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RESUMO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) é transtorno psiquiatrico complexo
caracterizado por alteracdes de humor, disturbios somaticos e neurovegetativos, que
acomete muitas pessoas em todo o mundo, sendo um dos principais problemas de
saude publica. Possui origem multifatorial, sendo que o estresse oxidativo e a
neuroinflamacdo estdo associados com o desenvolvimento de sintomas da
depressdo. Os tratamentos atuais baseiam-se na modulacdo do sistema
monoaminérgico, contudo apresentam eficacia limitada. Desta forma, tem se buscado
a associagao de compostos que possuem efeito antidepressivo como uma estratégia
terapéutica para o TDM. A vitamina D é um horménio com diversas fungdes
regulatdrias, contendo uma ampla quantidade de receptores no cérebro. O zinco € um
oligoelemento que possui agao antioxidante, anti-inflamatéria e atua também no
sistema imune. Ha evidéncias de que ambos apresentam efeito antidepressivo em
estudos pré-clinicos e clinicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
antidepressivo do colecalciferol e do cloreto de zinco isolados ou em combinagdo em
um modelo animal de depressao induzido por lipopolissacarideo (LPS). Para este fim
foram utilizados camundongos Swiss fémeas, submetidos a administragdo de
colecalciferol (1000 Ul/kg/dia) e/ou cloreto de zinco (10 mg/kg/dia) por 7 dias. No dia
7, 0os animais receberam uma injecao intraperitoneal de LPS (0,5 mg/kg) e apos 24
horas da execucgao do protocolo, foram realizados os testes comportamentais, sendo
estes: Teste de Suspensédo pela Cauda (TSC), Teste de Campo Aberto (TCA) e o
teste de Borrifagem de sacarose (TBS), para avaliar se os tratamentos foram efetivos
em prevenir o comportamento tipo-depressivo induzido por LPS. Além disso foram
medidos os niveis de malondialdeido (MDA), tidis ndo protéicos (indicativo do
conteudo de glutationa reduzida e de nitrito/nitrato (NOx, indicativo dos niveis de 6xido
nitrico) no cortex pré-frontal. Os animais submetidos a administracdo de LPS
apresentaram um comportamento do tipo-depressivo, evidenciado pelo aumento
significativo do tempo de imobilidade no TSC, o que foi prevenido os tratamentos com
colecalciferol, zinco e associacdo dos compostos. Os animais desafiados com LPS
apresentaram comportamento do tipo-ansioso, pois levaram mais tempo para entrar
no centro e iniciar a autolimpeza, diminuiram o tempo no centro e aumentaram o
tempo de autolimpeza no TCA. No TBS os animais tratados com LPS apresentaram
um tempo maior para a laténcia em relagao ao grupo controle. O colecalciferol e/ou o
zinco foram efetivos em prevenir as alteragcoes comportamentais induzidas por LPS
no TSC, no TCA no parametro de laténcia para entrada no centro e no TBS. Em
relacéo aos parametros bioquimicos, os animais desafiados com o LPS apresentaram
um aumento nos niveis de MDA e NOx e uma reducao de tidis nao protéicos no cortex
pré-frontal, sendo que os tratamentos preveniram essas alteragdes. Estes resultados
indicam que o colecalciferol, o zinco e associacdo dos compostos tem um potencial
efeito tipo-antidepressivo em um modelo de depressdao mediado por um desafio
inflamatdrio, sendo que este efeito esta associado com uma prevencéo de alteracdes
bioquimicas relacionadas a dano oxidativo no cortex pré-frontal.

Palavras chaves: cloreto de zinco, colecalciferol, estresse oxidativo,
lipopolissacarideo, transtorno depressivo maior, vitamina D.



