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APRESENTACAO

A presente dissertacdo foi subdividida em dois capitulos. O Capitulo I é composto por uma
revisdo tedrica, a qual inclui estudos pré-clinicos e clinicos sobre a vitamina D como uma
potencial estratégia terapéutica no manejo de transtornos de depressdo e ansiedade. O Capitulo
IT refere-se aos resultados experimentais obtidos a partir da avaliagdo dos efeitos tipo-
depressivo e tipo-ansiolitico da suplementacdo com colecalciferol e do seu possivel efeito pro-
sinaptogénico em camundongos.



RESUMO

A depressdo e a ansiedade sdo transtornos psiquiatricos altamente prevalentes e incapacitantes.
Frequentemente estes transtornos ocorrem de forma concomitante, dificultando o diagnostico e
o tratamento. Além disso, a farmacoterapia atual apresenta varias limitagdes, incluindo diversos
efeitos colaterais. Portanto, a busca por novos compostos terapéuticos com propriedades
antidepressivas e/ou ansiolicas ¢ de fundamental importancia. Nesse contexto, o capitulo I dessa
dissertacao ¢ constituido por uma revisao critica da literatura envolvendo estudos pré-clinicos
e clinicos, cujo intuito era investigar a eficacia antidepressiva e ansiolitica da vitamina D.
Apesar de serem poucos os estudos clinicos que comprovam seus efeitos em individuos com
depressao e/ou ansiedade, majoritariamente estudos pré-clinicos demonstraram beneficios de
sua suplementagao em modelos animais. Varios estudos tém indicado que a vitamina D possui
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, pro-neurogénicas e neuromoduladoras,
sugerindo que essa vitamina atua de forma semelhante aos antidepressivos convencionais.
Entretanto nenhum estudo havia avaliado os seus possiveis efeitos pro-sinaptogénicos. Diante
desse cenario, o segundo capitulo ¢ composto por um estudo experimental que avaliou os efeitos
tipo-antidepressivo e tipo-ansiolitico da suplementagdo com colecalciferol e do seu possivel
efeito pro-sinaptogénico no cortex pré-frontal e hipocampo em camundongos. Neste trabalho,
observou-se que a suplementacdo cronica com colecalciferol em camundongos Swiss fémeas
(100 Ul/kg durante 21 dias, p.o.) induziu um efeito tipo-antidepressivo no teste de suspensao
pela cauda. O colecalciferol ndo causou alteragdes nas respostas de autolimpeza, nimero de
bolos fecais e tempo no centro do aparato no teste do campo aberto, pardmetros relacionados
ao comportamento tipo-ansioso. Entretanto, a administracdo cronica de colecalciferol (100
Ul/kg durante 21 dias, p.o.) foi efetiva no teste da alimentacdo suprimida pela novidade, um
paradigma comportamental sensivel ao efeito de ansioliticos e de antidepressivos administrados
cronicamente. Posteriormente, a fim de investigar se mecanismos pro-sinaptogénicos estariam
associados aos efeitos tipo-ansiolitico e antidepressivo do colecalciferol, avaliamos os niveis
do fator de transcricio CREB total e a sua fosforilagdo (Ser'*®), bem como das seguintes
proteinas sindpticas: sinapsina, GluAl e PSD-95 por Western Blotting no hipocampo e no
cortex pré-frontal. Nao evidenciamos alteracdes no imunoconteudo de CREB total e na razao
P-CREB/CREB. Entretanto, a suplementa¢do com colecalciferol promoveu um aumento de
sinapsina no hipocampo, enquanto observou-se um aumento significativo de GluA1 e PSD-95
apenas no cortex pré-frontal, sugerindo que esse composto modula positivamente a tradugdo de
proteinas sinapticas de maneira dependente da regido encefalica. Em conjunto, esses resultados
sugerem que propriedades pro-sinaptogénicas podem estar subjacentes aos efeitos tipo-
antidepressivo e ansiolitico do colecalciferol. Portanto, a suplementacdo de vitamina D se
apresenta como uma estratégia que pode ser util no tratamento da depressdo e da ansiedade.

Palavras-chave: Ansiedade; Depressdo; Proteinas sinapticas; Vitamina D.



ABSTRACT

Depression and anxiety are highly prevalent and disabling psychiatric disorders. These
disorders often occur concomitantly, making diagnosis and treatment difficult. In addition,
current pharmacotherapy has several limitations, including side effects. Therefore, the search
for new therapeutic compounds with antidepressant and/or anxiolytic properties are of
fundamental importance. In this context, chapter I of this work consists of a critical review of
the literature involving preclinical and clinical studies, in order to evaluate the antidepressant
and anxiolytic efficacy of vitamin D. Although there are few clinical studies that indicate its
effects in individuals with depression and/or anxiety symptoms, pre-clinical studies have
mostly demonstrated benefits of its supplementation in animal models of depression and
anxiety. Convincing evidence has indicated that vitamin D exhibits antioxidant, anti-
inflammatory, pro-neurogenic, and neuromodulatory properties, suggesting that it acts similarly
to conventional antidepressants. However, no studies have evaluated its possible pro-
synaptogenic effects in the prefrontal cortex and hippocampus. In this scenario, the second
chapter is composed of an experimental study that evaluated the antidepressant and anxiolytic
effects of cholecalciferol supplementation and its possible pro-synaptogenic effect in mice. In
this work, chronic cholecalciferol supplementation in female Swiss mice (100 [U/kg for 21
days, p.o.) induced an antidepressant-like effect in the tail suspension test. Cholecalciferol
caused no significant alterations in grooming, number of fecal boli, and time in the center of
the apparatus, parameters related to anxiety-like behavior in the open field test. However,
chronic administration of cholecalciferol (100 IU/kg for 21 days, p.o.) was effective in the
novelty-suppressed feeding test, a behavioral paradigm sensitive to anxiolytics and to chronic
administration of antidepressants. Subsequently, in order to investigate whether pro-
synaptogenic mechanisms could be associated with the anxiolytic and antidepressant-like
effects of cholecalciferol, we investigated the immunocontent of total CREB and its
phosphorylation (Ser'*), as well as the immunocontent of the synaptic proteins synapsin,
GluA1 and PSD-95 by Western Blotting in the hippocampus and prefrontal cortex. No changes
were observed in the total CREB immunocontent and in the ratio P-CREB/CREB. However,
cholecalciferol supplementation increased the immunocontent of synapsin in the hippocampus,
while a significant increase of GluA1 and PSD-95 was observed only in the prefrontal cortex,
suggesting that cholecalciferol modulates the translation of synaptic proteins in a brain region-
dependent manner. Taken together, these results suggest that pro-synaptogenic properties may
underlie the anxiolytic and antidepressant-like effects of cholecalciferol. Therefore, vitamin D
supplementation presents itself as a strategy that may be useful for the treatment of depression
and anxiety.

Keywords: Anxiety; Depression; Synaptic proteins; Vitamin D.
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1 INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR

O transtorno depressivo maior (sendo nesta dissertacdo tratado como depressdo) ¢ um
transtorno psiquiatrico altamente prevalente, cronico e incapacitante que afeta globalmente
mais de 300 milhdes de pessoas, sendo mais comum em mulheres (prevaléncia anual de 5,1%)
do que em homens (prevaléncia anual de 3,6%). Além disso, estima-se que 1 a cada 6 adultos
sejam acometidos por este transtorno ao longo da vida (CULPEPPER, 2011; OTTE et al., 2016;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Particularmente, o Brasil é o pais com o maior
indice de individuos com depressdao na América Latina. A cidade de Sao Paulo destaca-se por
superar os indices mundiais, apresentando uma prevaléncia anual de 10,4% (BROMET et al.,

2011; OTTE etal., 2016).

Individuos que passaram por eventos adversos durante a vida, como luto e trauma
psicoldgico sdo mais propensos a desenvolver depressdo. Mais recentemente, a pandemia de
COVID-19 causada pelo coronavirus SARS-CoV-2 tem sido associada com um aumento de
sintomas de depressio na populagdo mundial (COVID-19 MENTAL DISORDERS
COLLABORATORS, 2021). Portanto, o transtorno depressivo ¢ resultado de uma complexa
interacdo entre pré-disposicdes genéticas, fatores ambientais, bem como disfung¢des
neuroquimicas, neuroenddcrinas e moleculares (BERTON; NESTLER, 2006; OTTE et al.,
2016). A forte relacdo deste transtorno com o suicidio € a preocupagao clinica mais imediata.
Estima-se que pacientes com depressao sdao 20 vezes mais propensos a cometer suicidio que a

populagdo em geral (CHESNEY; GOODWIN; FAZEL, 2014; OTTE et al., 2016).

Segundo o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5),
caracteriza-se como um individuo com depressdo aquele que apresentar de forma recorrente,
por um periodo de pelo menos duas semanas, no minimo cinco dos seguintes sintomas: i) humor
deprimido evidente; i1) diminui¢ao no interesse ou prazer em quase todas ou todas as atividades
(anedonia); 1i1) aumento ou diminui¢do no apetite, associado com alteragcdes no peso sem dieta
alimentar aparente; iv) hipersonia ou insonia; v) agitagdo ou retardo psicomotor; vi) sensagao
de fadiga; vii) sentimento excessivo de inutilidade ou culpa; viii) diminui¢ao na capacidade de
concentracdo e tomada de decisdes; ix) pensamentos recorrentes de morte ou ideagdo suicida.

Destaca-se que obrigatoriamente, para se caracterizar como transtorno depressivo, o individuo



18

deve apresentar humor deprimido ou anedonia (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013).
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1.2 TRANSTORNOS DE ANSIEDADE

Transtornos de ansiedade, incluindo transtorno de ansiedade de separagdo, fobia
especifica, mutismo seletivo, transtorno de ansiedade social, transtorno do panico, agorafobia
e transtorno de ansiedade generalizado, constituem uma das principais causas de incapacitacgao,
acometendo globalmente, cerca de 264 milhdes de individuos, sendo mais prevalentes em
mulheres (4,6%) do que em homens (2,6%). O Brasil se destaca no cenario mundial, possuindo
o maior niumero de casos de transtornos de ansiedade entre todos os paises do mundo,
considerando que anualmente cerca de 9,3% da populagdo ¢ acometida (CRASKE et al., 2017;

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Estima-se que pacientes com transtornos de ansiedade recém-diagnosticados
aumentaram de 31,13 milhdes em 1990 para 45,82 milhdes em 2019 (YANG et al., 2021).
Particularmente, no atual contexto da pandemia de COVID-19, varios estudos tém relatado um
aumento expressivo nos sintomas de ansiedade na populagdo (COVID-19 MENTAL
DISORDERS COLLABORATORS, 2021). Além disso, a alta prevaléncia de transtornos de
ansiedade aumenta significativamente o risco de mortalidade, tornando-se um critico problema

clinico e de saude publica (MEIER et al., 2016).

De forma geral, transtornos de ansiedade estdo relacionados a alteragcdes no sistema
limbico, disfungdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal e fatores genéticos, e sdo
caracterizados por iniciarem durante a infancia, adolescéncia e inicio da idade adulta. Eles
diferem da ansiedade fisiologica transitdria normativa do desenvolvimento ou induzida pelo
estresse por serem persistentes e desproporcionais a ameaca real presente. Portanto, individuos
com estes transtornos apresentam sensagdes de medo e ansiedade excessivas e tendem a evitar
situagdes consideradas “ameacgadoras”, o que compromete consequentemente, seu cotidiano
(CRASKE; STEIN, 2016; CRASKE et al., 2017).

Os transtornos de ansiedade raramente existem de forma isolada, mais de 90% dos
individuos com este transtorno apresentam concomitantemente outros transtornos psiquiatricos
(KAUFMAN; CHARNEY, 2000). Verifica-se por exemplo, que transtornos de ansiedade
podem pré-dispor o individuo a desenvolver depressio (LEWINSOHN et al., 1997;
AVENEVOLI et al., 2001).
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Portanto, transtornos de depressdo e ansiedade apresentam-se como comorbidades
pronunciadas, com 50-60% dos individuos com depressdo atendendo aos critérios de um
transtorno de ansiedade (KAUFMAN; CHARNEY, 2000). Este fato sugere o envolvimento de

mecanismos fisiopatolégicos comuns a estes transtornos.
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1.3 BASES NEUROBIOLOGICAS COMUNS A DEPRESSAO E ANSIEDADE

1.3.1 Sistemas monoaminérgicos

Os sistemas monoaminérgicos compostos principalmente pelos neurotransmissores
serotonina, noradrenalina ¢ dopamina estao diretamente relacionados a regulagdo do humor,
cognicdo, motivacdo e autocontrole (HAMON; BLIER, 2013). A metabolizacdo da
noradrenalina e dopamina ocorre em neurdnios catecolinérgicos. A partir da hidroxilagdo do
aminoacido tirosina, a tirosina hidroxilase promove a formag¢ao da dihidrofenilalanina (DOPA).
Posteriormente, por meio de uma descarboxilase, a DOPA ¢ convertida em dopamina. A
dopamina formada pode ser entdo convertida pela enzima dopamina [-hidroxilase em
noradrenalina (SANDERS-BUSH; HAZELWOOG, 2012). Em neurdnios serotoninérgicos a
triptofano hidroxilase metaboliza o aminoécido triptofano em serotonina. Apos a sintese, esses
neurotransmissores sao estocados em vesiculas no neurénio pré-sinaptico. Em decorréncia da
despolarizac¢do neuronal, ocorre a liberagao e, posterior interagdo dessas monoaminas com seus
respectivos receptores noradrenérgicos, dopaminérgicos ou serotoninérgicos no neuronio pos-
sindptico. Sequencialmente a interagdo, transportadores especificos pré-sinapticos promovem a
captagdo dessas monoaminas para o interior neuronal, onde sdo metabolizadas pela monoamina
oxidase (MAO), enzima responsavel pela desaminagdo oxidativa dessas aminas biogénicas e
os metabolitos formados podem ser utilizados na sintese de novos neurotransmissores (WONG;

PERRY; BYMASTER, 2005; SANDERS-BUSH; HAZELWOOG, 2012).

Tem sido reportado que individuos com transtornos de depressdo ou ansiedade
apresentam alteracdes no metabolismo dessas monoaminas, fato que fundamenta a hipdtese
monoaminérgica (HAMON; BLIER, 2013; LIU; ZHAO; GUO, 2018). Particularmente, niveis
diminuidos de serotonina sdo evidenciados no liquido cefalorraquidiano e plasma de individuos
com depressao (MAES et al., 1990) ou ansiedade (BREWERTON et al., 1995). Nesse contexto,
foi observado que antidepressivos convencionais como inibidores da MAO (iMAO), triciclicos
(TCA) e inibidores seletivos de receptacdo de serotonina (ISRS) e noradrenalina (ISRN)
também apresentam propriedades ansioliticas (Figura 1) (NUTT, 2005).
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Figura 1 - Hipdtese monoaminérgica
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Em um individuo saudavel, as monoaminas, particularmente serotonina contidas nas vesiculas do neurdnio pré-
sinaptico sdo liberadas e se ligam a receptores especificos do neurdnio pds-sinaptico. Apos a interacdo, estas
monoaminas sdo recaptadas, retornando ao neurdnio pré-sinaptico, onde sdo degradadas pela MAO e os
metabolitos formados podem ser utilizados na sintese de novos neurotransmissores. Considerando a hipotese
monoaminérgica, no individuo com transtorno psiquidtrico ocorre uma redugdo nos niveis de monoaminas na
fenda sinaptica, acarretando numa menor interagdo e ativagdo de receptores poOs-sinapticos. Os antidepressivos
como os ISRS ou os ATCs, visam bloquear os sistemas de recaptagdo de monoaminas, enquanto os iIMAO
diminuem diretamente a degradagdo destes neurotransmissores. Portanto, os antidepressivos proporcionam uma
melhora nos sintomas, por promoverem um aumento na biodisponibilidade de monoaminas na fenda sinaptica.
Abreviaturas: TCA: antidepressivos triciclicos; iMAO: inibidores da enzima monoamina oxidase; ISRS: inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina; MAO monoamina oxidase. Figura originada a partir de imagens do Servier
Medical Art. Fonte: autora.

Dentre os antidepressivos convencionais, ISRS estdo entre os tratamentos
medicamentosos mais efetivos para pacientes com transtornos psiquiatricos, sendo os fairmacos
de primeira escolha para o tratamento da depressdao e ansiedade (ANDRISANO; CHIESA;
SERRETTI, 2013; DALE; BANG-ANDERSEN; SANCHEZ, 2015). Apesar do mecanismo de
acao de ISRS envolver um aumento pronunciado de serotonina na fenda sinaptica poucas horas
apods a administracdo (VASWANI; LINDA; RAMESH, 2003), verifica-se que a remissdo dos
sintomas ocorre somente 3-4 semanas apos o inicio do tratamento, fato que sugere o
envolvimento de outros mecanismos e vias de sinalizag¢ao no efeito terapéutico desses fArmacos

(OTTE et al., 2016).
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1.3.2 Hipétese neurotrofica

A hipoétese neurotrdfica postula que individuos com depressdao apresentam alteragdes
nos niveis de fatores neurotréficos, os quais desempenham um papel fundamental na
proliferacdo (neurogénese), migracdo e diferenciacdo de células neuronais e gliais (MASI;
BROVEDANI, 2011). Tem sido sugerido que mecanismos semelhantes podem ocorrer com a
ansiedade. De fato, em pacientes com transtornos de depressdo e/ou ansiedade evidencia-se
uma diminui¢dao nos niveis de fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) no soro ou
plasma (LEE; KIM, 2009; SHEN et al., 2019). Além disso, tem sido robustamente demonstrado
que comportamentos tipo-depressivo e ansioso estdo associados a diminui¢do de BDNF no
hipocampo e cortex pré-frontal de modelos animais (RIOS et al., 2001; MASI; BROVEDANI,
2011; LI et al., 2019a).

Majoritariamente, as funcdes do BDNF e de outros fatores neurotroficos como fator de
crescimento nervoso (NGF), neurotrofina-3 (NT-3) e neurotrofina-4 (NT-4) sdo mediadas por
subtipos especificos de receptores tirosina cinase (LU; PANG; WOO, 2005). A ligagdo e
dimerizacdo BDNF-TrkB (receptor tropomiosina cinase B) promove a autofosforilagdo deste
receptor, induzindo o ancoramento de proteinas intracelulares. Esse processo pode desencadear
a ativacao de distintas vias de sinalizagdo a jusante como proteina cinase ativada por mitégeno
(MAPK), fosfolipase C (PLC) e fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) (REICHARDT, 2006; MASI;
BROVEDANI, 2011). A ativacdo da via MAPK pode culminar na fosforilacdo e ativagao da
proteina de ligacdo ao elemento de resposta de monofosfato de adenosina ciclico (CREB),
responsavel pela transcri¢do de BDNF e TrkB. Portanto, por meio de um feedback positivo
transcricional, o BDNF ¢ capaz de modular seus proprios niveis de expressdo nos neurdnios

(PITTENGER; DUMAN, 2008; MASI; BROVEDANI, 2011; ESVALD et al., 2020).

Um compilado de evidéncias aponta que o tratamento cronico com antidepressivos
convencionais como ISRS, iMAO e TCA ¢ capaz de restabelecer os niveis séricos de BDNF
(DUMAN; HENINGER; NESTLER, 1997, DWIVEDI; RIZAVI; PANDEY, 2006; MASI;
BROVEDANI, 2011). Além disso, um recente estudo reportou que antidepressivos classicos e
de acdo rapida sdo capazes de se ligar diretamente ao TrkB, facilitando assim sua localiza¢ao
sinaptica e posterior, ativacao através do BDNF (CASAROTTO et al., 2021). Corroborando

esses fatos, a janela terapéutica desses antidepressivos € consistente com o periodo necessario
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para que uma célula progenitora se torne um neurdnio funcional (Figura 2) (SURGET et al.,

2008).

