Isso foi pelo
contencgdo tratamento com zinco (15 ou 30
crénico por 3 mg/kg) ou imipramina (apenas
semanas na dose de 20 mg).

- Animais submetidos ao
estresse tinham maiores niveis
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de zinco hipocampal. Isso foi
revertido pelo tratamento com
zinco (apenas na dose 30
mg/kg) ou imipramina (apenas
na dose de 20 mg) ou pela
associagdo de doses subefetivas
de zinco (15 mg/kg) e
imipramina (5 mg/kg).

- Animais submetidos ao
estresse tinham uma menor
expressao hipocampal do
RNAmM do GPR39, BDNF e
CREB e uma maior expressao
do receptor NMDA. Essas
alteracOes foram revertidas pelo
tratamento com zinco (apenas
na dose 30 mg/kg) ou
imipramina (apenas na dose de
20 mg/kg) ou pela associacdo
de doses subefetivas de zinco
(15 mg/kg) e imipramina (5

mg/kg).
- Knockout para GPR39 tinham
Camundongos comportamento tipo-
knockout para depressivo.
GPR39 - - Knockout para GPR39 tinham
(MLYNIEC et al., menor viabilidade celular e
2016) proliferacdo de esplendcitos e

uma maior producgdo de IL-6.

Abreviaturas: BDNF, fator neurotréfico derivado do encéfalo; CREB,
proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMPc; ERK, proteina
cinase regulada por sinal extracelular; GABA, 4&cido gama
aminobutirico; mTOR, proteina alvo da rapamicina em mamiferos;
NMDA, N-metil-D-arpartato; PI3K, fosfatidilinositol 3 cinase; PKA,
proteina cinase A; PKC, proteina cinase C; TrkB, receptor tropomiosina
cinase B. Fonte: proprio autor.
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ANEXOS

ANEXO A — APROVACAO COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA
CATARINA

Resultado de Solicitacdo de Protocolo

Protocolo

PP00795

Titulo

Metodologias utilizadas no laboratério de Neurobiologia da Depressao
para ensaios in vivo.

Data de Entrada

17/05/2012

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
26/07/2012

Consideracdes

Oficio n° 62/CEUA/PRPE/2012

Do: Presidente da Comissédo de Etica no Uso de Animais-CEUA
Ao(d): Prof(a) Dr(a) Ana Lucia Severo Rodrigues, Departamento de
Bioguimica - CCB

Prezado(a) Professor(a),
Em relagdo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade o
presidente da CEUA-UFSC deliberou o seguinte:

Os procedimentos elencados no protocolo e corrigidos na carta anexa
estdo credenciados para uso no seu laboratorio pelo periodo de quatro
anos. Qualquer alteragdo destes, ou inclusdo de novos, deverdo ser
apreciados pela CEUA-UFSC novamente.

Este credenciamento é valido para a utilizacdo das espécies animais: sete
mil camundongos (Mus musculus) e duzentos e cinquenta ratos (Rattus
Norvegicus).

Procedéncia do animal: Biotério Central da UFSC.
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Por ocasi&o do término deste periodo de credenciamento, DEVERA
SER APRESENTADO RELATORIO detalhado relacionando o uso de
animais com estes procedimentos aos resultados obtidos, conforme
formulario ON LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatorio Final previsto para (90 dias apds término da vigéncia do
protocolo ou no momento da apresentacdo de um novo protocolo)
Data 26/10/2016

Data 26/07/2012

Parecer(es):

( N G
Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.
COMISSAOQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE

gl
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