ABSTRACT

Major Depressive Disorder (MDD) is a complex psychiatric disorder characterized by
depressive mood, and somatic and neurovegetative alterations, which affects many
people around the world and is one of the main public health problems. It has a
multifactorial origin, and oxidative stress and neuroinflammation are associated with
the development of depressive symptoms. Current treatments are based on
modulating the monoaminergic system, but their effectiveness is limited. The
association of compounds with antidepressant effects has therefore been sought as a
therapeutic strategy for MDD. Vitamin D is a hormone with various regulatory functions
and its receptors are abundant in the brain. Zinc is a trace element that has antioxidant,
anti-inflammatory and immune system effects. There is evidence that both compounds
have an antidepressant effect in pre-clinical and clinical studies. The aim of this study
was to evaluate the antidepressant effect of vitamin D and zinc chloride alone or in
combination in a model of depression induced by lipopolysaccharide (LPS). For this
purpose, female Swiss mice were administered cholecalciferol (1000 1U/kg/day) and/or
zinc chloride (10 mg/kg/day) for 7 days. On day 7, the animals received an
intraperitoneal injection of LPS (0.5 mg/kg) and after 24 hours of the protocol, the
behavioral tests were carried out: Tail suspension test, (TST) open field test (OFT) and
splash test (ST), to assess whether the treatments were effective in preventing LPS-
induced depressive-like behavior. In addition, levels of malondialdehyde (MDA), non-
protein thiols (indicative of reduced glutathione content) and nitrite/nitrate (NOX,
indicative of nitric oxide levels) were measured in the prefrontal cortex. The
administration of LPS elicited depressive-like behavior, as evidenced by the significant
increase in immobility time in the TST, which was prevented by treatment with
cholecalciferol, zinc and a combination of these compounds. Mice challenged with LPS
showed anxiety-like behavior when compared to the control group in the OFT, as the
animals that received LPS had a higher latency to enter the center and start grooming,
decreased center time and increased grooming time in the OFT. In the ST LPS-
exposed mice had a longer latency time compared to the control group. Cholecalciferol
and/or zinc were effective in preventing the behavioral alterations induced by LPS in
the TST as well as in the latency to enter the center in the OFT and in the ST.
Regarding biochemical parameters, the animals challenged with LPS showed an
increase in MDA and NOx levels and a reduction in non-protein thiols, and the
treatments were able to prevent these alterations. These results indicate that
cholecalciferol, zinc and a combination of these compounds have a potential
antidepressant-like effect in a model of depression mediated by an inflammatory
challenge, and that this effect is associated with a prevention of biochemical alterations
related to oxidative damage in the prefrontal cortex.

Keywords: zinc chloride, cholecalciferol, oxidative stress, lipopolysaccharide, major
depressive disorder, vitamin D.
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1 INTRODUGAO

1.1 TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR (TDM)

O transtorno depressivo maior (TDM) ou depressao é descrito como um
transtorno psiquiatrico complexo caracterizado por sintomas tais como humor
deprimido, perda de interesse, anedonia, sentimento de culpa, disturbios do sono ou
do apetite, capacidade reduzida de concentragdo, baixa energia e deficiéncias
cognitivas, que precisam ser identificadas e tratadas (Canale, Furlan, 2006; World
Health Organization, 2017). Assim, os individuos que sofrem deste transtorno tém
como caracteristica principal a melancolia e/ou anedonia, ou seja, a perda de
interesse por todas, ou quase todas, as atividades que antes davam prazer, por, pelo
menos, duas semanas consecutivas (American Psychiatric Association, 2015).

Este transtorno apresenta seis classificacoes, sendo trés delas caracterizadas
por sintomas especificos e as outras trés caracterizadas conforme a sua etiologia. As
primeiras citadas compreendem o TDM (muitas vezes chamada “depressdo maior”),
o Transtorno Depressivo Persistente (distimia) e o Transtorno Depressivo Especifico
ou Inespecifico, sendo o mais prevalente e estudado o TDM, que para ser
diagnosticado deve apresentar no minimo cinco, dentre os seguintes sintomas (figura
1): 1) humor deprimido na maior parte do dia, 2) diminui¢do do interesse ou prazer, 3)
perda ou ganho de peso (>5% de alteracdo em um més), 4) insénia ou hipersonia, 5)
agitacdo ou retardo psicomotor, 6) fadiga ou perda de energia, 7) sentimentos de
inutilidade ou culpa excessiva, 8) capacidade diminuida para concentrar-se ou pensar
e 9) pensamentos recorrentes de morte ou suicidio (American Psychiatric Association,
2015). Para o diagnostico do TDM necessariamente um dos dois primeiros sintomas

citados deve estar presente (Coryell, Winokur 2019).
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Figura 1: Critérios de diagndstico do TDM
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Para se ter o diagnéstico de TDM o paciente deve ter pelo menos cinco dos nove sintomas mostrados
na figura acima, os quais devem estar presentes por pelo menos duas semanas, e que um deles seja,
obrigatoriamente, humor deprimido ou perda de interesse/prazer (American Psychiatric Association,
2015). Fonte: Da Autora, 2023; adaptado do Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-5).