Figura 2 - Hipotese neurotrofica
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Um individuo em estado normal possui neur6énios piramidais hipocampais com proje¢des monoaminérgicas,
glutamatérgicas e de outros tipos neuronais que auxiliam nos circuitos de neurotransmissdo. Entretanto, um
individuo com depressao e/ou ansiedade apresenta alteragdes nos neurdnios piramidais hipocampais, incluindo
reducdo de espinhos dendriticos e retragdo da arborizagdo dendritica, em consequéncia da reducao dos niveis de
BDNF e dos mecanismos transcricionais mediados pelo CREB. Mecanismos similares também podem ocorrer na
ansiedade (MARTINOWICH; MANIJI; LU, 2007). O tratamento com antidepressivos, por sua vez, promove um
aumento na arboriza¢do dendritica e na expressio de BDNF mediado pela ativacio de CREB. BDNF: fator
neurotrofico derivado do encéfalo; CREB: proteina de ligagdo ao elemento de resposta ao AMPc. Fonte: Adaptado
de BERTON e NESTLER (2006).

Além dos mecanismos relacionados ao restabelecimento de serotonina e neurogénese,
tem sido demonstrado que os ISRS afetam a coliberagdo de serotonina e glutamato em
neurdnios serotoninérgicos (FISCHER; JOCHAM; ULLSPERGER, 2014). Como mencionado
anteriormente, a administracdo aguda desses antidepressivos ¢ capaz de bloquear
transportadores que promovem a recaptagdo de serotonina, promovendo um aumento desse
neurotransmissor na fenda sinaptica e nas proximidades dos autorreceptores de serotonina do

tipo 1 A (5-HT1A). A ativagdo destes autorreceptores promovem uma hiperpolarizagao,

diminuindo assim as taxas de disparos sinapticos. Com isso, menos glutamato e serotonina sao
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liberados do neurdnio, mas devido ao bloqueio dos transportadores serotoninérgicos, apenas o
glutamato permanece em menor concentragdo na fenda sinaptica. Quando os autorreceptores
dessensibilizam, aproximadamente 2-3 semanas ap0Os o tratamento, as taxas de disparos sdo
restabelecidas, restaurando também o glutamato (Figura 3) (FISCHER; JOCHAM;
ULLSPERGER, 2014). Destaca-se que este neurotransmissor ¢ fundamental para o processo
de sinaptogénese, tornando os neurdnios formados mais funcionais (OHGI; FUTAMURA;

HASHIMOTO, 2015).

Figura 3 - Mecanismo de a¢do dos ISRS mediado pela alteragdo na coliberagdo de serotonina
e glutamato em neurdnios serotoninérgicos
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Fisiologicamente foi demonstrado que neurdnios serotoninérgicos sdo capazes de coliberar glutamato e serotonina
de maneira excitatoria. A administragdo aguda de ISRS bloqueiam transportadores serotoninérgicos, promovendo
um aumento de serotonina na fenda sinaptica e nas proximidades dos autorreceptores 5-HT1A, culminando numa
hiperpolarizagdo neuronal, diminuindo assim as taxas de disparos. Consequentemente, ocorre uma atenuagao nos
niveis de glutamato na fenda sinaptica. Aproximadamente 2-3 semanas apos o tratamento, os autorreceptores se
dessensibilizam e as taxas de disparos sdo restabelecidas, restaurando também o componente glutamatérgico.
ISRS: inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina; 5-HT 1 A: autorreceptores de serotonina do tipo 1 A. Figura
originada a partir de imagens do Servier Medical Art. Fonte: autora, baseada em FISCHER; JOCHAM;
ULLSPERGER (2014).
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1.3.3 Sistema glutamatérgico: sinaptogénese

O glutamato ¢ o principal mediador dos sinais excitatorios do Sistema Nervoso Central
(SNC), sendo um neurotransmissor que compde o sistema glutamatérgico (ZHOU; DANBOLT,
2014). Esse neurotransmissor ¢ sintetizado principalmente pela enzima glutaminase, presente
em neurdnios pré-sindpticos, a qual promove a desamina¢do da glutamina. Estimulos
excitatorios permitem que o neurdnio pré-sinaptico atinja o potencial de agdo e, posteriormente
promova a exocitose de vesiculas contendo o glutamato sintetizado (NICIU; KELMENDI;
SANACORA, 2012; SANACORA; TRECCANI; POPOLI, 2012; ZHOU; DANBOLT, 2014).
O glutamato liberado na fenda sindptica pode entdo interagir com receptores de membrana
ionotrépicos e metabotropicos. Os receptores ionotropicos incluem os subtipos de receptores
N-metil-D-aspartato (NMDA), alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico (AMPA) e
cainato. Esses receptores sdo canais idnicos controlados por ligantes permeaveis a cations que
promovem correntes excitatorias a partir da interacdo e ligagao do glutamato, enquanto que os
metabotrdpicos (mGlul a mGlu8) incluem os receptores glutamatérgicos acoplados a proteina

G inibitoria ou estimulatéria (REINER; LEVITZ, 2018).

Posteriormente, o glutamato presente na fenda sindptica ¢ captado e reciclado
principalmente pelos transportadores de aminodcidos excitatorios do tipo 1 e 2 (EAATI e
EAAT2) presentes em astrocitos e, em menor propor¢ao, pelos EAAT3 presentes em neurdnios
(ARMADA-MOREIRA et al.,, 2020). Intracelularmente, o glutamato ¢ convertido em
glutamina, através da acdo da enzima glutamina sintetase. Em seguida, por meio de
transportadores especificos, ocorre o efluxo da glutamina formada para o meio extracelular,
sendo posteriormente transportada para o interior neuronal. No citosol, a glutaminase presente
em neurdnios pré-sindpticos pode converter novamente a glutamina em glutamato, o qual ¢
posteriormente armazenado em vesiculas sindpticas (Figura 4) (NICIU; KELMENDI;
SANACORA, 2012; SANACORA; TRECCANI; POPOLI, 2012).

Considerando que o excesso deste neurotransmissor promove a ativagao exacerbada
e/ou prolongada dos receptores glutamatérgicos, principalmente receptores NMDA
extrassinapticos, induzindo excitotoxicidade glutamatérgica, o processo de remocdo e
reciclagem de glutamato da fenda sindptica ¢ de fundamental importancia para a homeostase

sindptica e manutencao de suas funcgdes fisiologicas (ARMADA-MOREIRA et al., 2020).
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Figura 4 - Neurotransmissao glutamatérgica
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Apds estimulos excitatorios, o neurénio pré-sinaptico promove exocitose de vesiculas contendo glutamato na fenda
sinaptica, o qual pode interagir com os receptores ionotropicos (NMDA, AMPA e KA) e metabotropicos (mGLU).
Apds a interagdo, o glutamato presente na fenda sinaptica é captado e reciclado, principalmente pelos
transportadores EAAT1 e EAAT?2 presentes em astrocitos e EAAT3 presentes em neurdnios. Intracelularmente, o
glutamato ¢ convertido em glutamina, através da agdo da enzima glutamina sintetase. Em seguida, por meio de
transportadores especificos, ocorre o efluxo da glutamina formada para o meio extracelular. Este aminoacido
presente no meio extracelular é entdo transportado para o interior neuronal, onde ¢ convertido novamente a
glutamato pela glutaminase, sendo posteriormente armazenado em vesiculas sinapticas. AMPA: receptor acido
alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico; EAAT: transportadores de aminodcidos excitatorios; KA:
receptor cainato; NMDA: receptor N-metil-D-aspartato. Figura originada a partir de imagens do Servier Medical
Art. Fonte: autora, baseada em NICIU; KELMENDI; SANACORA (2012).

Dentre as fungdes fisiologicas relacionadas ao sistema glutamatérgico, o papel do
glutamato na plasticidade sinaptica tem ganhado destaque nas Ultimas décadas
(KACZMAREK; KOSSUT; SKANGIEL-KRAMSKA, 1997). De especial interesse, a
plasticidade sinaptica refere-se a modulagdo de processos estruturais e funcionais de dendritos
e axoOnios, a fim de aumentar a forca e/ou eficacia da transmissdo sinaptica em resposta a
processos adaptativos do SNC. Neste contexto, a sinaptogénese ¢ um dos mecanismos que

compde esse processo (CITRI; MALENKA, 2008; SKAPER et al., 2017).

A formagao de novas sinapses se da inicialmente pela interacao célula-célula. Moléculas
de adesao, incluindo neurexinas localizadas pré-sinapticamente e neuroliginas presentes pos-

sinapticamente promovem jun¢des interneuronais (PETZOLDT; SIGRIST, 2014; SUDHOF,
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2018). Posteriormente, neurdénios pré-sinapticos sdo entdo estimulados por uma série de
potenciais ritmicos excitatorios, fato que culmina na despolarizacdo neuronal, seguida da
abertura de canais de calcio dependentes de voltagem (CCVD). O influxo de calcio (Ca™),
favorece a ativacao da proteina serina cinase dependente de calcio (CASK), a qual ao interagir
com neurexinas promove a exocitose de vesiculas contendo glutamato (DALVA;
MCCLELLAND; KAYSER, 2007; CITRI; MALENKA, 2008; NICOLL, 2017).
Subsequentemente, o glutamato liberado, ativa receptores ionotropicos pds-sinapticos,
preferencialmente AMPA. A ativa¢io destes receptores induz um influxo de ions sodio (Na*) e
potassio (K"), causando uma despolarizagdo neuronal necessaria para que o ion magnésio
presente em receptores NMDA seja dissociado (MAYER; WESTBROOK; GUTHRIE, 1984;
NOWAK et al, 1984). Esse desbloqueio permite que o glutamato juntamente com a
serina/glicina possam interagir e ativar receptores NMDA. A ativa¢do destes receptores culmina
no influxo de fons Ca* e Na*, contribuindo assim com a despolarizagio e abertura de CCVD

(CITRI; MALENKA, 2008).

O aumento substancial de Ca*? intracelularmente promove a autofosforilagdo e ativag¢io
da proteina cinase dependente de célcio/calmodulina (CaMKII) (MILLER; KENNEDY, 1986).
Dentre suas fungdes, verifica-se que esta proteina contribui com o trafego de receptores AMPA
para a porcao sinaptica (CITRI; MALENKA, 2008). Além disso, esta enzima ¢ capaz de
aumentar a condutincia de receptores AMPA constituidos pela subunidade GluA1l, por meio
da fosforilacao do residuo de aminoacido serina 831 (DERKACH; BARRIA; SODERLING,
1999; DERKACH et al., 2007). Reporta-se que varias outras vias participam deste processo,
incluindo MAPK-CREB, relacionada a sintese de BDNF (THOMAS; HUGANIR, 2004). Esses
mecanismos em conjunto constituem a denominada fase inicial da potenciagao de longa duragao

(LTP) (CITRL; MALENKA, 2008; NICOLL, 2017).

Cerca de 1-2 horas apds esta indugdo ocorre a fase tardia da LTP (CITRI; MALENKA,
2008). Nesta fase, o aumento na densidade de receptores AMPA acoplados a porcao sinéptica,
favorece a rapida despolarizagio neuronal, facilitando o influxo de Ca™ via receptores NMDA
e CCVD. Com isso, vesiculas contendo BDNF sdo exocitadas, sendo que o BDNF liberado em
seguida interage e ativa receptores TrkB (FORREST; PARNELL; PENZES, 2018). A
autofosforilacdo destes receptores promove a ativacao de vias de sinalizagdo tais como as vias
PI3K/proteina cinase B (PKB/Akt) e cinase regulada por sinal extracelular (ERK), culminando
na fosforilagdo da proteina alvo mecanistico da rapamicina (mTOR) (FORREST; PARNELL;
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PENZES, 2018; SWIECH et al., 2008). Apo6s ativagdo, a mTOR fosforila e reprime a proteina
ligadora do fator de alongamento 4E (4E-BP) e ativa proteina ribossomal S6 cinase de 70 kDa
(p70S6K), modulando positivamente a sintese de proteinas sinapticas, particularmente
subunidades GluA1, proteina de densidade sinaptica de 95 kDa (PSD-95) e sinapsina (SWIECH
etal., 2008; HOEFFER; KLANN, 2010; LIctal.,2010; DUMAN et al., 2012; TAKEI; NAWA,
2014). Destaca-se que a traducdo de GluAl nao ¢ decorrente apenas da estimulagdo da via
mTOR, pois tem sido reportado que ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas sao capazes de
se ligar e traduzir diretamente RNA mensageiro de GluA1, de forma independente da p70S6K
(JUNG et al., 2020).

Concomitantemente a esses mecanismos, o influxo de Ca* continua promovendo a
fosforilacdo da CaMKII, a qual ¢ também capaz de modular a dindmica do citoesqueleto,
contribuindo para a alteragdo morfoldgica dos espinhos dendriticos. O aumento na maturagao
e densidade dendritica favorece a formagao de sinapses mais especificas e estaveis (Figura 5)

(CITRI; MALENKA, 2008; OHGI; FUTAMURA; HASHIMOTO, 2015).

Figura 5 — Mecanismos relacionados a sinaptogénese
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A formagdo de novas sinapses se da inicialmente pela interagdo interneuronal promovida pelas neurexinas e
neuroliginas. Neurdnios pré-sinapticos sdo entao estimulados por potenciais ritmicos excitatorios, fato que culmina
na abertura de CCVD. O influxo de Ca™?, favorece a ativagdo da CASK, a qual ao interagir com neurexinas
promove a exocitose de vesiculas glutamatérgicas. O glutamato liberado, ativa receptores AMPA, promovendo
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um influxo de Na*? e K, causando o desbloqueio de receptores NMDA, os quais sdo entfo ativados pelo glutamato.
A ativagio destes receptores culmina no influxo de ions Ca*? e Na*, contribuindo assim com a despolarizagio e
abertura de CCVD. O aumento de Ca™? intracelularmente promove a ativagdo da CaMKII, a qual contribui com o
trafego de receptores AMPA para a por¢ao sinaptica. Além disso, esta enzima aumenta a condutancia de receptores
AMPA constituidos pela subunidade GluA 1. Apos esta indugdo ocorre a fase tardia da LTP, na qual o aumento na
densidade de receptores AMPA acoplados & porgdo sinaptica, favorece a rapida despolarizagdo neuronal,
facilitando influxo de Ca*? via receptores NMDA ¢ CCVD. Com isso, o BDNF contido em vesiculas sinapticas é
liberado, ativando receptores TrkB. A autofosforilacio destes receptores promove a ativagdo das vias PI3K/Akt e
ERK, culminando na fosforilagdo da mTOR. Apoés ativagdo, a mTOR fosforila e reprime a 4E-BP ¢ ativa a
p70S6K, induzindo a sintese de proteinas sinapticas como subunidades GluAl, PSD-95 e sinapsina.
Concomitantemente a esses mecanismos, o influxo de Ca*? continua promovendo a fosforilagio da CaMKII, a
qual contribui para a alteragdo morfologica dos espinhos dendriticos. Akt: proteina cinase B; AMPA: a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato; BDNF: fator neurotrofico derivado do encéfalo; Ca*™: calcio; CaMKII:
proteina cinase dependente de calcio/calmodulina; CCDV: canal de calcio dependente de voltagem; CASK:
proteina serina cinase dependente de calcio; ERK: proteina cinase regulada por sinal extracelular; K*: potassio;
LTP: potenciagdo de longa duragdo; mTOR: proteina alvo mecanistico da rapamicina; PI3K: fosfatidilinositol 3-
cinase; PSD-95: proteina de densidade pos-sindptica de 95 kDa; NMDA: N-metil-D-aspartato; Na*2: sodio; TrkB:
receptor tropomiosina cinase B. Figura originada a partir de imagens do Servier Medical Art e BioRender. Fonte:
A autora.

Tem sido demonstrado que farmacos moduladores glutamatérgicos como a cetamina
(antagonista do receptor NMDA) sdo capazes de promover efeitos antidepressivos e ansioliticos
rapidos através de mecanismos relacionados a sinaptogénese (LI et al., 2010; OHGI;
FUTAMURA; HASHIMOTO, 2015; BANOV et al., 2020; FRAGA et al., 2020). Além disso,
reporta-se que antidepressivos convencionais também promovem a formacdo de novas
sinapses, por meio da ativagdo da via BDNF/PI3K/Akt, e consequente inibicdo dos fatores de
transcrigdo FoxO (Forkhead box-O) (RANA et al., 2021). Notavelmente, a modulag¢do de
mecanismos relacionados a plasticidade sinaptica ¢ fundamental para a melhora de sintomas
depressivos e ansiosos, considerando que individuos com estes transtornos apresentam redugao
na densidade dendritica e atrofia neuronal, alteragdes que podem ser desencadeadas por
processos neuroinflamatorios (LEUNER; SHORS, 2013; OHGI; FUTAMURA;
HASHIMOTO, 2015).

1.3.4 Neuroinflamagao

Nas ultimas décadas, tem sido reportada a existéncia de uma intrisica intera¢ao entre a
hiperativagao do sistema imunoldgico, liberacdo excessiva de citocinas pro-inflamatorias e
alteragdes em regides encefalicas relacionadas ao humor (KAUFMANN et al., 2017). De fato,
a cronica ativacdo do sistema imune se constitui em um mecanismo subjacente as disfungdes

dos sistemas serotoninérgico, dopaminérgico, noradrenérgico e glutamatérgico observadas em
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individuos com depressdo e ansiedade, resultando em alteragdes nos volumes e fungdes de

regides cerebrais, particularmente cortex pré-frontal e hipocampo (LIU et al., 2019).

Estudos de imagem de tomografia por emissdo de positrons (PET) demonstram que
individuos com depressdo exibem uma regulacio positiva da proteina translocadora de 18 kDa
(TSPO), uma proteina marcadora de neuroinflamacao e ativagdo microglial, em regides como
o cortex cingulado anterior, coértex pré-frontal, hipocampo e insula (GRITTI et al., 2021).
Destaca-se que as células microgliais sdo as principais mediadoras do processo
neuroinflamatdrio, uma vez que atuam como células de primeira resposta a insultos exdgenos
e endogenos que acometem o cérebro (HERMAN; PASINETTI, 2018). Além disso, individuos
com transtornos de depressao e/ou ansiedade tém apresentado niveis aumentados de mediadores
pro-inflamatorios, particularmente interleucina (IL)-6, IL-2, proteina C-reativa (PCR), IL-1p e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)) (ROSSI et al., 2017; LIU et al., 2019). Portanto, dados
da literatura sugerem que vias neuroinflamatorias estdo relacionadas a etiologia desses

transtornos, sendo potenciais alvos terapéuticos.

Tem sido reportado que farmacos antidepressivos podem modular a liberagdao de
citocinas inflamatorias. Antidepressivos triciclicos, incluindo clomipramina, imipramina e
citalopram sdo capazes de inibir a liberagdo de IL-6, IL-1B e TNF-o em mondcitos humanos
(XIA; DEPIERRE; NASSBERGER, 1996). A fluoxetina (ISRS) é capaz de reduzir
significativamente a producdo de interferon-gamma (IFN-y) e TNF-a (MAES et al., 2005).
Além disso, estudos clinicos indicam que o tratamento com antidepressivos incluindo
fluoxetina, paroxetina, mianserina, mirtazapina, venlafaxina, desvenlafaxina, amitriptilina,
agomelatina e imipramina pode diminuir niveis de citocinas inflamatorias por atenuar a
expressao de varios componentes do inflamassoma NLRP3 (NOD-like receptor family pyrin
domain—containing 3) (ALCOCER-GOMEZ et al., 2014; ALCOCER-GOMEZ et al., 2017).
De forma semelhante aos antidepressivos convencionais, a cetamina também apresenta efeitos
anti-inflamatorios, por meio da regulagdo negativa do complexo NLRP3 (LI et al., 2019b;
CAMARGO et al., 2021). O inflamassoma ¢ um complexo multiproteico intracelular capaz de
coordenar mecanismos imunes inatos centrais e periféricos através da ativagao de caspases, que
catalisam a maturacdo e liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, particularmente IL-1p e IL-

18 (KELLEY etal., 2019; ZAHID et al., 2019).
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Notavelmente, a descoberta gradativa de novas bases neurobiologicas e vias
intracelulares relacionadas a neurogénese, neuroplasticidade e neuroinflama¢do mudou a
compreensdo dos aspectos fisiopatoldgicos e terapéuticos dos transtornos de depressdo e
ansiedade, possibilitando a busca de novos e melhores compostos e alvos terapéuticos
(DELGADO, 2000; DALE; BANG-ANDERSEN; SANCHEZ, 2015; OTTE et al., 2016).
Nesse sentido, a vitamina D tem se destacado nos ultimos anos por apresentar propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias, pro-neurogénicas e neuromoduladoras, as quais parecem estar
subjacentes aos seus efeitos antidepressivos e ansioliticos (CAMARGO et al., 2018; SABIR et
al., 2018; KOSHKINA et al., 2019; BAKHTIARI-DOVVOMBAYGI et al., 2021).