De fato, a depressdo & um transtorno mental muito comum, podendo ser
decorrente de causas multifatoriais, associadas a disfungdo de neurotransmissores,
dentre eles a dopamina, noradrenalina e serotonina, condigdes genéticas e ambientais
(Gongalves; Fagulha, 2004; Oliveira, Araujo, 2019). Além disso, pode-se dizer que
esta condicdo clinica ndo afeta somente o individuo acometido, mas também traz
impacto para toda a familia, além de alterar o desempenho no trabalho e gerar um
alto custo para a sociedade, sendo considerada um dos principais problemas de
saude publica (Barbosa et al., 2017). De acordo com o Associagdo Americana de
Psiquiatria, o TDM possui uma complexidade ainda maior quando ocorre
concomitantemente a outros transtornos psiquiatricos (como transtornos de
ansiedade, por exemplo), ocasionando um alto impacto na sua evolugao, o que resulta
em sintomas e prejuizos funcionais mais graves, recuperagao tardia, aumento de risco
de recaidas, incapacidade e tentativa de suicidio (American Psychiatric Association,
2015). Outro dado relevante € o publicado pela Organizagdo Mundial da Saude em

2017, que indica que o TDM ocorre com mais frequéncia em individuos do sexo
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feminino na proporcao de 2:1 (World Health Organization, 2017). Segundo Douma et
al (2005), do ponto de vista bioldgico, a prevaléncia em mulheres pode ser decorrente
as alteragdes hormonais principalmente do estrogénio, sendo que a mudanga nos
niveis deste horménio afeta os sistemas dos neurotransmissores, como os niveis de
noradrenalina, serotonina, dopamina e acetilcolina. Portanto, os baixos niveis de
estrogénio e consequentemente o de neurotransmissores (como a serotonina), podem
induzir a depressao, pois este horménio afeta o sistema serotoninérgico de varias
maneiras, como o aumento da taxa de degradagédo da serotonina pela monoamina
oxidase (a enzima que cataboliza a serotonina) e afeta o transporte intraneuronal
dessa monoamina.

Estima-se que cerca de 322 milhdes de pessoas no mundo sofrem de TDM,
com prevaléncia média anual de 4,4% na populacéo geral. O Brasil é o segundo pais
mais afetado pela depressdo, cerca de 11.548,577 milhdes dos brasileiros sao
acometidos por este transtorno anualmente, sendo as mulheres as mais acometidas.
Embora a auséncia de informacgao direta sobre a prevaléncia da depressdo em muitos
paises dificulte a realizagdo de um panorama mundial preciso, dados epidemioldgicos
mostram uma grande variabilidade nas taxas de prevaléncia: de 2.2% no Japao a
11,5% no Brasil com a maior prevaléncia da América Latina e a segunda maior do
continente americano, ficando atras dos Estados Unidos (Bromet et al., 2011; World
Health Organization, 2017).

1.1.1 Fisiopatologia Do TDM

O TDM é considerado um transtorno multifatorial que depende da interagao de
varios fatores bioldgicos e genéticos (Otte et al., 2016). Teorias foram formuladas para
explicar as causas da depressdo, envolvendo os mecanismos fisiopatoldgicos
referentes a alteracdes dos niveis de neurotransmissores, como a desregulagao dos
neurotransmissores  colinérgicos,  catecolaminérgicos  (noradrenérgicos e
dopaminérgicos) glutamatérgicos e serotoninérgicos (5-hidroxitriptamina), a
predisposi¢ao genética e a influéncia de fatores ambientais, a desregulag¢ao da via do
oxido nitrico (NO) e o aumento de citocinas pro-inflamatérias (Chopra, Kumar &
Kuhad, 2011; Kern, et al., 2012; Ghasemi, et al. 2017).
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1.1.1.1 Teoria Monoaminérgica

A primeira e mais antiga teoria postulada para explicar o TDM é a hipotese
monoaminérgica, através da qual a maioria dos mecanismos de acgédo de
antidepressivos sao respaldados. Essa teoria propde que déficits no conteudo
cerebral de monoaminas (serotonina, dopamina e noradrenalina) na fenda sinaptica
seriam responsaveis pelo desenvolvimento de sintomas depressivos (figura 2). O
papel das monoaminas na fisiopatologia do TDM surgiu apds a observagao de que a
reserpina, uma droga anti-hipertensiva que promove a deplecao de norepinefrina,
causava sintomas depressivos como efeito colateral (Freis, 1954; Schildkraut, 1965;
Andrews, 2015). Tal hipétese foi reforcada com a descoberta dos primeiros farmacos
com efeitos antidepressivos, a imipramina, descoberta durante a pesquisa de novos
compostos anti-histaminicos e a iproniazida, utilizada no tratamento da tuberculose
(Delay, Laine e Buisson, 1952; Kuhn, 1958; Pereira; Hiroaki-Sato, 2018).