33
2 JUSTIFICATIVA

Os transtornos de depressao e ansiedade sao condig¢des clinicas altamente prevalentes
que constituem uma das principais causas de incapacidade em todo o mundo (OTTE et al.,
2016; CRASKE et al., 2017). Notavelmente, em decorréncia da pandemia ocasionada pelo
coronavirus 2019 (COVID-19), tem sido reportado um aumento significativo na prevaléncia de
sintomas depressivos e ansiosos em diversos paises (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2020).

Destaca-se que frequentemente os transtornos de depressdo e ansiedade ocorrem de
forma concomitante, ocasionando uma sobreposicao de sintomas nos individuos, fato que
contribui para que o diagndstico e tratamento continuem sendo um desafio para a clinica
(CRASKE et al., 2017; MALHI; MANN, 2018). Além disso, a farmacoterapia atual apresenta
uma série de limitag¢des, incluindo diversos efeitos colaterais, como nauseas, insdnia, sintomas
gastrointestinais e disfun¢do sexual que causam reducao de adesdo ao tratamento (OTTE et al.,

2016).

Diante deste cendrio, a busca por novos alvos e compostos terapéuticos com
propriedades antidepressivas e/ou ansiolicas ¢ de fundamental importancia. Agentes que atuam
em mecanismos fisiopatologicos implicados no inicio e progressdo destes transtornos,
particularmente relacionados as alteracdes na neurogénese e plasticidade sinéptica,
neuroinflamacao e deplecao de monoaminas demonstram ser promissores (KIM; JEON, 2018;
MALHI; MANN, 2018). Nesse sentido, a vitamina D tem se destacado por apresentar diversas
propriedades farmacologicas de especial interesse para o tratamento da depressao e ansiedade

(CAMARGO et al., 2018; KOSHKINA et al., 2019).

Dentre as propriedades farmacologicas da vitamina D, foi demonstrado que este
composto ¢ capaz de inibir a recaptagao de serotonina e a expressao génica da MAO-A (SABIR
et al., 2018). Em pacientes com depressao ou ansiedade, a administra¢ao didria de vitamina D
aliada ao farmaco convencional j4 utilizado pelo paciente mostrou-se superior ao tratamento
convencional isolado, o que sugere um potencial efeito antidepressivo/ansiolitico sinérgico
decorrente da administragdo desta vitamina (EID et al., 2019; KHORAMINYA et al., 2013).
Além disso, reportou-se que sua administragdo em modelos animais promove um aumento nos
niveis de fatores neurotroficos (KOSHKINA et al.,, 2019). Entretanto, os mecanismos

desencadeados pelo aumento de neurotrofinas relacionados a neurogénese e sinaptogénese
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ainda ndo foram explorados. Com isso, torna-se relevante elucidar os potenciais mecanismos
sinaptogénicos que possam estar subjacentes aos efeitos ansiolico e/ou antidepressivo da

vitamina D.
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3 CAPITULO I

Bases moleculares subjacentes ao potencial terapéutico da vitamina D para o tratamento

da depressao e ansiedade
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3. 1 INTRODUCAO

Diversos sdao os fatores etiologicos relacionados aos transtornos de depressdo e
ansiedade (OTTE et al., 2016; CRASKE et al., 2017). De particular interesse, a deficiéncia de
vitamina D tem sido associada a um risco aumentado de desenvolver estes transtornos
(CASSEB; KASTER; RODRIGUES, 2019). Em consonancia com estas evidéncias, estudos
tém reportado que a deficiéncia desta vitamina pode reduzir a expressdo de fatores
neurotroficos, alterando a expressdo de proteinas envolvidas na plasticidade sinaptica e
neurotransmissdo (EYLES et al., 2003; ALMERAS et al., 2007). Estes fatos em conjunto
sugerem que a vitamina D ¢ um composto terapéutico em potencial para o manejo de transtornos
psiquiatricos. Estudos pré-clinicos indicam que a vitamina D possui propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias, pro-neurogénicas e neuromoduladoras, as quais podem estar subjacentes aos
seus efeitos ansioliticos e/ ou antidepressivos (LEFEBVRE D’HELLENCOURT et al., 2003;
FEDOTOVA et al., 2017; MORELLO et al., 2018; KHAIRY; ATTIA, 2021). Portanto, esta
revisdo explora a possibilidade de que essas propriedades da vitamina D possam estar

subjacentes a sua possivel resposta neuroprotetora.

3. 2 NEUROINFLAMACAO COMO PRINCIPAL MECANISMO FISIOPATOLOGICO
RELACIONADO A DEPRESSAO E ANSIEDADE

A neuroinflamacdo ¢ um processo complexo que atua como um mecanismo de defesa
no SNC, protegendo e restaurando a estrutura e fungdo do encéfalo contra infecgdes e lesdes
(YONG et al., 2019). No entanto, respostas inflamatorias cronicas e exacerbadas podem induzir
efeitos nocivos no cérebro. Esse evento pode envolver moléculas de sinalizagdo relacionadas a
inflamag¢do, microbiota, células imunes e cerebrais (FULLERTON; GILROY, 2016;
CARLESSI et al., 2021).

De especial interesse, a microglia corresponde as células imunes especificas do sistema
nervoso. Em condi¢des normais, a microglia assume um fendtipo definido por uma morfologia
ramificada e processos altamente moveis para monitoramento constante do parénquima
encefalico (fenotipo M2). Apos um insulto promovido por padrdes moleculares associados a
patdgenos e/ou a danos que interagem com receptores de reconhecimento de padrdes, como os

receptores Toll-like (TLRs), a microglia retrai seus processos méveis e se transforma em uma
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forma amebdide (fendtipo M1) (BARTON, 2008; ORIHUELA; MCPHERSON; HARRY,
2016; HERMAN; PASINETTI, 2018; RUDZKI; MAES, 2020).

Além das alteracdes morfologicas, a ligacao desses padroes moleculares aos TLRs induz
a expressao de NLRP3 e pro-IL-1p via fator nuclear kappa B (NF-kB) e vias de resposta
primaria de diferenciacdo mieldide 88 (HERMAN; PASINETTI, 2018; SONG; LI, 2018;
KELLEY et al., 2019). Destaca-se que a expressao de NLRP3 pode ser inibida sob certas
condigdes, particularmente apds a ativacao do fator nuclear 2 relacionado ao fator eritroide 2
(Nrf2), o principal regulador da resposta antioxidante (LIU et al., 2017; XU et al., 2018).
Posteriormente a transcrigao, diferentes estimulos capazes de promover disfungdo mitocondrial,
fluxo i6nico de célcio e potassio, producdo de ROS e dano lisossomal ativam o inflamassoma
NLRP3, induzindo uma ativagao autoproteolitica da pro-caspase-1 (KELLEY et al., 2019). A
caspase-1 formada pode sequencialmente clivar pro-IL-1B e pro-1L-18 em suas formas ativas
IL-1B e IL-18, respectivamente (SUTTERWALA; HAASKEN; CASSEL, 2014; HERMAN;
PASINETTI, 2018). Além disso, a ativagdo do NLRP3 pode levar a formagdo de poros da
membrana mediada por gasdermina D e, posteriormente, a piroptose (HERMAN; PASINETTI,
2018).

Os mediadores liberados pela microglia ativada sdo capazes de induzir a polarizagdo
dos astrocitos (LIDDELOW et al., 2017). Essa polarizagdo contribui para o comprometimento
de vias de sinalizagdo que desempenham um papel crucial na sobrevivéncia neuronal e
plasticidade sindptica, como a via de sinalizagio BDNF/TrkB (TEJEDA; DIAZ-GUERRA,
2017). A ativagdo crdnica dos astrocitos ainda resulta em niveis aumentados de quimiocinas,
como o ligante 2 da quimiocina, que fixa receptores de células imunes periféricas para induzir
a infiltragdo de macrofagos e monocitos da circulagdo para o SNC. Portanto, a ativacao de
astrocitos esta relacionada ao aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica

(FARINA; ALOISI; MEINL, 2007; TROUBAT et al., 2021).

Citocinas pro-inflamatorias derivadas do processo neuroinflamatério como IFN-y e
TNF-a, provocam um aumento na atividade da enzima indoleamina 2,3-dioxigenase em
astrocitos, microglia e células inflamatdrias. A ativagdo dessa enzima aumenta a formacao de
acido quinolinico (agonista do receptor NMDA) pela via das quinureninas, contribuindo para o
distarbio do sistema glutamatérgico e comprometendo a sintese de serotonina pela deplecao do

triptofano (BRAIDY et al., 2009; PIEROZAN et al., 2016; KIM; JEON, 2018; BANSAL et al.,
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2019). Processos neuroinflamatorios também podem induzir alteragcdes na microbiota intestinal,
0 que pode comprometer diretamente a sintese de serotonina, uma vez que tem sido relatado
que mais de 90% da serotonina do organismo ¢ produzida no intestino, principalmente nas
células enterocromafins (AGUS; PLANCHALIS; SOKOL, 2018; CHEN et al., 2021). De fato,
alteracdes na microbiota intestinal prejudicam até mesmo a eficicia de antidepressivos, como

a fluoxetina (SIOPI et al., 2020).

Portanto, a neuroinflamacao resulta de uma intrinseca comunicagao entre células imunes
periféricas, microbiota intestinal e células imunes presentes no cérebro que culmina em
desregulacao glutamatérgica, reducao da plasticidade sindptica e sintese de monoaminas. Todos
esses fatores juntos contribuem para atrofia e a perda neuronal evidenciada em individuos com
transtornos de depressdo e ansiedade (DUMAN, 2009). Nesse sentido, compostos com
propriedades anti-inflamatorias, pro-neurogénicas e neuromoduladoras, como a vitamina D, sdo

de especial interesse para o tratamento desses transtornos.

3.3 METABOLISMO E FUNCOES BIOLOGICAS DA VITAMINA D

A vitamina D ¢ um hormdnio esterdéide que pode ser obtido pela dieta sob duas formas:
1) vitamina D2 (ergocalciferol) encontrada em leveduras, cogumelos e plantas; i1) vitamina D3
(colecalciferol) encontrada em alimentos de origem animal, como 6leo de figado de bacalhau e
peixes oleosos (CHAROENNGAM; SHIRVANI; HOLICK, 2019). No entanto, a principal
fonte de vitamina D ¢ o colecalciferol sintetizado endogenamente através da radiacdo solar
ultravioleta B (UVB) na faixa de comprimento de onda de 290-315 nm (HOLICK, 2011;
CHAROENNGAM; SHIRVANI; HOLICK, 2019). Nesse processo, os fétons UVB penetram
na derme e sdo absorvidos pelo 7-desidrocolesterol, que é entdo convertido em pré-vitamina
D3 (HOLICK, 2011). A pré-vitamina D3 formada se isomeriza em vitamina D3, a qual ¢
transportada na circulacao pela proteina de ligacao a vitamina D (DBP) (HOLICK, 2011). No
figado, a vitamina D3 ¢ hidroxilada no carbono-25 pela 25-hidroxilase, principalmente
CYP2R1, para produzir 25-hidroxivitamina D3 (25(OH)D3) (HOLICK, 2007; ZHU;
DELUCA, 2012). Em seguida, 25(0OH)D3 pode ser armazenado ou sofrer uma segunda
hidroxilagdo nos rins pela 25-hidroxivitamina D-1a-hidroxilase (CYP27B1), formando sua
forma biologicamente ativa, 1a,25-dihidroxivitamina D (1,25(OH) )2D3), também conhecida

como calcitriol (HOSSEIN-NEZHAD; HOLICK, 2013). Estima-se que humanos possam
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sintetizar quantidades equivalentes a ingestdo oral de 20.000 UI desta vitamina (HOLICK,
2007).

A vitamina D ¢ amplamente conhecida por desempenhar funcdes criticas no
metabolismo do calcio-fosforo, atuando na manutengdo 6ssea (HOLICK, 2007). Além disso,
também ¢ capaz de exercer fungdes pleiotropicas que ganharam atengdo nos ultimos anos
(CHRISTAKOS et al., 2016). Essas acodes biologicas sao mediadas pelo receptor de vitamina
D (VDR) (WACKER; HOLICK, 2013). A interagdo entre calcitriol e VDR permite que outros
fatores de transcri¢do, como o receptor retinoide X (RXR) interajam com esse complexo
formando um heterodimero (WACKER; HOLICK, 2013). O heterodimero formado liga-se a
elementos de resposta a vitamina D (VDRESs) e, ao recrutar complexos co-ativadores ou co-
repressores, ¢ capaz de modular a expressdo génica (HAUSSLER et al., 2013; WACKER;
HOLICK, 2013). Estima-se que 200 a 2.000 genes sejam modulados direta ou indiretamente
por esta vitamina (WACKER; HOLICK, 2013).

Devido as inimeras agdes bioldgicas mediadas pela vitamina D, a mensuragdo de sua
concentracdo sérica torna-se indispensavel. Em relagdo aos niveis séricos de 25(OH)D3, a
Diretriz de Pratica Clinica da Sociedade Americana de Endocrinonologia define valores de
deficiéncia <20 ng/mL; valores de insuficiéncia na faixa de 21-29 ng/mL; e valores de
suficiéncia entre 30 a 100 ng/mL (HOSSEIN-NEZHAD; HOLICK, 2013; CHAROENNGAM;
SHIRVANI; HOLICK, 2019). Contudo, os valores de referéncia para a vitamina D ainda
permanecem sendo uma questao de debate (ALSHAHRANI; ALJOHANI, 2013).

3. 3. 1 Propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias da vitamina D

Neuronios e células gliais sdo capazes de expressar VDR e enzimas do metabolismo da
vitamina D em regides como o cortex pré-frontal e hipocampo, sugerindo um possivel papel
desta vitamina na depressao e ansiedade (EYLES et al., 2005). Corroborando estas evidéncias,
estudos apontam para a existéncia de uma associacdo inversa entre 0s niveis séricos de vitamina
D e sintomas relacionados a estes transtornos (HOOGENDIJK et al., 2008; PU et al., 2018;
CASSEB; KASTER; RODRIGUES, 2019).

Além das células gliais, VDRs e CYP27B1 também sdo expressos em varias outras

células imunes, como células T CD4" ¢ CD8", células B, macrofagos, neutrédfilos e células
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dendriticas (BAEKE et al., 2010). Portanto, foi demonstrado que o calcitriol é capaz de modular
as respostas imunes inatas e adquiridas (BAEKE et al., 2010). Além disso, a modulagdo positiva
de enzimas antioxidantes mediadas pelo calcitriol contribui para a homeostase redox e,
consequentemente, para a atenuacdo do processo neuroinflamatério (YAMINI; RAY;
CHOPRA, 2018; NAKAJO et al., 2021). Por exemplo, foi demonstrado que o calcitriol inibe a
sintese de IL-6, TNF-a e oOxido nitrico (NO) pela microglia ativada (LEFEBVRE
D’HELLENCOURT et al., 2003). Da mesma forma, o calcitriol foi capaz de diminuir a
expressao de IL-1B, TNF-a e 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), enzima responsavel pela

sintese de NO, no cortex pré-frontal de ratos (CUI et al., 2019).

Além de IL-6 e TNF-a, em outro estudo foi possivel verificar que a vitamina D3 ¢ capaz
de reduzir a expressdao de IL-12 e aumentar a expressao da citocina anti-inflamatéria I1L-10
(BOONTANRART etal., 2016). A vitamina D também ¢ capaz de regular a expressao de outras
citocinas anti-inflamatdrias, incluindo I1L-4 e fator de crescimento transformador beta (TGF-f)
(CALVELLO et al., 2017). Em consonancia com estas evidéncias, o calcitriol regulou
positivamente o receptor TLR10 e negativamente TLR2 e TLR4, refor¢ando seu papel na

atenuacgao da ativacao microglial (VERMA; JUNG; KIM, 2014; VERMA; JUNG; KIM, 2014).

Ainda nesse contexto, foi relatado que a vitamina D mitiga a ativagdo do inflamassoma
NLRP3 (XIN et al., 2019; CAMARGO et al., 2020). Embora Camargo e colaboradores nao
tenham encontrado alteragdes nos niveis de NLRP3, observou-se que a administracdo de
colecalciferol por 7 dias reduziu o imunocontedo de outras proteinas relacionadas ao
inflamassoma, incluindo ASC (proteina associada a apoptose contendo um dominio de
recrutamento de caspase), TXNIP (proteina de interagdo com tiorredoxina) e caspase-1 no
hipocampo de camundongos (CAMARGO et al.,, 2020). No entanto, Xin et al. (2019)
demonstraram que o calcitriol atenuou a expressao de NLRP3 pela inibi¢dao da via NF-kB em
células epiteliais bronquicas humanas. Da mesma forma, o tratamento com agonista de VDR
(paricalcitol) foi capaz de atenuar a expressdo de NLRP3, gasdermina D, caspase-1 e IL-18,
proteinas relacionadas ao processo de piroptose mediada por NF-kB em modelos de lesdo renal
aguda induzida por cisplatina (JIANG et al., 2021). Reporta-se que um dos possiveis
mecanismos pelos quais a vitamina D pode atenuar a ativagdo de NF-kB seja através da
regulacdo positiva de IkBa (inibidor de NF-kB) (COHEN-LAHAYV et al., 2006). Inclusive, o
VDR pode se ligar diretamente ao NLRP3, inibindo a ativagao desse complexo (HUANG et al.,
2018; RAO et al., 2019).
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Além do NLRP3, o calcitriol também foi capaz de suprimir a ativagdo do inflamassoma
NLRP1 pela regulagdo positiva da via de sinalizagdo do Nrf2 (NAKAJO et al., 2021). De fato,
a capacidade do calcitriol de ativar a sinalizacdo Nrf2 parece estar diretamente associada a sua
propriedade neuroprotetora (CUI et al., 2021). Uma vez ativado, o Nrf2 promove a transcri¢ao
de varias enzimas antioxidantes (FAO; MOTA; REGO, 2019). Nesse sentido, estudos tém
demonstrado que a vitamina D ¢ capaz de induzir a expressao da heme oxigenase-1 (HO-1),
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutamato cisteina ligase (a enzima limitante da
sintese de glutationa, um peptideo antioxidante enddgeno) inibindo assim o acumulo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) no encéfalo (SHINPO et al., 2000; YAMINI; RAY;
CHOPRA, 2018; MEHRABADI; SADR, 2020; ALI et al., 2021).

3. 3. 2 Propriedades pro-neurogénicas e neuromoduladoras da vitamina D

A deficiéncia de vitamina D durante a gravidez pode comprometer o desenvolvimento
cerebral da prole (CUI et al., 2007; EYLES et al., 2007; ZHU et al., 2012). Verifica-se que estes
animais exibem um cortex mais fino, uma expressao reduzida de genes e proteinas relacionados
a manutencdo do citoesqueleto, plasticidade sinaptica, neurotransmissdo, prolifera¢do e
crescimento celular, além de niveis diminuidos de NGF (EYLES et al., 2003; FERON et al.,
2005; ALMERAS et al., 2007; EYLES et al., 2007). Embora o estudo de Féron et al. (2005)
ndo tenha reportado altera¢des nos niveis de BDNF e fator neurotrofico derivado da linhagem
de células gliais (GDNF) na prole com deficiéncia de vitamina D, evidéncias verificaram que
essa vitamina ¢ capaz de induzir a sintese destas e de outras neurotrofinas, como a NT-3

(NEVEU etal., 1994; NAVEILHAN etal., 1996; KOSHKINA etal., 2019; XU; LIANG, 2021).

Corroborando estas evidéncias, um estudo de Atif e colaboradores (2013) demonstrou
que o tratamento combinado de progesterona e vitamina D ¢ eficaz para ativar a via de
sinalizagdo BDNF/TrkB (ATIF et al., 2013). Embora este estudo ndo tenha explorado os
mecanismos subjacentes a essa ativagdo, sabe-se que o TrkB ativado pode fosforilar e ativar a
via de sinalizacdo mTOR, resultando na tradugdo de proteinas sindpticas (LI et al., 2010;
ABDALLAH et al.,, 2015). Notavelmente, sinapsinas podem aumentar a liberacdo de
neurotransmissores na fenda sindptica apos serem fosforiladas por MAP cinases ativadas pela
interacio BDNF-TrkB (JOVANOVIC et al.,, 2000). Curiosamente, a suplementacao de

vitamina D promoveu um aumento na serotonina sérica em individuos depressivos
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(ALGHAMDI et al., 2020) e nos niveis séricos de dopamina em criangas com transtorno de
déficit de ateng@o/hiperatividade (SEYEDI et al., 2019). Em relagdo a modulagao dos niveis de
monoaminas pela vitamina D, foi demonstrado que ela pode aumentar diretamente a biossintese
de monoaminas, aumentando a expressao das enzimas tirosina hidroxilase e triptofano
hidroxilase implicadas na sintese de dopamina/noradrenalina e serotonina, respectivamente
(JIANG et al., 2014). Além disso, a superexpressio de VDR demonstrou aumentar a
diferenciagdo de neuronios dopaminérgicos e, consequentemente, a produgdo de dopamina
(PERTILE; CUI; EYLES, 2016). No estudo de Morello et al. (2018), o calcitriol causou
proliferacdo neuronal em culturas primarias de células progenitoras neurais murinas ¢ melhorou
a neurogénese em camundongos transgénicos semelhantes a AD (modelo SXFAD). Por fim, o
calcitriol também foi capaz de inibir a recaptag@o de serotonina e a expressao génica da MAO-
A, sugerindo que essa vitamina e os antidepressivos podem compartilhar mecanismos de a¢ao

comuns (SABIR et al., 2018).

3. 3. 3 Vitamina D: modula¢ao da microbiota intestinal

O papel imunolégico e neuromodulador da vitamina D ocorre em parte por sua interacao
com a microbiota intestinal (LUTHOLD et al., 2017). A concentragdo sérica de vitamina D
pode contribuir para a alteragdo na composicao da microbiota intestinal. Estudos demonstraram
que a deficiéncia de vitamina D, deplecao de VDR ou CYP27B1 promovem aumentos nos filos
Bacteriodetes e Proteobacteria, desencadeando disfunc¢do da barreira epitelial e inflamacao
intestinal (OOI et al., 2013; ASSA et al., 2014). Curiosamente, foi demonstrado que o VDR
regula negativamente a ativacdo de NF-kB intestinal induzida por bactérias, atenuando as
respostas inflamatorias. Portanto, o VDR ¢ um importante contribuinte para a homeostase
intestinal e prote¢do contra infecgdes bacterianas (WU et al., 2010). As principais propriedades
neuromoduladoras, anti-inflamatérias e antioxidantes da vitamina D relacionadas ao seu

possivel efeito antidepressivo e ansiolitico estdo ilustradas na Figura 6.

Figura 6 — Propriedades neuromoduladoras, anti-inflamatdrias e antioxidantes da vitamina D
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Neuronios e células gliais sdo capazes de expressar VDR em regides como o cortex pré-frontal e o hipocampo.
Nessas regioes, a modulagio positiva de enzimas antioxidantes mediadas pelo calcitriol como HO-1, CAT e SOD
contribui para a homeostase redox e, consequentemente, para a atenuagdo do processo neuroinflamatério. O
calcitriol também ¢é capaz de aumentar a expressdo de IkBa, inibindo assim a translocag@o nuclear do fator nuclear
NF-kB. Como consequéncia, ocorre menor sintese, oligomerizagdo e ativagdo do inflamassoma NLRP3,
resultando em atenuagdo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-1P, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
aumento de citocinas anti-inflamatérias (IL-10, IL-4) (A). Ainda nesse contexto, a vitamina D foi capaz de modular
a microbiota intestinal (C). Além disso, participa ativamente do aumento da sintese de monoaminas ¢ do BDNF,
favorecendo o processo de plasticidade sinaptica (B). Abreviaturas: BDNF: fator neurotréfico derivado do cérebro;
CAT: catalase; HO-1: heme oxigenase-1; IL: interleucina; IkBa: inibidor NF-kB; MAO: monoamina oxidase; NF-
kB: fator nuclear kappa B; NLRP3: NOD-like receptor family pyrin domain—containing 3; ROS: espécies reativas
de oxigénio; SERT: transportadores de serotonina; SOD: superdxido dismutase; TNF-a: fator de necrose tumoral
alfa; VDR: receptor de vitamina D. Figura originada a partir de imagens do Servier Medical Art, BioRender ¢
Mind the Graph. Fonte: A autora.

3. 4 ESTUDOS PRE-CLINICOS: EFEITOS DA VITAMINA D EM MODELOS DE
DEPRESSAO E ANSIEDADE

Nos ultimos anos, estudos pré-clinicos t€ém sido realizados para investigar o possivel
efeito antidepressivo e ansiolitico da vitamina D (Tabela 1). A administracdo cronica de
colecalciferol (5 mg/kg por 14 dias; s.c.) provocou um efeito antidepressivo no teste de natagao
forcada em ratas Wistar ovariectomizadas (FEDOTOVA et al., 2016). Além disso, em outros
estudos, a suplementacdo de colecalciferol (5 mg/kg por 14 dias; s.c.) foi capaz de atenuar
comportamentos do tipo-ansioso nos testes do labirinto em cruz elevado e da caixa claro-escuro

(FEDOTOVA et al., 2017; FEDOTOVA, 2019). Com base nesses achados, mais estudos t€ém
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sido realizados para uma melhor compreensdo dos mecanismos subjacentes aos efeitos
ansioliticos e antidepressivos da vitamina D em modelos animais (CAMARGO et al., 2018;

BAKHTIARI-DOVVOMBAYGI et al., 2021).

Camargo e colaboradores (2018) relataram que o colecalciferol (2,5 pg/kg, p.o.)
administrado uma vez ao dia nos ultimos 7 dias da administragdo cronica de corticosterona (21
dias) exerceu um efeito antidepressivo no splash test e no teste de suspensao pela cauda em
camundongos machos. Além disso, neste estudo, o tratamento com colecalciferol atenuou o
aumento dos niveis proteicos de carbonila e nitrito induzidos pela corticosterona, sugerindo que
a vitamina D3 tem um efeito antidepressivo ao modular o estresse oxidativo (CAMARGO et
al., 2018). A administracdo de colecalciferol (100 Ul/kg, p.o.) por 7 dias também aboliu o
comportamento tipo-depressivo no teste de suspensao pela cauda, induzido pela administragao
cronica de corticosterona em camundongos fémeas (DA SILVA SOUZA et al., 2020). Neste
estudo, uma diminuigdo significativa na sintese de EROs no hipocampo foi observada apos o
tratamento com colecalciferol tanto em camundongos controle quanto expostos a
corticosterona, reforcando que o efeito antidepressivo dessa vitamina pode envolver a
modulacdo do estresse oxidativo (DA SILVA SOUZA et al., 2020). Mais recentemente, um
estudo de Neis et al. (2022) demonstrou que a administracao repetida de colecalciferol por 7
dias (2,5 pg/kg, p.o.) aboliu o comportamento tipo-depressivo induzido por estresse cronico
imprevisivel no teste de suspensdo da cauda, bem como a reducdo no contetido de serotonina
no cortex pré-frontal de camundongos fémeas. Além disso, reforcando o envolvimento do
sistema serotoninérgico no efeito antidepressivo do colecalciferol, neste estudo a administragdo
do inibidor da sintese de serotonina p-clorofenilalanina metil éster (PCPA) foi eficaz em abolir
a redu¢do do tempo de imobilidade no teste de suspensao da cauda induzido por colecalciferol

(NEIS et al., 2022).

A administra¢do de uma dose baixa de colecalciferol (2,5 pg/kg, p.o.) também causou
efeito antidepressivo e foi eficaz para reduzir o imunoconteudo de proteinas relacionadas ao
inflamassoma NLRP3 como ASC, caspase-1 ¢ TXNIP no hipocampo de camundongos machos
(CAMARGO et al., 2020). O tratamento com calcitriol (100 ng/kg, p.o.) durante 10 semanas
em ratas Sprague-Dawley ovariectomizadas também promoveu efeitos neuroprotetores, por
meio da regulacdo da via de sinalizag¢do da proteina cinase ativada por AMP (AMPK)/NF-kB.
O tratamento com calcitriol reduziu as citocinas pro-inflamatorias IL-1p3, IL-6 ¢ TNF-a, bem

como os niveis de iNOS e ciclooxigenase-2 (COX-2) no hipocampo (ZHANG et al., 2020).
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Isso sugere que a modulagdo da via de sinalizacdo acionada pelo inflamassoma NLRP3 pode

também estar subjacente ao efeito antidepressivo dessa vitamina.

Mais recentemente, Bakhtiari-Dovvombaygi e colaboradores (2021) relataram que os
efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes exibidos pelo pré-tratamento com vitamina D3
(10.000 Ul/kg por 28 dias) em ratos machos estdo associados a sua capacidade de atenuar os
comportamentos tipo-depressivos e ansiosos induzidos pelo modelo de estresse cronico leve
imprevisivel (CUMS) nos testes de natagcdo forcada e labirinto em cruz elevado. Esses efeitos
da vitamina D foram acompanhados por uma diminui¢ao nos niveis de malondialdeido cortical
e IL-6, bem como um aumento na atividade de ti6is totais, SOD e CAT (BAKHTIARI-
DOVVOMBAYGI et al., 2021). Outro estudo observou que o comportamento tipo-depressivo
induzido por CUMS (4 semanas) promove um aumento na expressao de 1,25(0OH)2D e VDR
no hipocampo de ratos, sugerindo um mecanismo compensatdrio pelo qual a vitamina D pode

proteger contra a indugdo de comportamento do tipo-depressivo (JIANG et al., 2013).

Além da capacidade da vitamina D de atenuar comportamentos tipo-depressivos e
ansiosos por meio de suas propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes, foi demonstrado que
a modulacao de fatores neurotroficos contribui para esses efeitos (KOSHKINA et al., 2019).
Xu e colaboradores verificaram que o calcitriol (25 pg/kg/dia por 4 semanas; i.c.v.) possui efeito
antidepressivo no modelo de depressdao pos-AVC (camundongos machos C57BL/6) pela
regulacdo positiva da expressdao de VDR e BDNF (XU; LIANG, 2021). Em um modelo de
depressao induzido por CUMS em ratas Wistar ovariectomizadas, o tratamento com vitamina
D3 (5 mg/kg por 4 semanas; s.c.) foi capaz de reverter o comportamento tipo-depressivo nos
testes de preferéncia por sacarose e natagao forcada, aumentando BDNF e NT -3 no hipocampo
(KOSHKINA et al., 2019). Embora esses estudos tenham mostrado que a suplementagao de
vitamina D promove efeitos pro-neurogénicos, foi mostrado que a deficiéncia de vitamina D
em camundongos BALB/c induz um comportamento tipo-depressivo sem comprometer a
neurogénese hipocampal (GROVES et al., 2016). Portanto, estudos sdo necessarios para
elucidar se esses mecanismos relacionados a neurogénese sdo criticos para os efeitos

ansioliticos e antidepressivos dessa vitamina.
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Tabela 1 — Estudos pré-clinicos do efeito da vitamina D em modelos animais de depressao e

ansiedade
Estudo Modelo animal Tratamento Alteragoes Alteragoes
comportamentais bioquimicas

Fedotova Ratas Wistar Colecalciferol Efeito tipo- Nao avaliado
et al., ovariectomizadas | (5 mg/kg por antidepressivo
2016 14 dias; s.c.) (FST)

Fedotova Ratas Wistar Colecalciferol Efeito tipo- Nio avaliado
etal., ovariectomizadas | (5mg/kgpor | ansiolitico (EPM
2017 14 dias; s.c.) e LDT)

Fedotova, Ratas Wistar Colecalciferol Efeito tipo- Nao avaliado
2019 ovariectomizadas | (5 mg/kgpor | ansiolitico (EPM

14 dias; s.c.) e LDT)

Camargo Corticosterona Colecalciferol Efeito tipo- | niveis de
et al., (21 dias) — (2.5 pg/kg, por antidepressivo carbonilagdo e
2018 camundongos 7 dias; p.o.) (splash test e nitritos

machos Swiss TST)

da Silva Corticosterona Colecalciferol Efeito tipo- | EROs

Souza et (21dias) — (100 UT/kg, antidepressivo

al., 2020 camundongos p.o.) por 7 dias (TST)

fémea Swiss

Camargo Corticosterona Colecalciferol Efeito tipo- | ASC, caspase-
et al., (21 dias) — (2.5 pg/kg, antidepressivo 1, and TXNIP
2020 camundongos p.o.) por 7 dias (splash test e

machos Swiss

TST)




Neis et al.,
2022

Zhang et
al., 2020

Bakhtiari-

Dovvomb

aygi et al.,
2021

Jiang et
al., 2013

Koshkina
et al.,
2019

Xu and
Liang,
2021

CUMS em
camundongos
Swiss fémeas

Ratas fémeas
ovariectomizadas
Sprague-Dawley

CUMS ratos
machos Wistar

CUMS (4
semanas)
camundongos
machos Sprague-
Dawley

CUMS - ratas
Wistar
ovariectomizadas

Modelo depressao
pos-AVC
(camundongos
C57BL/6 machos)

Colecalciferol

(2.5 pg/kg,
p.o.) por 7 dias

Calcitriol (100
ng/kg, p.o.)
por 10
semanas

Vitamina D3
(10.000 U/
kg) por 28 dias

Sem
tratamento

Vitamina D3 (5
mg/kg por 4
semanas; s.c.)

Calcitriol (25
ng/kg/dia por 4
semanas;
i.c.v.)

Efeito tipo-
antidepressivo
(TST)

Efeito tipo-
antidepressivo
(FSTe
alimentacao
suprimida pela
novidade)

Efeitos tipo-
antidepressivo e
ansiolitico (EPM

e FST)

Comportamento

tipo-depressivo

(preferéncia por
sacarose)

Efeito tipo-
antidepressivo
(FSTe
preferéncia por
sacarose)

Efeito tipo-
antidepressivo
(FSTe
preferéncia por
sacarose)

47

1 niveis de
serotonina no
cortex pre-
frontal

} IL-1B, IL-6,
and TNF-o,
INOS and COX-
2

Jmalondialdeido
e IL-6
1 tidis totais,
SOD e CAT

1 1,25(0H).D e
VDR

1BDNF e NT-
3/NT-4

1 VDR e BDNF

| diminuiu; 1 aumentou; CUMS: estresse cronico leve imprevisivel; EPM: labirinto em cruz elevado; FST: teste
de natagdo forgada; LTD: teste caixa claro-escuro; TST: teste de suspensdo pela cauda. A busca incluiu originais
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manuscritos e revisdes contemporaneas publicados em inglés, avaliados por busca especifica termos no titulo ou
resumo dos manuscritos disponiveis no PubMed.

3.5 ESTUDOS CLINICOS: EFEITOS DA VITAMINA D NA DEPRESSAO E ANSIEDADE

Virios estudos relataram que a suplementacdo de vitamina D melhora os sintomas de
depressdo e ansiedade associados a outras condi¢des médicas, incluindo diabetes tipo II, doenca
de Crohn, colite ulcerativa e obesidade (JORDE et al., 2008; NARULA et al., 2017;
PENCKOFER et al., 2017; SHARIFI et al., 2019; YOSAEE et al., 2020).

Em relacdo aos individuos diagnosticados principalmente com depressao ou ansiedade,
os resultados sdo divergentes. Por exemplo, a suplementa¢do de vitamina D3 (1.600 UI por 6
meses) melhorou significativamente os sintomas de ansiedade, mas ndo os sintomas
relacionados a depressdo (ZHU et al., 2020). Da mesma forma, a suplementagao com 2.800 UI
de vitamina D3 em pacientes com depressdo ndo promoveu redugdo significativa nos escores
Hamilton D-17 (HANSEN et al., 2019). Contudo, em outro estudo, a suplementacdo de
vitamina D3 (50.000 UI por 8 semanas) promoveu melhora nos sintomas depressivos de adultos
com mais de 60 anos (ALAVI et al., 2019). A suplementacdo com esta mesma dose de
colecalciferol por 2 semanas também foi capaz de melhorar a severidade da depressao avaliada
pelo Inventario de Depressdo de Beck-II (BDI-II), mas ndo foi capaz de promover alteragdes
nos niveis de serotonina (KAVIANI et al., 2020). Entretanto, o tratamento com colecalciferol
(50.000 UI por 3 meses) diminuiu os escores do BDI de mulheres com depressao moderada,
grave e extrema por promover um aumento significativo nos niveis séricos de serotonina.
Curiosamente, em relacdo ao sexo masculino, apenas homens diagnosticados com depressao
grave apresentaram melhora significativa (ALGHAMDI et al., 2020). Destaca-se ainda que
tratamentos envolvendo doses mais baixas de vitamina D3 (400 UI diariamente por 2 anos) nao
foram capazes de promover melhorias (BERTONE-JOHNSON et al., 2012). Em consonancia
com esta informagdo, estudos demonstraram que uma unica dose injetada (300.000 UI) de
vitamina D3 ¢ uma interven¢do eficaz e segura em pacientes depressivos que
concomitantemente apresentam deficiéncia desta vitamina (MOZAFFARI-KHOSRAVI et al.,
2013; VELLEKKATT et al., 2020).

Em relacdo aos tratamentos que associaram a administracdo da vitamina D ao
tratamento farmacologico usual do paciente, verificou-se que a vitamina D pode se constituir

uma estratégia de potencializacdo. Individuos depressivos, cujo tratamento (8 semanas)
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envolvia vitamina D3 (1.500 UI) associado com 20 mg de fluoxetina, apresentaram melhora
superior em relacdo aos sintomas quando comparado a individuos que receberam apenas
fluoxetina (KHORAMINYA et al., 2013). Em outro estudo, relatou-se que a suplementacao de
vitamina D3 (50.000 Ul uma vez/semana por 3 meses) associada ao tratamento usual, melhorou
a gravidade da ansiedade em individuos diagnosticados com Transtorno de Ansiedade
Generalizada. Além disso, esse tratamento promoveu um aumento nas concentragdes de
serotonina e diminuiu os niveis do biomarcador inflamatério neopterina (EID et al., 2019). Em
conjunto, embora hajam evidéncias clinicas convincentes que apontam para beneficios da
vitamina D no tratamento da depressdo e ansiedade, ¢ importante destacar que também foram
obtidos resultados negativos (CASSEB; KASTER; RODRIGUES, 2019). Varios fatores podem
contribuir para esses resultados discrepantes, incluindo diferencas nas doses de vitamina D
usadas, tempo de tratamento, niveis séricos basais de 25-hidroxivitamina D, estado nutricional
no inicio do tratamento, idade e sexo dos individuos, bem como a presenca de comorbidades
que pode influenciar a eficacia da suplementagdo de vitamina D. Além disso, a heterogeneidade
observada em estudos clinicos também pode estar associada a polimorfismos genéticos que
podem afetam a eficécia da vitamina D (VALDIVIELSO; FERNANDEZ, 2006; LYE et al.,
2021; USATEGUI-MARTIN et al., 2022).