Segundo Kuhn (1958), em 1957, foi comprovado pela primeira vez que o um
dos mecanismos de agdo da imipramina € inibir a recaptagdo de serotonina e
norepinefrina. Nesse sentido, a imipramina configura-se como o primeiro
antidepressivo descoberto, classificado como um antidepressivo triciclico (TCA)
(Hamon; Blier, 2013). No mesmo ano, descobriu-se que a iproniazida era eficaz em
produzir efeitos antidepressivos porque seu mecanismo de acido € a inibicido da
monoamina oxidase (MAO), enzima responsavel pela degradacédo das monoaminas
serotonina, norepinefrina e dopamina (Crane, 1957; Lépez-Munoz; Alamo, 2009;
Hamon; Blier, 2013). Porém, a eficacia desses medicamentos nao atinge 100% dos
pacientes com TDM. Além disso, promovem o aumento imediato dessas monoaminas,
porém seu efeito terapéutico ocorre somente algumas semanas depois da sua
administracao (Krishnan, Nestler, 2008; Ruhé, Mason, Schene, 2007).

Portanto, o aumento dessas monoaminas antecede a remiss&o dos sintomas
da depressao. Embora esta teoria apresente esta limitagdo, continua sendo a principal
base tedrica a sustentar a acdo dos antidepressivos disponiveis, os quais foram
desenvolvidos para aumentar a transmissdao das monoaminas (Willner, Scheel-

Kruger, Belzung, 2013).
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Figura 2: Teoria Monoaminérgica da Depressao
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Teoria monoaminérgica da depresséao: (A) No cérebro em individuo sem diagnostico de depresséo, as
monoaminas (em verde) sao liberadas na fenda sinaptica ativando os receptores pés-sinapticos, essa
neurotransmissao € terminada quando ocorre a recaptagdo do neurotransmissor no neurénio pré-
sinaptico. (B) Em um quadro de depressao, ocorre a diminuigdo da quantidade de monoaminas na
fenda sinaptica, acarretando o transtorno de humor. (C) O tratamento com inibidores da recaptacéo de
monoaminas (em verde) aumenta a quantidade de monoaminas na fenda sinaptica, ativando os
receptores pos-sinapticos e possibilitando uma reversao dos sintomas de depressao. Fonte: Da Autora,
2023

1.1.1.2 Teoria Glutamatérgica

A hipotese glutamatérgica postula que no TDM ocorre uma estimulagéo
excessiva do sistema glutamatérgico, causando excitotoxicidade. O glutamato € um
dos principais neurotransmissores excitatérios do sistema nervoso central (SNC) dos
mamiferos. E liberado dos neurdnios pré-sinapticos, podendo interagir com
os receptores de glutamato pds-sinapticos. Tem como fungbes a proliferagao,
migragao, diferenciagao e sobrevivéncia neuronal, bem como a formacéo e maturagao
de sinapses (Hashimoto, 2009; Tomasetti et al., 2019; Sanacora; Treccani; Popoli,
2012). Portanto o sistema glutamatérgico é essencial para muitos processos, incluindo
a regulacdo do humor, aprendizagem e memoria (Hillhouse; Porter, 2015).

O glutamato é sintetizado nos neurbnios pré-sinapticos pela enzima
glutaminase, a qual promove a desaminagao da glutamina. Contudo o glutamato
também pode sintetizado a partir do a-cetoglutarato, através de uma reagao catalisada
pela enzima glutamato-desidrogenase. Posteriormente, o glutamato é armazenado

nas vesiculas sinapticas através dos transportadores vesiculares de glutamato,
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podendo ser liberado por exocitose, de maneira dependente de potencial de acéo
(Zhou; Danbolt, 2014; Niciu; Kelmendi; Sanacora, 2012). Desta maneira, o glutamato
liberado na fenda sinaptica pode interagir com receptores de membrana que se
dividem em dois grupos: os receptores de glutamato ionotropicos (iGLU), a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazole-propionato (AMPA), N-metil-D-aspartato (NMDA) e
cainato), que quando sdo ativados permitem a entrada de ions catibnicos (ions de
calcio e sdédio) para o interior do neurbnio pos-sinaptico e os receptores
metabotropicos (mMGLU) que incluem os receptores glutamatérgicos acoplados a
proteina G estimulatéria ou inibitoria (figura 3) (Karakas, Regan e Furukawa, 2015;
Reiner; Levitz, 2018).