3.6 CONCLUSOES E DIRECOES FUTURAS

Neste primeiro capitulo, abordamos as principais evidéncias que apontam para o
potencial terapéutico da vitamina D no tratamento dos transtornos de depressdo e ansiedade.
De fato, majoritariamente os estudos pré-clinicos demonstraram beneficios de sua
suplementagao em modelos animais de depressao, sendo poucos os estudos que avaliaram suas
propriedades ansioliticas. De particular relevancia, evidéncias convincentes indicaram que a
vitamina D possui propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, pré-neurogénicas e
neuromoduladoras, sugerindo que essa vitamina atua de forma semelhante aos antidepressivos.
Nesse sentido, estudos tém investigado e evidenciado resultados promissores em relagdo aos
possiveis efeitos benéficos sinérgicos ou aditivos da vitamina D associados a farmacoterapia
atual para o manejo de depressdo e ansiedade. Contudo, os estudos clinicos que avaliam a

eficdcia da suplementagdo de vitamina D no tratamento da depressdo e da ansiedade ainda sao
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escassos e seus resultados sdo, muitas vezes, controversos. Os resultados discrepantes dos
ensaios clinicos exigem a realizag¢do de estudos futuros, a fim de estabelecer um protocolo de
suplementagdo de vitamina D que seja eficaz para prevenir ou atenuar sintomas depressivos e
ansiosos. Portanto, ensaios clinicos adequadamente randomizados avaliando o potencial da
vitamina D como coadjuvante para o tratamento desses transtornos psiquidtricos sdo

necessarios para averiguar o real potencial desta vitamina no contexto da depressdo e ansiedade.



4 CAPITULO 11

Investigacdo dos efeitos antidepressivo e ansiolitico relacionados a acio pro-

sinaptogénica da suplementacio de colecalciferol em camundongos
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4.1 INTRODUCAO

A depressao ¢ uma condicao clinica altamente prevalente e incapacitante que pode se
manifestar de forma concomitante a ansiedade (KAUFMAN; CHARNEY, 2000; OTTE et al.,
2016). De fato, verifica-se que a depressao e a ansiedade compartilham diversos mecanismos
fisiopatologicos em comum, particularmente disfungdo na sinalizacdo serotoninérgica e
comprometimento da plasticidade sinaptica (RESSLER; NEMEROFF, 2000; RIOS et al., 2001;
MASI; BROVEDANI, 2011; LI et al., 2019a). Além disso, antidepressivos como ISRS sao
efetivos também no tratamento de transtornos de ansiedade, porém apresentam uma série de
limitagdes, incluindo diversos efeitos colaterais (ANDRISANO; CHIESA; SERRETTI, 2013;
DALE; BANG-ANDERSEN; SANCHEZ, 2015). Nesse sentido, a busca por novos compostos

terapéuticos com propriedades antidepressivas e/ou ansiolicas sdo relevantes para a clinica.

Estudos tém demonstrado que a vitamina D, um hormoénio esterdide sintetizado
endogenamente, possui propriedades semelhantes aos de antidepressivos, incluindo efeitos pro-
neurogénicos ¢ neuromoduladores (MORELLO et al., 2018; KOSHKINA et al., 2019). Em
modelos de depressdo verifica-se que esse composto € capaz de aumentar os niveis de
neurotrofinas como BDNF e NT-3 (KOSHKINA et al., 2019; XU; LIANG, 2021). Essas
neurotrofinas desempenham um papel fundamental na proliferagdo, migragao e diferenciagao
de células neuronais e gliais (MASI; BROVEDANI, 2011). Particularmente, uma diminui¢ao
nos niveis de BDNF no soro ou plasma tem sido observada em pacientes com depressao (LEE;
KIM, 2009) e ansiedade (SHEN et al., 2019), o que pode estar relacionado ao comprometimento
da plasticidade sinaptica nestes individuos. De fato, o BDNF ¢ uma neurotrofina fundamental
para a sinaptogénese, uma vez que sua interagdo com o receptor TrkB induz a ativagao de vias
que culminam na fosforilagdo e ativacido de CREB e mTOR. A fosforilagdo de CREB ¢
indispensavel para a propria regulacdo positiva dessa neurotrofina e de seu receptor
(PITTENGER; DUMAN, 2008; MASI; BROVEDANI, 2011; ESVALD et al., 2020). Além
disso, a fosforilagdo de mTOR decorrente da ativagdo do receptor TrkB resulta na tradugdo de
proteinas sinapticas, particularmente subunidades GluAl do receptor AMPA, PSD-95 e
sinapsina (SWIECH et al., 2008; HOEFFER; KLANN, 2010; LI et al., 2010; DUMAN et al.,
2012; TAKEL, NAWA, 2014).

Apesar dessas evidéncias nenhum estudo explorou os possiveis efeitos pro-

sinaptogénicos com a administragdo de vitamina D. Nesse contexto, este capitulo mostra os
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resultados obtidos da investigacdo dos efeitos tipo-antidepressivo e tipo-ansiolitico da
suplementagdo com colecalciferol e do seu possivel efeito pro-sinaptogénico em camundongos,
enfatizando uma possivel modulagdo de proteinas sinapticas, particularmente CREB total, P-

CREB/CREB, GluA1, PSD-95 e sinapsina no cortex pré-frontal e hipocampo.

4.2 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da administragdo repetida da vitamina D em testes comportamentais
e averiguar se os seus possiveis efeitos antidepressivos e/ou ansioliticos estdo relacionados a

inducdo de proteinas relacionadas a sinaptogénese.

4.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar se a suplementagdo de colecalciferol durante 21 dias apresenta efeitos

antidepressivos no teste de suspensdo pela cauda.

b) Investigar se a administracdo de colecalciferol durante 21 dias apresenta efeitos

ansioliticos no teste do campo aberto.

c¢) Verificar se a administragdo de colecalciferol durante 21 dias ¢ efetiva no teste da

alimentacao suprimida pela novidade.

d) Analisar o efeito da suplementacdo repetida de colecalciferol no imunocontetido de
proteinas relacionadas a sinaptogénese, particularmente CREB, P-CREB, sinapsina, GluAl e

PSD-95 no cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos.

4. 4 MATERIAIS E METODOS

4.4. 1. Animais

Nesta pesquisa foram utilizados camundongos Swiss fémeas (30-40 g) com 90 dias de
idade. Os animais foram disponibilizados pelo Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina e posteriormente, mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica

sob condi¢des ambientais controladas (20-22°C com livre acesso a agua e comida, em ciclo
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claro/escuro 12:12 h). Destaca-se que os animais foram agrupados com um total de 8
camundongos por cada caixa (dimensdo 49 x 34 x 16 cm) e todas as manipulagdes foram
realizadas entre as 9 h e 17 h. Ressalta-se ainda que 24 h antes da realizacdo dos testes
comportamentais, os animais foram colocados na sala de experimentagdo para aclimatagao.
Esta pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica do Uso de Animais (CEUA) da UFSC, sob
o protocolo 9317190221.

4. 4. 2 Tratamento e delineamento experimental

Para a realizacdo do experimento, os animais foram separados aleatoriamente em dois
grupos: controle e colecalciferol (vitamina D). Os animais pertencentes ao grupo controle foram
tratados oralmente (p.o.) com 6leo de girassol, enquanto os animais correspondentes ao grupo
vitamina D foram tratados oralmente com 100 Ul/kg de colecalciferol (Addera®) previamente
diluido em oleo de girassol. Ressalta-se que a dose de 100 Ul/kg/dia foi determinada a partir de
estudos anteriores (CAMARGO et al., 2018; DA SILVA SOUZA et al., 2020; CAMARGO et
al., 2020) e o peso dos camundongos foi verificado diariamente para realizagdo do calculo da

dose a ser administrada.

Durante 21 dias, os animais receberam os tratamentos respectivos a cada grupo e 24
horas apds a tltima administragdo foram realizados os testes comportamentais de suspensao
pela cauda, campo aberto e alimentagdo suprimida pela novidade, sendo este ultimo realizado
com um grupo independente. Ao término dos testes comportamentais, os animais foram
eutanasiados. As estruturas encefalicas cortex pré-frontal e hipocampo foram dissecadas,
rapidamente congeladas com nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C para posterior avaliagdo

do imunoconteudo de proteinas relacionadas a sinaptogénese (Figura 7).
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Figura 7 — Delineamento experimental

Inicio da Término da Testes comportamentais
suplementacdo suplementacio e eutanasia
: ANALISES
BIOQUIMICAS
1° DIA 21°DIA 22°DIA
-—_ - - - - - - - —  — — — —— — — — -~ N
TRATAMENTO TESTES COMPORTAMENTAIS WESTERN BLOTTING

Suspensdo pela

Oleo de Colecalciferol Campo aberto | (1] | cauda
girassol, p.o. 100 UL/ kg, p. o. il | PSD-95

|
\ Alimentacdo suprimida pela
AN novidade .

{ \
| . P S — CREB :
| . =5
| - | P-CREB 1 |
| ' p—, |
| . | Glual |
| I
| I
|

Sinapsina

O protocolo consistiu na administracao repetida de vitamina D. Durante 21 dias, os camundongos receberam
colecalciferol (100 IU/kg/dia) ou 6leo de girassol, 24 horas apds a ultima administracdo foram realizados os testes
de suspensdo pela cauda, campo aberto e alimentagdo suprimida pela novidade. Ao término dos testes
comportamentais, os animais foram eutanasiados e as estruturas cortex pré-frontal e hipocampo foram dissecadas
para posterior avaliacdo do imunoconteudo de proteinas sinapticas por Western Blotting. Figura originada a partir
de imagens do BioRender. Fonte: A autora.

4. 4. 3 Teste de suspensao pela cauda

Neste teste, os camundongos foram suspensos pela cauda, S0 cm acima do chao por fita
adesiva e a imobilidade foi registrada durante 6 minutos (STERU et al., 1985). Este teste baseia-
se no principio de que animais submetidos ao estresse inescapavel desenvolvem uma postura
de imobilidade. Um composto com efeito antidepressivo promove uma reducao no tempo de

imobilidade (NEIS et al., 2022).

4. 4. 4 Teste do campo aberto

Este teste tem como objetivo avaliar a capacidade locomotora dos animas, com o intuito
de se excluir a hipdtese de que diferencas nos demais testes sdo decorrentes de uma alteragao
no sistema locomotor. O campo aberto consiste em uma caixa quadrada (40 x 60 x 50 cm altura)
com o piso subdividido em quadrados menores iguais, na qual os camundongos foram

colocados no canto esquerdo, podendo explorar liviemente o ambiente durante 6 minutos. A
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ambulacdo, determinada pelo nimero de cruzamentos realizados pelas quatro patas do animal

foi o parametro avaliado (DE PAULA NASCIMENTO-CASTRO et al., 2018).

Além de parametros relacionados a atividade locomotora, este teste permite avaliar
experimentalmente a ansiedade, uma vez que o campo aberto representa um ambiente novo e
aversivo ao animal. O tempo total de autolimpeza rostral e corporal (grooming), o numero total
de bolos fecais e o tempo de permanéncia do animal nos quatro quadrantes centrais do aparato
foram mensurados como parametros de ansiedade. Compostos ansioliticos tendem a aumentar
o tempo total de permanéncia dos animais no centro do aparato ¢ diminuem o tempo de

autolimpeza e numero de bolos fecais (MACHADO et al., 2012; COLLA et al., 2015).

4. 4.5 Teste da alimentagdo suprimida pela novidade

O teste da alimentagdo suprimida pela novidade permite rastrear compostos com
propriedades ansioliticas e/ou antidepressivas apos cronica administragdo. Os efeitos tipo-
ansiolitico e/ou tipo-antidepressivo sao avaliados através do periodo de laténcia para
alimentagdo em um novo ambiente apds a privagdo alimentar (BORSINI; PODHORNA;
MARAZZITI, 2002; BELOVICOVA et al, 2017). Para a realizacdo deste teste, toda a comida
dos animais foi removida das gaiolas 24 horas antes da avaliagdo comportamental, porém a
agua continuou sendo fornecida. Apos esse periodo de restri¢do alimentar, os camundongos
foram colocados individualmente em uma caixa (40 x 60 cm e 50 cm de altura), a qual continha
um pellet de ragdo no centro. O tempo do primeiro episddio alimentar foi registrado em até 10
minutos. Imediatamente apds o animal comecar a se alimentar, este foi colocado durante 5
minutos em uma gaiola com outro pellet de ragdo, cujo peso foi previamente determindo, e ao
final desse periodo, a quantidade de alimento consumido foi mensurada através diferenca entre

o peso inicial e final do pellet (FRAGA et al, 2020).

Considera-se que uma substancia possui efeito ansiolitico quando promove uma reducao
na laténcia do animal consumir o pellet de ragao (STEDENFELD et al, 2011; GADOTTI et al,
2019).
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4. 4. 6 Imunodeteccdo de proteinas por Western Blotting

A técnica Western Blotting foi realizada conforme descrito previamente (CAMARGO
et al., 2020). Os tecidos encefalicos (hipocampo e cortex pré-frontal) foram homogeneizados
mecanicamente em 400 e 300 pL, respectivamente de tampao de homogeneizagao (Tris 50 mM
pH 7,0, EDTA 1 mM, fluoreto de sddio 100 mM, PMSF 0,1 mM, Na3VO4 2 mM, Triton X-100
1%, glicerol 10% e Coquetel inibidor de proteases). O material lisado foi centrifugado (10000
x g por 10 min, a 4°C) e o sobrenadante (300 pl) diluido 1/1 (v/v) em solugdo (Tris 100 mM pH
6,8, EDTA 4 mM, SDS 8%) foi aquecido a 100°C por 5 min. Ap6s homogeneizagao, obteve-se
o homogenato, do qual retirou-se uma aliquota para a dosagem de proteinas. O contetido de
proteinas foi quantificado pelo método de Peterson (PETERSON, 1977), sendo utilizado como
padrao albumina de soro bovino e a absorbancia lida em espectrofotometro a 595 nm. No
homogenato adicionou-se em uma propor¢ao de 25:100 (v/v) a solugao de dilui¢ao de amostra

(glicerol 40%, Tris 25mM e azul de bromofenol, pH 6,8) ¢ f-mercaptoetanol 8%.

Ap0s a preparagdo das amostras, as proteinas (60 pg de proteina total/poco) foram
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (10%), sendo entdo transferidas para as
membranas de nitrocelulose, sendo posteriormente coradas com Ponceau 0,5% em acido
acético 1% para verificar a eficiéncia do processo. Em seguida, as membranas foram
bloqueadas durante 1 hora com albumina (5%). O imunocontetudo das formas total e fosforilada
de CREB (Ser'*), bem como de PSD-95, GluAl, sinapsina e B-actina foram identificadas
através do uso de anticorpos especificos (Cell Signaling, 1:1000) diluidos em TBT-T (10 mM
Tris, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-10, pH 7.5) contendo 2,5% de albumina. As membranas
foram incubadas com o anticorpo overnight a 4°C sob agitacdo constante. No dia seguinte, as
membranas foram incubadas por 1 hora com anticorpo secundario conjugado com peroxidase
(1:5000) e a imunorreatividade das bandas foi revelada por quimiluminescéncia com o reagente
ECL (GE Healthcare, Chicago, Illinois, EUA) e com o equipamento de revelagdo Chemidoc®
(Bio-Rad Laboratories). Os niveis de fosforilacio de CREB foram mensurados pela razao da
densidade optica (DO) da banda fosforilada sobre a DO da banda total. O imunocontetudo de
CREB total, PSD-95, GluAl e sinapsina foi determinado pela razao da DO das bandas pela DO
da banda de B-actina, utilizada como controle de carga. A DO das bandas foi quantificada

usando Image Lab software® 4.1 (Bio-Rad Laboratories).
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4. 4.7 Anélises estatisticas

Os resultados foram avaliados estatisticamente através dos testes t ndo-pareado ou de
Wilcoxon-Mann-Whitney, quando a distribuicdo dos dados ndo foi normal no teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Para tratamento dos dados foram utilizados os softwares
GraphPad® versdo 9.0 e Microsoft Excel® 2013, sendo considerados significativos os

resultados com p<0,05.

4.5 RESULTADOS

4. 5. 1 Efeito da administracao de colecalciferol nos testes de suspensao pela cauda e campo

aberto

Conforme pode ser observado na figura 8A, a administragdo repetida de colecalciferol
(100 Ul/kg durante 21 dias) foi capaz de diminuir significativamente o tempo de imobilidade
dos animais, em relacdo ao controle no teste de suspensdo pela cauda (t = 2,868; p<0,05),
sugerindo um efeito tipo-antidepressivo. A fim de se descartar a hipdtese de que este efeito foi
decorrente de uma alteracdo locomotora, a ambulagcdo dos animais foi avaliada pelo teste do
campo aberto. Como ilustrado na figura 8B, o tratamento com colecalciferol ndo promoveu
uma alteragdo na locomog¢do dos camundongos, uma vez que nao houve diferencas

significativas entre os grupos em relagdo ao nimero de cruzamentos (t = 0,008264; p = 0,993).
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Figura 8 - Efeito da administracdo de colecalciferol nos testes de suspensdo pela cauda e
campo aberto
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Efeito do tratamento com colecalciferol no tempo de imobilidade dos camundongos no teste de suspensdo pela
cauda (A) e no numero de cruzamentos no teste do campo aberto (B). Os valores sdo expressos como médias =
E.P.M (n=7). * p<0,05 em comparagdo com o controle tratado com veiculo. Os resultados foram avaliados pelo
teste t de Student ndo-pareado. D3: colecalciferol.

4. 5.2 Efeito da administragdo de colecalciferol em parametros relacionados ao comportamento

tipo-ansioso no teste do campo aberto

Com o intuito de se avaliar possiveis efeitos ansioliticos do tratamento com
colecalciferol, parametros relacionados ao tempo no centro, nimero de bolos fecais e tempo de
grooming foram avaliados no teste do campo aberto. Conforme ilustrado na figura 9, a
administracdo de vitamina D (100 Ulkg durante 21 dias) ndo foi capaz de promover um
aumento significativo na permanéncia dos animais no centro do aparato em relagdo ao grupo
controle (t = 0,04935; p = 0,961). Ao avaliar o tempo de grooming, nao foram verificadas
diferencas significativas entre os grupos (t = 1,036; p = 0,321). Da mesma forma, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos em relacdo ao niimero de bolos fecais (p>0,05). Estes
resultados em conjunto sugerem que a vitamina D ndo possui efeito tipo-ansiolitico em relacao

a este teste.
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Figura 9 - Efeito da administragdo de colecalciferol em relagao ao tempo no centro, grooming
e nimero de bolos fecais no teste do campo aberto

- P
w

- W 100~
— o
2 < 80
o S, 60-
© [}
o) gl
c = 40-
(o] 2— -
2 8
£ o 20
- Q.
£
0 T ﬁ 0_ |
Veiculo D3 Veiculo D3

e

o
(-]
|

0.6

0.4+ T

1
Veiculo D3

Numero de bolos fecais
o
N
1

o
o
l

Efeito do tratamento com colecalciferol no tempo de permanéncia no centro do aparato (A), de grooming (B) € no
numero de bolos fecais (C) pelo teste do campo aberto. Os valores sao expressos como médias + E.P.M (n = 7).
Comparacao entre o controle tratado com veiculo. Os resultados foram avaliados pelos testes t de Student nao-
pareado (tempo no centro do aparato e grooming) e Mann-Whitney (ntimero de bolos fecais). D3: colecalciferol.
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4. 5. 3 Efeito da administracdo de colecalciferol no teste da alimentagdo suprimida pela

novidade

Conforme ilustrado na figura 10A, a administragcdo de colecalciferol (100 Ul/kg durante
21 dias) foi capaz de diminuir significativamente a laténcia do primeiro ato alimentar dos
animais, em rela¢do ao controle no teste da alimentag¢do suprimida pela novidade (t = 2,766;
p<0,05), sugerindo um efeito tipo-ansiolitico e tipo-antidepressivo. A fim de se descartar a
hipotese de que este efeito foi decorrente de uma interferéncia alimentar, o total de alimento
consumido pelos animais também foi avaliado. Como ilustrado na figura 10B, o tratamento
com colecalciferol ndo promoveu uma alteragdo no consumo alimentar, uma vez que nao houve

diferengas significativas entre os grupos em relagdo ao total de alimento ingerido (t =1,734; p=

0,108).