ApoOs sua liberagdo na fenda sinaptica o glutamato pode ser captado por
transportadores de aminoacido do tipo 1 e 2 (EAAT1 e EAAT2) que estdo presentes
nos astrocitos (Hackett e Ueda, 2015; Armada-Moreira et al., 2020). Para que a
glutamina seja utilizada pelos neurdnios novamente vai depender do efluxo desse
aminoacido dos astrécitos para o meio extracelular, e subsequente o influxo para o
interior do neurénio (Armada-Moreira et al., 2020). Logo em seguida a glutamina no
interior dos neurdnios é convertida em glutamato através da enzima glutaminase, e o
glutamato é estocado nas vesiculas sinapticas (Niciu; Kelmendi; Sanacora, 2012;
Hillhouse e Porter, 2015). Apds a liberagdao de glutamato e sua interagdo com
receptores pos-sinapticos, este é recaptado principalmente por astrécitos, o que é
importante para as sinapses, pois 0 excesso de glutamato pode levar a toxicidade e
morte neural (excitotoxicidade glutamatérgica) (Popoli et al., 2011). Isso ocorre
quando ha elevado influxo de calcio pelos receptores que compdem o sistema, em
destaque para os receptores de NMDA (Murrough; Abdallah; Mathew, 2017). O
excesso de glutamato na fenda sinaptica pode propiciar muitos eventos que diminuem
a viabilidade celular, como um grande influxo de ions calcio, a liberacdo de 6xido
nitrico, o aumento da formacado de espécies reativas de oxigénio e ativacao de
proteases (caspases) e cinases (Lau e Tymianski, 2010).

De fato, o glutamato esta envolvido na neurogénese, na sinaptogénese e na
sobrevivéncia neuronal do cérebro de mamiferos adultos, e na resposta ao estresse.
Quando em condi¢des de estresse metabdlico e/ou oxidativo, pode ocorrer um
aumento na liberagao de glutamato e a ativagdo excessiva dos seus receptores. Deste
modo a disfungdo no sistema glutamatérgico compromete a neurogénese e a

sinaptogénese devido a excitotoxicidade, consequentemente ocorre a atrofia
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neuronal. Essas alteragbes neuroquimicas associadas a excitotoxicidade
glutamatérgica estdo envolvidas na neurobiologia da depressao (Hashimoto, 2009;
Thompson, 2015).

Figura 3: Neurotransmissao Glutamatérgica
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O glutamato é liberado na fenda sinaptica e liga-se em receptores metabotrépicos (MGLUR) ou
ionotrépicos (NMDA, AMPA ou cainato) no neurdnio pds-sinaptico. A agcao desse neurotransmissor
termina quando sua concentragdo na fenda sinaptica é diminuida por captagéo pelos transportadores
presentes nas células gliais € nos neurdnios pré e pés-sinapticos. Abreviaturas: AMPAR, receptor alfa-
amino-3- hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico; KAR, receptor cainato; NMDAR, receptor N-metil-D-
aspartato; mGLUR, receptores glutamatérgicos metabotropicos. Fonte: Da Autora, 2023 adaptado de
Neis, 2017.

1.1.2 Depressao e Estresse Oxidativo

O equilibrio entre fatores oxidantes e antioxidantes no organismo é importante
para manutencao da homeostase. O estresse oxidativo € um desequilibrio entre as
defesas antioxidantes e as espécies reativas e oxigénio e nitrogénio (EROs/ERNSs), e
a habilidade da célula de se defender contra esses compostos. Os EROS/ERNs sao
geralmente formados durante o transporte de elétrons e algumas reacgdes
enzimaticas, auto-oxidagao de algumas moléculas, resultando no perfil pré-oxidante

prejudicial ao organismo, levando a danos no DNA, oxidagao de lipidios e proteinas
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e até a morte celular (Sies, 2015; Halliwell & Gutteridge, 2007; Circu; Aw, 2010; Black
et al., 2015; Maurya et al., 2016; Yang; Chen; Shi, 2019). As principais EROs sao: o
radical anion superéxido (O2+ ), o peréxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila
(OH*), e as principais ERNs sao o 6xido nitrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO) (Aprioku,
2013).