Figura 10 - Efeito da administra¢do de colecalciferol no teste da alimentacdo suprimida pela
novidade
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Efeito do tratamento com colecalciferol na laténcia para alimentacdo dos camundongos (A) e no total de alimento
consumido no teste da alimentagdo suprimida pela novidade (B). Os valores sdo expressos como médias + E.P.M
(n=15). * p<0,05 em comparagdo com o controle tratado com veiculo. Os resultados foram avaliados pelo teste t
de Student ndo-pareado. D3: colecalciferol.
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4. 5. 4 Efeito da administragdo de colecalciferol sobre o imunoconteudo de CREB total, P-

CREB/CREB, PSD-95, GluA1 e sinapsina no cortex pré-frontal e hipocampo

Com o objetivo de avaliar se o tratamento com colecalciferol (100UI/kg por 21 dias) ¢
capaz de promover a ativacdo de vias pro-neurogé€nicas e sinaptogé€nicas, avaliamos o
imunoconteudo proteico de PSD-95, GluA1, sinapsina, CREB total e a relagio CREB/P-CREB.
Como representado na figura 11, ndo houve diferenca significativa no imunoconteudo de CREB
total no hipocampo [t =0,5917; p = 0,565] e no coértex pré-frontal [t = 0,5730; p = 0,577]. Da
mesma forma ndo foi possivel verificar diferenca significativa no imunoconteido de CREB
fosforilado (Ser!**) no hipocampo [t = 0,3056; p= 0,765] e no cortex pré-frontal [t = 0,01257;
p=0,9902].

Figura 11 - Efeito da administra¢do de colecalciferol sobre o imunoconteudo de CREB total,
P-CREB/ CREB no hipocampo e cortex pré-frontal
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Os valores sdo expressos como médias = E.P.M (n = 7). Comparagao entre o controle tratado com veiculo. Os
resultados foram avaliados pelo teste t de Student ndo-pareado. Figuras A e D: representativas. D3: colecalciferol.
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Em relacdo as proteinas sindpticas, observa-se que o tratamento com colecalciferol
promoveu um aumento significativo no imunoconteudo de sinapsina hipocampal [t = 2,191,
p<0,05], como ilustrado na figura 12B. Entretanto, esse aumento significativo nao foi verificado

no cortex pré-frontal [t =1,753; p =0,105] (Figura 12 D).

Figura 12 - Efeito da administragdo de colecalciferol sobre o imunocontetido de sinapsina no
hipocampo e cortex pré-frontal
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Os valores sdo expressos como médias = E.P.M (n = 7). * p<0,05 em comparagdo com o controle tratado com
veiculo. Os resultados foram avaliados pelo teste t de Student ndo-pareado. Figuras A e C: representativas. D3:
colecalciferol.

A avaliagdo do imunocontetido de PSD-95 mostrou um perfil diferente do observado
com sinapsina, uma vez que a administragdo de colecalciferol causou um aumento significativo
no imunoconteudo de PSD-95 no coértex pré-frontal [t = 3,047; p<0,05], mas esse aumento nao

foi verificado no hipocampo [t = 0,1728; p = 0,866] (Figuras 13D e 13B, respectivamente).
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Figura 13 - Efeito da administracao de colecalciferol sobre o imunocontetdo de PSD-95 no
hipocampo e cortex pré-frontal
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Os valores sdo expressos como médias = E.P.M (n = 7). * p<0,05 em compara¢do com o controle tratado com
veiculo. Os resultados foram avaliados pelo teste t de Student ndo-pareado. Figuras A e C: representativas. D3:
colecalciferol.

E possivel verificar que a administragdo de colecalciferol também promoveu um
aumento significativo no imunoconteudo de GluA1 no cortex pré-frontal [t =2,819; p<0,05].
Entretanto, de forma semelhante ao observado com a PSD-95, esse aumento ndo foi verificado

no hipocampo [t = 0,7915; p = 0,444] (Figuras 14D e 14B, respectivamente).
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Figura 14 - Efeito da administragdo de colecalciferol sobre o imunocontetdo de GluA1 no
hipocampo e cortex pré-frontal
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Os valores sdo expressos como médias = E.P.M (n = 7). * p<0,05 em compara¢do com o controle tratado com
veiculo. Os resultados foram avaliados pelo teste t de Student ndo-pareado. Figuras A e C: representativas. D3:
colecalciferol.

Esses resultados sugerem que os efeitos tipo-antidepressivo e ansiolitico do
colecalciferol estdo relacionados ao aumento no imunoconteido de proteinas sinapticas

relacionadas a sinaptogénese.

4. 6 DISCUSSAO

Nos ultimos anos tem sido realizada uma intensa busca por novas estratégias
terapéuticas que possam auxiliar no tratamento de transtornos de depressao e ansiedade, bem
como suas formas comorbidas. Dentre os compostos que estdo sendo estudados, a vitamina D
tem ganhado destaque em diversos estudos pré-clinicos (FEDOTOVA et al, 2016;
FEDOTOVA et al., 2017; FEDOTOVA, 2019; BAKHTIARI-DOVVOMBAYGI et al., 2021)
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e clinicos (EID et al., 2019; ALGHAMDI et al., 2020; KAVIANI et al., 2020), se apresentando
como uma potencial estratégia teraputica para o manejo de transtornos de depressdo e

ansiedade.

Notavelmente, diversas pesquisas tém enfatizado que propriedades antioxidantes e anti-
inflamatérias da vitamina D s3o fundamentais para seus efeitos tipo-antidepressivo e tipo-
ansiolitico (CAMARGO et al., 2018; DA SILVA SOUZA et al., 2020; ZHANG et al., 2020).
Além disso, outras propriedades relacionadas a modulacdo de monoaminas e neurotrofinas,
sugerem fortemente que esta vitamina atua por mecanismos semelhantes aos antidepressivos
convencionais (SABIR et al., 2018; KOSHKINA et al., 2019). Portanto, o presente estudo
explorou pela primeira vez os possiveis mecanismos pro-sinaptogénicos envolvidos nos efeitos

tipo-ansiolitico e antidepressivo da vitamina D.

Neste trabalho 100 Ul/kg de colecalciferol durante 21 dias nao foi capaz de promover
alteracdes significativas em parametros relacionados ao comportamento tipo-ansioso como
respostas de autolimpeza, tempo no centro do aparato e niumero de bolos fecais no teste do
campo aberto. Contudo, estudos anteriores reportaram propriedades tipo-ansioliticas desse
composto. Fedotova e colaboradores (2017) demonstraram pela primeira vez que a
administragdo de 5 mg/kg de colecalciferol durante 14 dias foi capaz de promover um efeito
tipo-ansiolitico nos testes do labirinto em cruz elevado e caixa-claro escuro em ratas
ovariectomizadas (FEDOTOVA et al., 2017). De forma semelhante, outro estudo demonstrou
que a administracdo de 10.000 Ul/kg de vitamina D3 por 28 dias causou um efeito tipo-
ansiolitico no teste do labirinto em cruz elevado em ratos machos submetidos a CUMS
(BAKHTIARI-DOVVOMBAYGI et al., 2021). Destaca-se que testes como labirinto em cruz
elevado e caixa claro-escuro sao mais robustos em relagdo ao campo aberto para avaliar
compostos ansioliticos (RODGERS et al., 1997; HARRO, 2018). Portanto, sdo necessarios
estudos futuros que visem explorar o efeito do colecalciferol em outros testes comportamentais

de ansiedade.

Embora nao tenham sido observados efeitos do colecalciferol em relagao a parametros
de comportamento tipo-ansioso no campo aberto, esse trabalho demonstrou que o tratamento
com esta vitamina causou um efeito tipo-antidepressivo no teste da suspensdo pela cauda. A
suplementagao com 100 Ul/kg de colecalciferol durante 21 dias promoveu uma diminuig¢do

significativa no tempo de imobilidade dos animais tratados em relacao ao grupo controle, sem
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alterar a atividade locomotora. Considerando que alguns compostos sdo capazes de promover
hiperlocomogao, a auséncia de diferenca no parametro de ambulagdo nesse estudo descarta a
hipétese de um resultado falso-positivo no teste de suspensdo pela cauda (DECKER et al.,
2000). Em consonancia com este resultado, nosso grupo de pesquisa reportou anteriormente
que esse mesmo protocolo de administragdo (100 Ul/kg de colecalciferol por 21 dias) em
camundongos Swiss fémeas induz um efeito tipo-antidepressivo semelhante ao da fluoxetina no
teste de suspensao pela cauda (DA SILVA SOUZA et al., 2020). Ressalta-se que esse teste ¢
utilizado para avaliar potenciais compostos antidepressivos que modulam o sistema
monoaminérgico (CRYAN; VALENTINO; LUCKI, 2005). De fato, a vitamina D ¢é capaz
aumentar os niveis de serotonina através do bloqueio de transportadores serotoninérgicos e por
estimular a transcri¢do do gene da enzima triptofano hidroxilase (KANEKO et al., 2015;
SABIR et al., 2018). A administracdo de PCPA, um inibidor seletivo da triptofano hidroxilase,
aboliu o efeito tipo-antidepressivo do colecalciferol (NEIS et al., 2022). Além disso, baixos
niveis de vitamina D estdo relacionados a uma redu¢ao na concentragdo de serotonina cerebral
de camundongos (WANG et al., 2020). Refor¢cando o envolvimento do sistema serotonérgico
no efeito tipo-antidepressivo do colecalciferol, a administragao de colecalciferol (100 Ul/kg de
colecalciferol por 7 dias) foi efetivo em abolir a reducdo dos niveis de serotonina no cortex pré-
frontal causado pelo estresse cronico imprevisivel em camundongos (NEIS et al., 2022).
Portanto, essas evidéncias sugerem que o efeito tipo-antidepressivo da vitamina D pode ser

semelhante ao de ISRS.

Tem sido demonstrado que a administragdo aguda de ISRS bloqueia transportadores que
promovem a recaptagdo de serotonina, induzindo assim um aumento desse neurotransmissor na
fenda sinaptica e nas proximidades dos autorreceptores 5S-HT1A. Entretanto, o aumento agudo
de serotonina nao ¢ capaz de atenuar os sintomas depressivos em pacientes. Verifica-se que o
aumento substancial dessa monoamina induz a ativacdo do 5-HT1A, promovendo uma
hiperpolariza¢do neuronal que culmina na diminui¢ao das taxas de disparos sindpticos. Como
consequéncia, a hiperpolarizagdo impacta diretamente a liberagdo de neurotransmissores
(serotonina e glutamato) e reduz massivamente a concentragao de glutamato na fenda sinaptica.
Considerando que apenas 2-3 semanas apOs o tratamento, as taxas de disparos sao
restabelecidas, restaurando também o glutamato (FISCHER; JOCHAM; ULLSPERGER, 2014)
e que apenas a administragdo cronica de antidepressivos convencionais induzem efeitos pro-

sinaptogénicos (QI et al., 2008; POPOVA; CASTREN; TAIRA, 2017), optamos por realizar o
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tratamento com colecalciferol durante 21 dias, embora seu efeito tipo-antidepressivo ja tenha

sido observado em 7 dias de administragdo (CAMARGO et al., 2018; CAMARGQO et al., 2020).

E importante ressaltar que as evidéncias abordadas justificam o fato de ISRS
promoverem uma melhora nos sintomas apenas 3-4 semanas apds o inicio do tratamento
(OTTE, 2016). Apesar desses farmacos nao promoverem efeitos clinicos imediatos, dentre os
antidepressivos convencionais, os ISRS estdo entre os tratamentos mais efetivos e prescritos
para pacientes com transtornos de depressdo e ansiedade (ANDRISANO; CHIESA;
SERRETTL 2013; DALE; BANG-ANDERSEN; SANCHEZ, 2015). Neste contexto, o teste da
alimentacdo suprimida pela novidade tem sido utilizado para avaliar a eficacia e potenciais
propriedades ansioliticas de drogas antidepressivas (BORSINI; PODHORNA; MARAZZITI,
2002; BECHTHOLT; HILL; LUCKI, 2007). Inicialmente, este teste foi proposto para rastrear
compostos ansioliticos, uma vez que farmacos benzodiazepinicos promovem uma reducao na
laténcia alimentar (SHEPHARD, 1982). Posteriormente, este teste também passou a ser
empregado em estudos que avaliam potenciais propriedades ansioliticas de antidepressivos
convencionais (BODNOFF et al.,, 1988). Destaca-se que este teste ndo ¢ sensivel a
administracdo aguda de antidepressivos como imipramina, fluoxetina e bupropiona (PAZINI et
al., 2020). Contudo, animais submetidos ao tratamento cronico apresentam respostas tipo-
ansioliticas (BORSINI; PODHORNA; MARAZZITI, 2002; BECHTHOLT; HILL; LUCKI,
2007). Considerando que o teste de alimentacdo suprimida pela novidade mimetiza a janela
terap€utica dos fArmacos convencionais na clinica, este teste também tem sido utilizado para
avaliar a eficidcia de compostos com efeito antidepressivo, apos administragdo crdnica

(BLASCO-SERRA et al., 2017).

No presente trabalho foi possivel verificar que o tratamento com colecalciferol durante
21 dias causou uma menor laténcia alimentar quando comparado ao grupo controle no teste da
alimenta¢do suprimida pela novidade, sem promover diferenca no total de alimento consumido
entre os grupos, o que sugere um efeito tipo ansiolitico e/ou antidepressivo deste tratamento. A
auséncia de diferenga no consumo de alimento descarta a hipdtese de que a menor laténcia seria
decorrente de uma interferéncia alimentar. De forma semelhante ao efeito do colecalciferol a
administracao cronica de fluoxetina foi efetiva neste teste (DULAWA; HEN, 2005). Destaca-
se que devido as limitagdes relacionadas ao nimero amostral do presente trabalho, estudos

futuros devem ser realizados a fim de confirmar tal efeito apresentado no teste da alimentagao
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suprimida pela novidade. Além disso, como abordado anteriormente, os potenciais efeitos tipo-

ansioliticos do colecalciferol devem ser melhor explorados em outros testes comportamentais.

Um dos mecanismos desencadeados pela administracio de antidepressivos
convencionais, incluindo ISRS, iMAO e TCA ¢ o restabelecimento dos niveis séricos de BDNF
(DUMAN; HENINGER; NESTLER, 1997; DWIVEDI; RIZAVI; PANDEY, 2006; MASI;
BROVEDANI, 2011). De forma semelhante, estudos anteriores demonstraram que o tratamento
cronico com vitamina D (4 semanas) promove um aumento nos niveis de neurotrofinas,
particularmente BDNF em modelos animais de depressao (KOSHKINA et al., 2019; XU;
LIANG, 2021). O BDNF ao interagir com receptores TrkB induz a ativag¢do de varias vias de
sinalizagdo como MAPK, PLC e PI3K (REICHARDT, 2006; MASI; BROVEDANI, 2011), as
quais promovem a fosforilagdo e ativagdo de CREB (Ser'>®). E importante destacar que a
administracdo cronica de antidepressivos como a fluoxetina ¢ capaz de induzir a fosforilagao
de CREB (HEINRICH et al., 2021). Uma vez ativado, o P-CREB se transloca para o nucleo,
regulando positivamente a transcricdo do proprio BDNF e TrkB. Portanto, a fosforilacao
seguida da ativacdo de CREB ¢ de suma importancia para a manuten¢do dos niveis dessas

proteinas (PITTENGER; DUMAN, 2008; MASI; BROVEDANI, 2011; ESVALD et al., 2020).

Notavelmente, comprometimentos nas vias que promovem a ativacdo de CREB sao
evidenciados em individuos com depressao (DWIVEDI et al., 2006). Como consequéncia, uma
menor ativagdo de CREB pode resultar em uma menor sintese de BDNF e TrkB. De fato, em
analises post-mortem foi possivel verificar que individuos diagnosticados com transtorno
depressivo vitimas de suicidio apresentam uma diminuicdo nos niveis dessas proteinas no
hipocampo e cortex pré-frontal (DWIVEDI et al., 2003; KAREGE et al., 2005). No soro ou
plasma de individuos com depressao ou ansiedade também tem sido reportada uma diminuicao
nos niveis de BDNF (LEE; KIM, 2009; SHEN et al., 2019). A deple¢do dessas proteinas pode
justificar o comprometimento da plasticidade sindptica evidenciado nesses transtornos
(DUMAN et al., 2016), uma vez que a liberagdo de BDNF e sua posterior interacdo com
receptores tirosina cinase € fundamental no processo da sinaptogénese (CITRI; MALENKA,
2008). Mais precisamente na fase tardia da LTP, a interagdo BDNF-TrkB pode induzir a
ativacdo de vias como PI3K/Akt e ERK, que culminam na fosforilagdo de mTOR (CITRI;
MALENKA, 2008; SWIECH et al., 2008; FORREST; PARNELL; PENZES, 2018). A mTOR
fosforilada reprime através de fosforilacdo a 4E-BP e ativa a p70S6K, induzindo assim a

tradugdo de proteinas sinapticas, particularmente subunidades GluA1 do receptor AMPA, PSD-
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95 e sinapsina (SWIECH et al., 2008; HOEFFER; KLLANN, 2010; LI et al., 2010; DUMAN et
al., 2012; TAKEIL; NAWA, 2014). E importante destacar que o tratamento com antidepressivos
promove o aumento nos niveis dessas proteinas sindpticas (LI et al., 2010; POPOVA;
CASTREN; TAIRA, 2017) e em modelos animais que apresentam comportamentos tipo-
depressivo e/ou tipo-ansioso induzidos por estresse cronico, observa-se uma redugdo dessas
proteinas no cortex pré-frontal e hipocampo (LI et al., 2011; ZHONG et al., 2014; LIU et al.,
2017; ZHU et al., 2020). Nesse contexto, este estudo investigou se o aumento na fosforilagao
de CREB e no imunoconteudo de GluA1, PSD-95 e sinapsina esté relacionado aos efeitos tipo-

antidepressivo e ansiolitico evidenciados pela suplementagdo com colecalciferol.

Apesar das evidéncias abordadas, o presente trabalho nao verificou uma alteragao
significativa no imunoconteido de CREB total e da relagdo P-CREB/CREB nas regides do
cortex pré-frontal e hipocampo. Contudo, o tratamento com colecalciferol foi capaz de
promover um aumento no imunoconteiido de proteinas sindpticas, sugerindo que pode ter
ocorrido a fosforilacio de CREB, com posterior desfosforilagdo, uma vez que a sintese de
BDNF e TrkB, indispenséaveis no processo de sinaptogénese, sdo dependentes da fosforilagdo
dessa proteina. De fato, reporta-se que apos a maturagdo neuronal ocorre uma rapida ativagao
de fosfatases que atuam no residuo de Ser '** de CREB (SALA; RUDOLPH-CORREIA;
SHENG, 2000; ZHOU et al., 2009). Além disso, ndo podemos descartar a possibilidade que a
via de sinalizacdo intracelular mediada pela mTOR que leva ao estimulo da sintese de proteinas
sinapticas tenha sido estimulada pelo colecalciferol. Portanto, futuros estudos sdo necessarios

a fim de se confirmar tal hipotese.

Em relagdo as proteinas sinapticas, esse trabalho demonstrou que a suplementacdo com
colecalciferol promoveu um aumento significativo no imunocontetdo de sinapsina apenas no
hipocampo. Destaca-se que a sinapsina exerce um papel fundamental na homeostase sinaptica,
por meio da regulacdo do trafego de vesiculas contendo neurotransmissores no terminal pré-
sinaptico (JOVANOVIC et al., 2000; ZHANG; AUGUSTINE, 2021). Reporta-se que a
deficiéncia de sinapsina induz uma intensa excitabilidade neuronal no hipocampo que pode
estar associada ao desequilibrio de sinapses inibitorias e/ou excitatorias (CHIAPPALONE et
al., 2009; BOIDO et al., 2010). De fato, verifica-se que a transmissdo glutamatérgica ¢é
aumentada na regido CA1l hipocampal em camundongos knockout sinapsina I, enquanto a
transmissao GABA¢érgica ¢ suprimida (FELICIANO; ANDRADE; BYKHOVSKAIA, 2013).