Os radicais livres sédo produtos decorrente do desequilibrio redox endégeno,
que podem causar o estresse oxidativo. As ERO podem causar a oxidagao de lipidios
de membrana, ou seja, a lipoperoxidagao, causando a disfungédo e destruicdo das
membranas celulares. O grau de peroxidagéo dos fosfolipidios pode ser determinado
pelas concentragbes de malondialdeido (MDA) através do método das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (Martinc; Grabnar; Vovk, 2014). Estudos tém
evidenciado o aumento dos niveis de MDA em pacientes com depressao crdnica, apos
um unico episodio de depressio e até mesmo em pacientes com transtorno bipolar
durante a fase da depressao (Andreazza, et al., 2008; Rybka et al., 2013).

Os EROS e ERNs também estdo envolvidos na produgcdo de energia,
regulacdo do crescimento celular, sinalizac&o intracelular e sintese de substancias
bioldgicas importantes para o nosso organismo (Anschau; laguer, 2011). Deste modo,
a producao excessiva de EROS/ERNs ou a diminuicdo de atividade antioxidante
podem contribuir para diversas patologias que acometem o sistema nervoso central
(SNC), como: TDM, transtornos de ansiedade, doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson, autismo e epilepsias (Smaga et al., 2015; Liguori et al., 2018). Isso ocorre
porque o SNC é muito sensivel ao estresse oxidativo, pois possui um elevado teor de
lipidios e uma alta demanda no consumo de oxigénio (Moniczewski et al., 2015). Os
danos no organismo em condi¢gdes de estresse oxidativo sdo muitos, um deles € a
inducdo de respostas inflamatérias (Zhang; Rong; Li, 2019). Para manter os niveis
adequados na produgédo de radicais livres, existem os sistemas de defesa enddégeno
envolvendo enzimas antioxidantes e antioxidantes n&o enzimaticos no ceérebro
(Mazzetti et al., 2015).

Os antioxidantes podem neutralizar os radicais livres produzidos pelo
metabolismo celular ou por fontes exdgenas, evitando os efeitos toxicos. Existem
muitas substancias naturais que possuem como fungao a atividade antioxidante, como
a vitamina D3 e o zinco provenientes de fonte exdgena, esses sao utilizados para
diminuir ou neutralizar os radicais livres. As principais enzimas antioxidantes do

organismo sdo a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa
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peroxidase (GPx). A glutationa (GSH), vitamina A, vitamina E, vitamina D e zinco sao
alguns compostos que fazem parte da defesa antioxidante n&o enzimatica,
neutralizando os radicais livres, protegendo o organismo dos agentes oxidantes
maléficos (Martins et al., 2021; Bianchi; Antunes, 1999; Tiwari, 2011).

A glutationa é um tripeptideo formado pelos aminiacidos glutamato, cisteina e
glicina (yglutamil-cisteinil-glicina), estando presente no organismo na forma reduzida
(GSH) e oxidada (GSSG). A concentragdo total de GSH no cérebro é
aproximadamente 2 mM, sendo que a maior parte esta na forma reduzida e apenas
algo em torno de 1 % esta na forma oxidada (Cooper et al., 1980). A GSH tem um
importante papel no processo de defesa antioxidante celular, atuando na detoxificagao
de EROs, uma vez que a GSH reage de forma nao-enzimatica com EROs e também
atua como um doador de elétrons para reduzir os perdxidos na reagao catalisada pela
GPx (Martinc; Grabnar; Vovk, 2014; Bates, 2023). A GSH tem sido um dos
antioxidantes mais estudados nos transtornos depressivos, pois alguns estudos
clinicos mostraram que mulheres com depressao apresentavam niveis diminuidos de
GSH no sangue e aumento da atividade da GPx quando comparadas com mulheres
sem a doenga (Kodydkova, et al., 2009, Ozca, et al., 2004). Além disso, a
administracdo de GSH produz efeito tipo antidepressivo em camundongos (Rosa et
al, 2013; Dafré et al., 2020).