Ressalta-se que a depressdo e a ansiedade tém sido robustamente associadas a disfuncao no
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sistema glutamatérgico (SANACORA; TRECCANI; POPOLI, 2012; LI; YANG; LIN, 2018;
NASIR et al., 2020). Além disso, um estudo recente demonstrou que o knockout de sinapsina
em camundongos resulta em uma deple¢ao nos niveis de serotonina no hipocampo (TASSAN
MAZZOCCO et al., 2021). Portanto, essas evidéncias sugerem que o aumento de sinapsinas
pode ser um mecanismo pelo qual o colecalciferol restabelece os niveis de neurotransmissores,

e consequentemente a homeostase sinaptica hipocampal.

Em relagdo as demais proteinas sinapticas, esse trabalho demonstrou que apenas no
cortex pré-frontal ocorre um aumento significativo no imunoconteudo de GluA1l e PDS-95. A
respeito de GluAl, tem sido reportado que além da sua traducdo ocorrer posteriormente a
ativagdo da via mTOR, ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas sdao capazes de se ligar e
traduzir diretamente RNA mensageiro de GluA1, de forma independente da p70S6K (JUNG et
al., 2020). Portanto, o mecanismo pelo qual o colecalciferol promoveu um aumento no
imunoconteudo dessa proteina pode estar relacionado a estimulagdo dessas ribonucleoproteinas
e ndo necessariamente a ativagado de mTOR. Esta hipotese, no entanto, necessita ser confirmada

em estudos futuros.

Receptores AMPA constituidos por subunidades GluA1 sdo indispenséaveis no processo
da sinaptogénese. A fosforilacio pomovida pela CaMKII da subunidade (Ser 3!) induz o
aumento da condutincia desses receptores, promovendo assim uma rapida despolarizagdo
neuronal (DERKACH; BARRIA; SODERLING, 1999; DERKACH et al., 2007; FORREST;
PARNELL; PENZES, 2018). Esse mecanismo ¢ necessario para ativacao de vias que induzem
a tradugdo de proteinas, as quais contribuem para a maturag¢do dendritica (CITRI; MALENKA,
2008; FORREST; PARNELL; PENZES, 2018). Sendo assim, a incorporagdo, por meio da
PSD-95, de receptores AMPA constituidos por subunidades GluAl na porgao sinaptica €
fundamental para o aumento da forga, estabilidade e conectividade das sinapses (CITRI;
MALENKA, 2008; CHEN et al., 2015). Esse mecanismo ¢ extremamente fundamental na
melhora de sintomas depressivos, considerando que a gravidade desses sintomas estd

relacionada a uma menor densidade sinaptica (HOLMES et al., 2019).

Vale destacar que neurOnios serotoninérgicos presentes no nucleo dorsal da rafe
recebem estimulos excitatorios de neuronios glutamatérgicos provenientes do cortex pré-frontal
(POLLAK DOROCIC et al., 2014). A estimulagdo direta dos axdnios ventromediais

glutamatérgicos, que conectam essas duas regides, induzem um fortalecimento sinaptico
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excitatdrio nos neurdnios serotoninérgicos do ntcleo dorsal da rafe, promovendo respostas
antidepressivas (WARDEN et al., 2012). Portanto, sugere-se que o aumento na forga e
conectividade sinaptica entre essas regides, promoveria um aumento na liberagao de serotonina

que estaria relacionado a atenuagao dos comportamentos tipo-depressivo € ansioso.

Esse compilado de evidéncias apresentado sugere que as propriedades antidepressivas
e ansioliticas do colecalciferol sao semelhantes aos de antidepressivos convencionais, como
ISRS. Considerando que estes farmacos possuem diversas limitagdes clinicas, os possiveis
efeitos benéficos aditivos ou sinérgicos da vitamina D associados a farmacoterapia atual podem
ser futuramente melhor explorados pela clinica. Nesse contexto, foi reportado que a vitamina
D se apresenta como uma estratégia de potencializagdo, uma vez que individuos com o
diagnostico de depressdo, cujo tratamento envolvia vitamina D3 (1.500 UI) em conjunto com
20 mg de fluoxetina, apresentaram melhora superior em relagdo aos sintomas quando

comparado a individuos que receberam apenas fluoxetina (KHORAMINYA et al., 2013).

Coletivamente, os resultados apresentados demonstram que o aumento no
imunoconteudo de sinapsina no hipocampo, de GluAl e PSD-95 no cortex pré-frontal estdo
subjacentes ao efeito tipo-antidepressivo e tipo-ansiolitico da suplementagdo com
colecalciferol. Entretanto, os mecanismos pelos quais o tratamento com vitamina D induz o
aumento de proteinas sinapticas ndo foram explorados nesse trabalho, sendo necessarios

estudos futuros.

4.7 CONCLUSAO

Em conclusdo, esse trabalho verificou que a suplementacdo com colecalciferol (100
Ul/kg durante 21 dias) apresenta um efeito tipo-antidepressivo no teste de suspensdo pela cauda,
sem alterar a atividade locomotora dos animais, refor¢cando evidéncias prévias. Além disso, o
tratamento cronico com colecalciferol induziu uma resposta tipo-ansioliticas e/ou
antidepressiva no teste da alimentag¢do suprimida pela novidade. Entretanto, ndo foi possivel
verificar uma resposta tipo-ansiolitica nos parametros de autolimpeza, tempo no centro do
aparato e numero de bolos fecais no teste do campo aberto. Com isso, estudos futuros sdo

necessarios para confirmar o efeito tipo-ansiolitico do colecalciferol.
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Destaca-se que pela primeira vez foi demonstrado que o colecalciferol possui
propriedades pro-sinaptogénicas que podem estar subjacentes ao seu efeito tipo-antidepressivo
e ansiolitico, uma vez que sua suplementac¢ado resultou no aumento de proteinas sinapticas como

sinapsina no hipocampo e GluA1 e PSD-95 no cortex pré-frontal.

Portanto, esse conjunto de resultados sugerem que a suplementagdo com colecalciferol
pode ser uma estratégia terapéutica no tratamento da depressao e da ansiedade. Entretanto,

estudos complementares sao necessarios para confirmar tal hipdtese.

4. 8 PERSPECTIVAS

e Avaliar se a suplementagdo com colecalciferol (100 Ul/kg) durante 21 dias apresenta
efeito tipo-ansiolico em testes mais robustos como labirinto em cruz elevado, caixa

claro-escuro e teste de enterrar esferas.

e Verificar o efeito da administragdo de colecalciferol sobre o nivel de fosforilacao de
mTOR, p70S6K e 4E-BP, bem como o imunocontetido de GluA1, PSD95, sinapsina e

BDNF no cortex pré-frontal e hipocampo de um modelo animal de depressao.

e Averiguar se os mecanismos pro-sinaptogéncicos da administragdo cronica de
colecalciferol sao dependentes da disponibilidade de serotonina na fenda sinaptica, o
que pode ser investigado através da administragcdo do inibidor da sintese de serotonina

PCPA.

e Investigar se os efeitos tipo-antidepressivo e pro-sinaptogénico do colecalciferol ¢
dependente da via de sinalizagdo do BDNF/TrkB, por meio da administracdo de um

antagonista do receptor TrkB (K-252a).

e Avaliar o efeito da administracao cronica de colecalciferol na maturacao dendritica, por
meio da investigacao do namero e formato dos espinhos dendriticos hipocampais e pré-

corticais de animais submetidos a um modelo de depressao.
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Abstract: Major depressive disorder and anxiety disorders are common and disabling conditions that
affect millions of people worldwide. Despite being different disorders, symptoms of depression and
anxiety frequently overlap in individuals, making them difficult to diagnose and treat adequately.
Therefore, compounds capable of exerting beneficial effects against both disorders are of special
interest. Noteworthily, vitamin D deficiency has been associated with an increased risk of devel-
oping depression and anxiety, and individuals with these psychiatric conditions have low serum
levels of this vitamin. Indeed, in the last few years, vitamin D has gained attention for its many
functions that go beyond its effects on calcium—phosphorus metabolism. Particularly, antioxidant,
anti-inflammatory, pro-neurogenic, and neuromodulatory properties seem to contribute to its an-
tidepressant and anxiolytic effects. Therefore, in this review, we highlight the main mechanisms
that may underlie the potential antidepressant and anxiolytic effects of vitamin D. In addition, we
discuss preclinical and clinical studies that support the therapeutic potential of this vitamin for the
management of these disorders.

Keywords: anti-inflammatory effect; anxiety; depression; neuromodulator; pro-neurogenic effect;
vitamin D

1. Introduction

Major depressive disorder (MDD) and anxiety disorders, which in this review will be
referred to as depression and anxiety, are devastating and highly prevalent clinical entities
that constitute one of the leading causes of disability worldwide [1,2]. These disorders
often occur concomitantly and their symptoms frequently overlap in individuals, and
patients with these two comorbidities often present with a higher severity and duration of
symptoms [3]. Therefore, the diagnosis and treatment of these disorders remain a challenge
in the clinical setting [1,4]. Despite being different disorders, the etiology of depression
and anxiety involves similar factors, such as genetic predispositions, environmental as-
pects, and several biological mechanisms [1,2,5]. Among the main biological mechanisms
implicated in the pathophysiclogy of these disorders, compelling evidence has pointed
to neurcinflammation as a key factor in the onset and progression of these disorders [6].
Notably, other biological mechanisms that have been implicated in depression and anxi-
ety, such as gut dysbiosis, impaired neurogenesis, and monoaminergic dysfunction, may
be triggered by a neuroinflammatory process, opening new perspectives for studying
molecular targets and neuroprotective agents against these mood disturbances [4,7-9].
In this regard, in recent years, vitamin D has gained prominence due to its antioxidant,
anti-inflammatory, pro-neurogenic, and neuromodulatory properties that appear to be
fundamental to its antidepressant and anxiolytic effects [10-13]. Given this background,
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in this review, we highlight the main mechanisms that may underlie the potential antide-
pressant and anxiolytic effects of vitamin D. In addition, we discuss preclinical and clinical
studies that support the therapeutic potential of this vitamin for the management of these
mood disorders.

2, Literature Data Searching

This review presents a mechanistic overview of the clinical and preclinical research
regarding the effects of vitamin D on depression and anxiety. The search included original
manuscripts and contemporary reviews published in English, assessed by specific search
terms in the title or abstract of the manuscripts available through PubMed. The search terms
used were “vitamin D", “calcitriol”, “cholecalciferol”, “calcidiol”, “anxiety”, “depression”,
“major depressive disorder”, “neuroinflammation”, “inflammation” “neurogenesis”, and
“monoaminergic system”. We performed a specific screening of the clinical and preclinical
studies that investigated the role of vitamin D in anxiety and depression. To review the
molecular basis underlying the therapeutic potential of vitamin D for the treatment of
depression and anxiety, we selected preclinical and clinical studies published over a 28-year
period (1994 to 2022).

o,

3. Neuroinflammation as a Key Pathophysiological Mechanism Related to
Mood Disorders

Neuroinflammation is a complex process that comprises a defense mechanism in
the central nervous system (CNS), protecting and restoring the structure and function of
the brain against infection and injury, through the modulation of neurogenesis, axonal
regeneration, and remyelination of neural cells [14]. However, chronic and exacerbated
inflammatory responses can produce harmful effects in the brain. These inflammatory
processes may involve inflammation-related signaling molecules, microbiota, as well as
immune and brain cells [7,15].

Microglia, nervous-system-specific immune cells, are of special interest to neuroin-
flammatory responses. Under normal conditions, microglia assume a phenotype defined
by a ramified morphology and highly motile processes for constant monitoring of the
brain parenchyma (M2 phenotype). After an insult, promoted by pathogen-associated
molecular patterns and/ or damage-associated molecular patterns that interact with pattern
recognition receptors (PRRs), such as Toll-like receptors (TLRs), microglia retract their pro-
cesses and adopt an ameboid form (M1 phenotype) [16-19]. In addition to morphological
changes, the binding of these molecular patterns to these receptors induces the priming of
NLRP3 [nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-, leucine-rich repeats (LRR)-
and pyrin demain-containing protein 3] and pro-interleukin (IL)-1{3 expression via nu-
clear factor kappa B (NF-kB) and myeloid differentiation primary response 88 (Myd88)
pathways [17,20,21]. Noteworthily, the expression of NLRP3 may be inhibited under cer-
tain conditions, particularly upon activation of nuclear factor erythroid 2-related factor
2 (Nrf2), the main regulator of the antioxidant response [22,23]. Subsequently, different
stimuli capable of promoting mitochondrial dysfunction, calcium and potassium ion flux,
reactive oxygen species (ROS) production, and lysosomal damage activate the NLRF3
inflammasome, promoting the autoproteolytic activation of pro-caspase-1 [20]. Caspase-1
can subsequently cleave pro-interleukin-1f and pro-interleukin-18 into their active forms,
interleukin-1f (IL-13) and interleukin-18 (IL-18), respectively [17,24]. In addition, acti-
vation of NLRP3 can lead to gasdermin D-mediated formation of membrane pores and
subsequently pyroptosis [17].

Mediators released by activated microglia induce astrocyte polarization [25]. This
polarization contributes to the impairment of signaling pathways that play a crucial role
in neuronal survival and synaptic plasticity, such as the brain-derived neurotrophic factor
(BDNF)/tropomyosin-related kinase B (TrkB) signaling pathway [26]. Chronic activation
of astrocytes also results in increased levels of chemokines, such as chemokine ligand 2,
which interact with peripheral immune cell receptors to induce infiltration of macrophages

93



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23,7077

3ofl4

and monocytes from the circulation into the CNS and resulting in increased blood-brain
barrier permeability [27,28].

Interestingly, neuroinflammatory-process-derived pro-inflammatory cytokines, such
as interferon-gamma (IFN-y) and tumor necrosis factor-alpha (TINF-c), cause an increase
in the activity of the enzyme indoleamine 2,3-dioxygenase in astrocytes, microglia, and
inflammatory cells. The activation of this enzyme increases the formation of quinolinic
acid, an N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor agonist, through the kynurenine pathway,
contributing to glutamatergic system disturbance and compromising the synthesis of sero-
tonin by depleting tryptophan [8,29-31]. Within this scenario, it is worth noting that more
than 90% of the body’s serotonin is produced in the gut, particularly by enterochromaffin
cells, and alterations in the intestinal microbiota triggered by inflammatory processes have
been shown to directly compromise the synthesis of this monoamine [32,33]. Indeed, it is
important to note that changes in gut microbiota have been reported to impair the efficacy
of antidepressants, such as fluoxetine [34].

In summary, neuroinflammation results from intrinsic communication among pe-
ripheral immune cells, gut microbiota, and immune cells present in the brain, and these
interactions culminate in glutamatergic dysregulation, as well as reduced synaptic plasticity
and monoamine synthesis. Together, these factors contribute to the atrophy and neuronal
loss seen in patients with chronic depression and anxiety disorders [35]. In this regard,
compounds with anti-inflammatory, pro-neurogenic, and neuromodulatory properties,
such as vitamin D, are of special interest for the treatment of these mood disorders.

4, Metabolism and Biological Functions of Vitamin D

Vitamin D is a steroid hormone that can be obtained from the diet in two forms: (i) vi-
tamin Dy (ergocalciferol) found in yeast, mushrooms, as well as plants, and (ii) vitamin D3
(cholecalciferol) found in foods of animal origin, such as cod liver oil and oily fish [36]. How-
ever, the main source of vitamin D is cholecalciferol synthesized endogenously through
solar ultraviolet B (UVB) radiation at wavelengths of 290-315 nm [36,37]. Through this
process, UVB photons penetrate into the dermis and are absorbed by 7-dehydrocholesterol,
which is then converted into previtamin D [37] Previtamin D3 subsequently isomerizes
into vitamin Dj3, which is then transported in the circulation by vitamin D-binding protein
(DBP) [37]. In the liver, vitamin Dj is hydroxylated at C-25 by 25-hydroxylase, mainly by cy-
tochrome P450 Family 2 Subfamily R Member 1 (CYP2R1), to produce 25-hydroxyvitamin
Dj (25(0OH)D3) [38,39]. Following this, 25(OH)D3 can be stored or can undergo a sec-
ond hydroxylation in the kidneys by 25-hydroxyvitamin D-1o-hydroxylase (Cytochrome
P450 Family 27 Subfamily B Member 1; CYP27B1), forming its biologically active form,
1a,25-dihydroxyvitamin D (1,25(OH)2D3), also known as calcitriol [40]. It is estimated
that humans can synthesize quantities equivalent to the oral intake of 20,000 IU of this
vitamin [38].

Vitamin D is widely known to play critical roles in calcium—phosphorus metabolism,
acting in the maintenance of bone homeostasis [38]. In addition, vitamin D also exerts
pleiotropic functions that have gained increased attention in the last few years [41]. These
biological actions of calcitriol are mediated by vitamin D receptors (VDRs) [42]. The
interaction between calcitriol and VDR allows other transcription factors, such as the
retinoid X receptor (RXR), to interact with this complex, forming a heterodimer [42]. This
heterodimer can then bind to vitamin D-responsive elements (VDREs), and by recruiting
complexes of either co-activators or co-repressors, it can modulate gene expression [42,43],
It is estimated that 200 to 2000 genes are modulated directly or indirectly by vitamin
D [42]. Due to the numerous biological actions mediated by vitamin D, the measurement
of its serum concentration becomes indispensable. In this regard, the Endocrine Society’s
Clinical Practice Guideline defines vitamin D deficiency as values <20 ng/mL; insufficiency
between 21-29 ng/mL,; and sufficiency between 30-100 ng/mL [36,40]. However, reference
values for vitamin D remain a matter of debate [44].
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4.1. Antioxidant and Anti-Inflammatory Properties of Vitamin D

Neurons and glial cells express VDR and vitamin D-metabolizing enzymes in various
regions, such as the prefrontal cortex and hippocampus, suggesting a possible role for
vitamin D in depression and anxiety disorders [45]. In line with this, several studies
have suggested an inverse association between serum vitamin D levels and symptoms
related to depression and anxiety [46-48]. In addition to glial cells, VDRs and CYP27B1
are also expressed in several other immune cells, such as CD4™ and CD8™ T cells, B cells,
macrophages, neutrophils, and dendritic cells [49]. Notably, it has been shown that calcitriol
is capable of modulating innate and adaptive immune responses [49]. Furthermore, the
positive modulation of antioxidant enzymes by calcitriol is known to contribute to redox
homeostasis and, consequently, to the attenuation of the neuroinflammatory process [50,51].
For example, calcitriol has been shown to inhibit the synthesis of interleukin interleukin-6
(IL-6), TNF-«, and nitric oxide (NO) by activated microglia [12]. Likewise, it has been
shown to decrease the expression of IL-13, TNF-«, and inducible nitric oxide synthase
(iNOS), the enzyme responsible for the synthesis of NO under inflammatory conditions, in
the prefrontal cortex of rats [52].

In addition to IL-6 and TNF-q, vitamin D5 has also been shown to reduce the ex-
pression of interleukin-12 (IL-12) and increase the expression of the anti-inflammatory
cytokine interleukin-10 (IL-10) [53]. Furthermore, vitamin D was shown to up-regulate
the expression of other anti-inflammatory cytokines, including interleukin-14 (IL-4), and
transforming growth factor-beta (TGF-3) [54]. Calcitriol is also capable of up-regulating
TLR10 while down-regulating TLR2 and TLR4, reinforcing its role in attenuating microglial
activation [55,56].

In this context, it has been reported that vitamin D mitigates the activation of the
NLRP3 inflammasome [57,58]. Although a study by Camargo et al. (2020) did not find
changes in NLRP3 expression in mice treated for 7 days with cholecalciferol, this treat-
ment reduced the immunocontent of other inflammasome-related proteins, including ASC
(apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain), TXNIP
(thioredoxin interacting protein), and caspase-1 in the hippocampus of mice. However,
Xin et al. (2019) showed that calcitriol attenuated NLRP3 expression by inhibiting the
NF-kB pathway in human bronchial epithelial cells. Likewise, treatment with a VDR ago-
nist (paricalcitol) was able to attenuate the expression of NLRP3, gasdermin D, caspase-1,
and IL-1p3, proteins related to the NF-kB-mediated pyroptosis process in cisplatin-induced
acute kidney injury models [59]. One of the possible mechanisms by which vitamin D may
reduce the activation of NF-kB is by up-regulating the NF-kB inhibitor IkBa (nuclear factor
of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha) [60]. In addition, it has
been reported that VDR can bind NLRP3, inhibiting the activation of this complex [61,62].

Calcitriol is also able of suppressing NLRP’1 inflammasome activation by up-regulating
the nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) signaling pathway [50]. Indeed,
the ability of calcitriol to activate Nrf2 signaling seems to be directly associated with its
neuroprotective properties [63]. Once activated, Nrf2 promotes the transcription of several
antioxidant enzymes [64]. In line with this, studies have shown that vitamin D is able to
induce the expression of heme oxygenase-1 (HO-1), catalase, superoxide dismutase (SOD),
and glutamate-cysteine ligase (the rate-limiting enzyme in the synthesis of glutathione, an
endogenous antioxidant), thereby inhibiting ROS accumulation in the brain [51,65-67].

4.2. Pro-Neurogenic and Neuromodulatory Properties of Vitamin D

Vitamin D deficiency during pregnancy has been demonstrated to directly affect brain
development in the offspring [68-70]. Vitamin D-deficient offspring exhibit a thinner
cortex, reduced expression of genes and proteins related to cytoskeleton maintenance,
synaptic plasticity, neurotransmission, cell proliferation, and growth, as well as decreased
levels of nerve growth factor (NGF) [70-73]. Although no alterations in BDNF and glial
cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) levels were found in vitamin D-deficient
offspring, different lines of evidence have shown that this vitamin is effective in inducing
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the synthesis of these neurotrophins [74,75]. In addition, vitamin D also participates in the
synthesis of the neurotrophin NT-3, a key regulator of survival, growth, and differentiation
of neurons [76,77].

Indeed, neurotrophins bind to receptor tyrosine kinases (Trk), which, in turn, con-
tribute to promoting the survival and growth of neurons as well as synaptogenesis [75]. In
this regard, a study by Atif et al. showed that a combined treatment with progesterone and
vitamin D was effective in activating the BDNF/TrkB signaling pathway [79]. Although
this study did not explore the mechanisms underlying this, it is known that activated
TrkB can phosphorylate and activate the mammalian target of rapamycin (mTOR), result-
ing in the translation of synaptic proteins, including postsynaptic density protein-95 kDa
(PSD-95), glutamate x-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) re-
ceptor subunit 1 (GluA1), and synapsin [80,81]. Noteworthily, synapsins can increase
neurotransmitter release in the synaptic cleft [82]. Interestingly, vitamin D supplemen-
tation has been shown to promote an increase in serum serotonin in individuals suffer-
ing from depression [83] as well as serum dopamine levels in children with attention-
deficit/hyperactivity disorder (ADHD) [84]. Within this scenario, it has been shown
that vitamin D can directly increase the biosynthesis of monoamines by augmenting the
expression of the enzymes tyrosine hydroxylase and tryptophan hydroxylase, which me-
diate the synthesis of dopamine/noradrenaline and serotonin, respectively, particularly
in the prefrontal cortex [85]. In addition, VDR overexpression has been shown to in-
crease dopaminergic neuron differentiation, and consequently, dopamine production [86].
Moreover, Morello et al. (2018) showed that calcitriol can cause neuronal proliferation in
primary cultures of murine neural progenitor cells and improve neurogenesis in transgenic
Alzheimer’s disease (AD)-like mice [5XFAD model, which expresses human amyloid pre-
cursor protein (APP) and presenilin 1 (PSEN1) transgenes with a total of five AD-linked
mutations: the Swedish (K670N /M671L), Florida (I716V), and London (V7171) mutations
in APP, and the M146L and L286V mutations in PSEN1). Finally, calcitriol was also able
to inhibit serotonin reuptake transport and the expression of the monoamine oxidase-A
(MAO-A) gene, suggesting that this vitamin and antidepressants may share common
mechanisms of action [87].

4.3. Vitamin D: Modulation of Gut Microbiota

The immunological and neuromodulatory role of vitamin D occurs, in part, through its
interaction with the gut microbiota [88]. Indeed, serum vitamin D concentration may con-
tribute to changes in the composition of gut microbiota. Furthermore, vitamin D deficiency,
VDR, or CYP27B1 depletion have been shown to result in an increase in the Bacteroidetes
and Proteobacteria phyla, triggering epithelial barrier dysfunction and intestinal inflamma-
tion [89,90]. Interestingly, VDR has been shown to negatively regulate bacteria-induced
intestinal NF-kB activation, attenuating inflammatory responses. Therefore, VDR is an
important contributor to intestinal homeostasis and bacterial infection protection [91]. The
main neuromodulatory, anti-inflammatory, and antioxidant properties of vitamin D are
illustrated in Figure 1.

96



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23,7077

6ofld

1| NLRP3

, !IL-1B and TNF-a

o
1IL-10 and IL-4 1 ROS

1e,25-dihydroxyvitamin D

s

e

-3
o

| Moncamines
1 Tyrosine hydroxylase

1 Tryptophan hydroxylase

Gut-Microbiota modulation

Figure 1. Antioxidant, anti-inflammatory, and neuromodulatory properties of vitamin D. Neurons
and glial cells are able to express VDR in regions such as the prefrontal cortex and hippocampus.
In these regions, the positive modulation of antioxidant enzymes, such as HO-1, CAT, and SOD, by
calcitriol contributes to redox homeostasis and, consequently, to the attenuation of the neuroinflam-
matory process. Calcitriol is also able to increase the expression of IkBe, thus, inhibiting the nuclear
translocation of NF-kB. As a consequence, less synthesis, oligomerization, and activation of the
NLRP3 inflammasome occurs, resulting in attenuation of pro-inflammatory cytokines (such as IL-13
and TNF-x) and an increase in anti-inflammatory cytokines (such as IL-10 and T1L-4) (A). In addition,
vitamin D has also been shown to modulate the intestinal microbiota (C). Finally, vitamin D actively
regulates the synthesis of monoamines and BDNF, thus, favoring the process of synaptic plasticity (B).
Abbreviations: |: decreased; 1: increased; BDNF: brain-derived neurotrophic factor; CAT: catalase;
HO-1: heme oxygenase-1; IL-1p3: interleukin-1p; IL-4: interleukin-4; IL-10: interleukin-10; IkBa:
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha; MAO: monoamine
oxidase; NF-kB: nuclear factor kappa B; NLRP3: NOD-like receptor family pyrin domain-containing
3; ROS: reactive oxygen species; SERT: serotonin transporters; SOD: superoxide dismutase; TNF-ux:
tumor necrosis factor-alpha; VDR: vitamin D receptor.

5. Preclinical Studies: Effects of Vitamin D in Models of Depression and Anxiety

In recent years, several preclinical studies have been conducted to investigate the
possible antidepressant and anxiolytic effects of vitamin D (Table 1).

Of note, chronic administration of cholecalciferol [5 mg/kg for 14 days; subcutaneous
(s.c.) administration] elicited an antidepressant-like effect in the forced swim test in ovariec-
tomized Wistar rats [92]. In addition, cholecalciferol supplementation (5 mg/kg for 14 days;
s.c.) was capable of attenuating anxiety-like behaviors in the elevated plus-maze and
the light-dark box tests in ovariectomized Wistar rats [10,93]. Based on these findings,
further studies have been conducted to better understand the mechanisms underlying the
anxiolytic and antidepressant effects of vitamin D in animal models [94,98].

Camargo et al. (2018) reported that cholecalciferol [2.5 ng/kg, orally by mouth
(p-0.)], administered once a day in the last 7 days of chronic corticosterone administration
(20 mg/kg, p.o., for 21 days), exerted an antidepressant-like effect in male mice subjected to
the splash test and tail suspension test. Additionally, in this study, cholecalciferol treatment
attenuated the increase in protein carbonyl and nitrite levels induced by corticosterone in
the brain, suggesting that vitamin D3 has an antidepressant-like effect by, in part, modulat-
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ing oxidative stress [94]. The administration of cholecalciferol (100 IU/kg, p.o.) for 7 days
also abolished the depressive-like behavior in the tail suspension test induced by chronic
corticosterone administration in female mice [95]. In this study, a significant decrease in
ROS production in the hippocampus was observed after treatment with cholecalciferol, both
in control and corticosterone-exposed mice, reinforcing the notion that the antidepressant-
like effect of this vitamin may involve the modulation of oxidative stress [95]. More recently,
a study by Neis et al. (2022) showed that repeated administration of cholecalciferol for
7 days (2.5 ug/kg, p.o.) abolished chronic unpredictable stress-induced depressive-like be-
havior in the tail suspension test, as well as a reduction in serotonin levels in the prefrontal
cortex of female mice. Moreover, reinforcing the involvement of the serotonergic system
in the antidepressant-like effect of cholecalciferol, in this study, the administration of the
serotonin synthesis inhibitor p-chlorophenylalanine methyl ester was effective in abolishing
the reduction in immobility time in the tail suspension test elicited by cholecalciferol [96].

Table 1. Preclinical studies on effects of vitamin D in models of depression and anxiety.

Study Animal Model Treatment Behavioral Alterations Biochemical Alterations
Fedotova etal., 2016 [92] Ovariectomized Wistar rats C]-n)lbcalcifeml‘(ﬁ‘ mg/kg for Antidepressant like effctin Not evaluated
14 days; s.c.) the FST
Fedotova etal., 2017 [10] Ovariectomized Wistar rats G‘“'”}f,“g’“',? me/lelor  Gmtiplvlic ke clivctinEEN Not evaluated
ays; s.c.) and LDT
Fedotova 2019 [93] Ovariectomized Wistarrats ~ holecaldferol Gmg/kgfor  Anxiolytic-like effectin EPM Not evaluated

14 days; s.c.) and LDT

Camargo et al., 2018 [94]

Corticosterone (21 days) in

Cholecalciferol (25 ug/kg,

Antidepressant-like effect in

| Protein carbonyl and

male Swiss mice for 7 days; p.o.) the splash test and TST nitrite levels
da Silva Souza et al,, 2020[95] Coﬂfuﬂ?atle:gr: igl:ﬁ,e's) in C}mle;e?lllc-;fﬁur?IF(;g(;éU /kg, Antidep: mﬁ-.?[h'sl'i[l“e effect in | ROS
Camargo et al., 2020 [57] Camticosiesone (21 Cays) in “‘)‘“;?};;"g:‘;%fy;‘gf ke, Aﬂﬁg%ﬁﬂtﬁﬁﬁﬁg: M| ASC, aspase-1,and TXNIP
Neis et al,, 2022 [96] CUMS in female Swiss mice G“"?&f;fﬁur‘r’l?(‘gfy;‘gf kg Antieprsmm llecfectin T *l;‘:;‘f’;“:t;ﬂi'i:: the.

Zhang etal,, 2020 [97]

Ovariectomized female
Sprague-Dawley rats

Calcitriol (100 ng/kg, p.0.) for
10weeks

Antidepressant-like effect in
the FST and
novelty-suppressed feeding
test

L IL-1p, TL-6, and TNF-a,
iNOS and COX-2

Bakhtiari-Dovvombaygi et al.,
2021 [98]

CUMS in male Wistar rats

Vitamin D; (10,000 IU /kg) for

28 days

Anxiolytic and
antidepressant-like effect in
EPM and FST

| Malondialdehyde and IL-6
1 Total thiols, SOD, and CAT

Jiang et al., 2013 [99]

CUMS (4 weeks) in male
Sprague-Dawley rats

Without treatment

Depressive-like behavior in
sucrose preference test

11,25(0H),D and VDR

Antidepressant-like effect in

st = CUMS in ovariectomized Vitamin D; (5 mg/kg for ) )
Koshkina etal., 2019 [76] Wistar rat 4 woeks; s.c.) FST and t-uc:;e;eprveference TBDNF and NT-3/NT-4
Xoand Liang 2021 [75]  Peststrokedepressionmodel  Calitiol (25 g kg /day for  Boy qub eee bt 1 VDR and BONF
) (male C57BL/6 mice) 4 weeks; ic.v) test :

| decreased; T increased; ASC: apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain
(CARD); BDNF: brain-derived neurotrophic factor; CAT: catalase; COX-2: cyclooxygenase-2; CUMS: chronic
unpredictable mild stress; EPM: elevated plus maze; FST: forced swimming test; i.c.v.: intracerebroventricular;
IL-1B: interleukin-1B; [L-6: interleukin-6; iNOS: inducible nitric oxide synthase; LTD: light-dark box test; p.o.:
by mouth (orally); ROS, reactive oxygen species; s.c.: subcutaneous; SOD: superoxide dismutase; TNF-o: tumor
necrosis factor-alpha; TST: tail suspension test; TXNIP: thioredoxin-interacting protein; VDR: vitamin D receptor.

The repeated administration of a low dose of cholecalciferol (2.5 ug/kg, p.o.) also
caused an antidepressant-like effect and was effective in reducing the immunocontent of
proteins that form the NLRP3 inflammasome, such as ASC [apoptosis-associated speck-like
protein containing a caspase recruitment domain (CARD)], caspase-1, and thioredoxin-
interacting protein (TXNIP) in the hippocampus of male mice [57]. Calcitriol treatment
(100 ng/kg, p.o.) for 10 weeks in ovariectomized female Sprague-Dawley rats was also
effective in producing neuroprotective effects by regulating the adenosine monophosphate
(AMP)-activated protein kinase (AMPK)/NF-kB signaling pathway. Moreover, calcitriol
treatment reduced the pro-inflammatory cytokines IL-1B, IL-6, and TNF-«, as well as INOS
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and cyclooxygenase-2 (COX-2) levels in the hippocampus [97]. This suggests that the
modulation of the NLRP3 inflammasome-driven pathway may underlie, at least in part,
the antidepressant-like effect of this vitamin.

More recently, Bakhtiari-Dovvombaygi et al. (2021) also reported that the anti-inflammatory
and antioxidant effects displayed by pretreatment with vitamin D3 (10,000 IU /kg for 28 days)
in male rats underlie the ability of this vitamin to abrogate anxiety- and depressive-like
behaviors induced by chronic unpredictable mild stress (CUMS) in the elevated plus-maze
and forced swimming test. Indeed, these protective effects of vitamin D were accompanied
by a decrease in cortical malondialdehyde and IL-6 levels, as well as an increase in total
thiol levels and enhanced SOD and catalase activity [98]. Interestingly, another study
observed that following 4 weeks of CUMS, the occurrence of depressive-like behaviors
was associated with an increase in 1,25(0OH),D and VDR expression in the hippocampus of
rats, suggesting a compensatory mechanism, by which vitamin D may protect against the
development of depressive-like behaviors [99].

In addition to attenuating depressive- and anxiety-like behaviors through its anti-
inflammatory and antioxidant properties, the modulation of neurotrophic factors has also
been shown to contribute to the protective properties of vitamin D [76]. Xu et al. used
male C57BL /6 mice to show that calcitriol (25 pg/kg/day for 4 weeks; i.c.v.) is effective in
acting as an antidepressant in a post-stroke depression model by up-regulating VDR and
BDNF expression [75]. In an ovariectomized Wistar rat model of depression induced by
CUMS, vitamin D3 (5 mg/kg for 4 weeks; s.c.) treatment was able to reverse depression-
like behaviors in the sucrose preference test and the forced swimming test by increasing
BDNF and NT-3/NT4 levels in the hippocampus [76]. Although these studies showed that
vitamin D supplementation results in an increase in pro-neurogenic neurotrophins, such as
BDNF, Groves et al. observed that vitamin D deficiency in BALB/c mice was associated
with depressive-like behaviors without compromising hippocampal neurogenesis [100].
Therefore, further studies are needed to elucidate whether neurogenesis is critical for the
anxiolytic and antidepressant effects of this vitamin.

6. Clinical Studies: Effects of Vitamin D in Depression and Anxiety

Several studies have reported that vitamin D supplementation improves symptoms
of depression and anxiety associated with various medical conditions, including type II
diabetes, Crohn'’s disease, ulcerative colitis, and obesity [101-105].

However, the potential therapeutic effects of vitamin D in individuals primarily
diagnosed with depression or anxiety remain controversial. For example, vitamin D supple-
mentation (1600 IU for 6 months) was shown to significantly improve anxiety symptoms,
but not depressive symptoms, in patients with vitamin D deficiency [106]. Likewise, sup-
plementation with 2800 IU of vitamin D in patients with depression did not promote a
significant reduction in Hamilton D-17 scores [107]. On the other hand, supplementation
with 50,000 IU of vitamin D for 2 weeks was able to improve depression severity, as assessed
with the Beck Depression Inventory-II (BDI-II), although no changes in serotonin levels
were detected [108]. However, in another study, cholecalciferol treatment (50,000 IU for
3 months) significantly increased serum serotonin levels, while decreasing BDI scores in
women with moderate, severe, and extreme depression. Interestingly, among men, an
improvement in the severity of depressive symptoms with vitamin D supplementation
was only observed in those diagnosed with severe depression [83]. Beneficial effects of
vitamin D (50,000 IU for 8 weeks) supplementation have also been observed in older
adults (over 60 years of age) with depression [109]. However, lower doses of vitamin D
(400 IU daily for 2 years) were not able to improve depressive symptoms [110]. Finally, a
single dose of vitamin D (300,000 TU) was reported as an effective and safe intervention
in MDD with concurrent vitamin D deficiency [111,112]. In patients with depression, the
daily administration of 1500 [U vitamin D3 plus 20 mg fluoxetine for 8 weeks was supe-
rior to fluoxetine alone [113]. Another study reported that vitamin D supplementation
(50,000 IU once/week for 3 months) in combination with standard of care improved the
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severity of anxiety in individuals diagnosed with Generalized Anxiety Disorder by in-
creasing serotonin concentrations and decreasing the levels of the inflammatory biomarker
neopterin [114]. Overall, although there is compelling clinical evidence pointing to the
benefits of vitamin D for the management of depression and anxiety, it is important to note
that divergent results have also been obtained [46]. Multiple factors may contribute to
these discrepant results, including differences in the doses of vitamin D used, treatment
time, serum 25-hydroxyvitamin D levels at baseline, nutritional condition at the onset of
the treatment, age and sex of the individuals, as well as the presence of comorbidities that
may influence the efficacy of vitamin D supplementation. Additionally, the heterogeneity
observed in clinical studies may also be associated with genetic polymorphisms that may
affect vitamin D efficacy [115-117].

7. Conclusions and Future Directions

In this review, we discussed the main evidence underlining the therapeutic potential of
vitamin D in the management of depression and anxiety disorders. Of particular relevance,
compelling evidence suggests that vitamin D possesses antioxidant, anti-inflammatory,
pro-neurogenic, and neuromodulatory properties, and, thus, may act in a similar manner
to classic antidepressants. In support, several preclinical studies have shown the beneficial
effects of vitamin D supplementation in animal models of these mood disorders. Given
this, some studies have investigated the possible synergistic or additive beneficial effects of
vitamin D and current pharmacotherapy for the management of anxiety and depression.
However, the clinical studies that assess the efficacy of vitamin D supplementation in
the treatment of depression and anxiety are still scarce and their results are, at times,
controversial. The discrepant results from clinical trials call for the need to conduct future
studies, so as to establish a protocol for vitamin D supplementation that is effective in
preventing or attenuating depressive and anxiety symptoms. Therefore, appropriately
randomized clinical trials assessing the potential of vitamin D as co-adjuvant for the
treatment of these mood disorders are warranted, so as to ascertain the true therapeutic
value of this vitamin in the context of depression and anxiety.
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