Muitos estudos tém mostrado a relagdo entre a inflamacao e o estresse
oxidativo no TDM, isso porque em estado de estresse oxidativo excessivo ocorre a
ativagdo dos macréfagos do sistema nervoso central, ativagcdo da micrdglia e a
disfuncdo do eixo-hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), aumenta o cortisol,
prejudicando a plasticidade sinaptica (Casseb, et al., 2019; Price, et al., 2018).
Portanto no TDM ocorre a liberacao de citocinas inflamatérias que desencadeiam
alteragdes comportamentais, neuroenddérinas e neuroquimicas (Lindqvist, et al., 2107;
Maes, 1999; Schiepers, et al., 2005).

1.1.3 Oxido Nitrico (NO) e a Desregulagio da Via L-Arginina-Oxido Nitrico

Descoberto por Jan B. Helmont no século XVII, e por muitos anos estudado por
Joseph Priestley, o Oxido Nitrico (NO) foi considerado um poluente (Chatkin, 2000).
Inicialmente, seu envolvimento no organismo humano, foi descrito pela primeira vez

pois o endotélio da aorta liberava substancias que intervinham para a dilatacéo
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produzida pela acetilcolina (ACh), essa substancia foi chamada de relaxamento
dependente do endotélio (EDRF), posteriormente chamada de NO (Furchgott;
Zawadzki, 1980; Epstein; Moncada; Higgs, 1993).

O NO foi classificado como um radical livre e gasoso na temperatura ambiente,
inorganico, incolor, com cinco elétrons no nitrogénio e seis no oxigénio, sendo um
desses elétrons desemparelhado, altamente reativo devido a presenca de radical livre.
O NO tem uma meia vida curta, sendo convertido a nitrito e nitrato (Bredt, Snyder,
1992).

Ja na década de 80 apareceram os primeiros relatos destacando compostos
de 6xidos nitrogenados como produtos do metabolismo dos mamiferos, ressaltando a
importancia na descoberta do NO produzido endogenamente (Ignarro, 1989; Palmer;
Ferrige; Moncada, 1987). Com o passar dos anos os estudos com essa molécula se
amplificaram evidenciando a producao de NO apés a ativagao dos receptores NMDA
em neurdnios (Garthwaite et al., 1989).

O NO desempenha um papel importante como neuromodulador no SNC, pois
possui a capacidade de difusdo livre através das membranas celulares e,
diferentemente da maior parte dos neurotransmissores, ndo é armazenado nas
vesiculas sinapticas e, portanto, nao é liberado por processo de exocitose (Esplugues,
2002; Dhir & Kulkarni, 2011; Lind et al., 2017; Ghasemi; Claunch; Niu, 2019). Por outro
lado, o excesso de NO no cérebro prejudica a neurotransmissdo, plasticidade
sinaptica, regulagédo da expressao génica, modulagdo de comportamentos sexuais e
agressivos, aprendizagem e percepg¢ao da dor (Garthwaite, 2019). Dessa forma a
desregulacao da via L-arginina-6xido nitrico pode estar envolvida na fisiopatologia de
muitos transtornos neuropsiquiatricos tais como: esquizofrenia, transtornos de
ansiedade e TDM (Lind et al., 2017). Contudo a fungdo do NO na fisiopatologia do
TDM foi sugerida apés o uso de paroxetina, inibidor seletivo da recaptacéo de
serotonina (ISRS), que é capaz de atuar como inibidora da NOS (Finkel et al., 1996).
Outros estudos clinicos e pré-clinicos evidenciaram a relagdo do NO no TDM. Um
estudo de Lee e colaboradores (2006) relatou que pacientes com depresséo
apresentavam um aumento na producdo de NO. Ja nos estudos pré-clinicos em
modelos animais de depressao, substancias capazes de inibir a NOS ou a guanilato
ciclase soluvel promovem efeitos tipo-antidepressivos (Yildiz et al., 2000; Harkin et al.,
2003; Kaster et al., 2005).
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O NO ¢ sintetizado por um grupo de enzimas denominadas o6xido nitrico
sintases (NOS), sendo estas dependentes de Ca?*. A NOS utiliza a L-arginina como
substrato, convertendo-a em NO e L-citrulina (Guix et al., 2005). Um dos alvos
intracelulares do NO é a enzima guanilato ciclase soluvel (GCs), que converte
guanosina 5'-trifosfato (GTP) em guanosina 3’,5’-monofosfato ciclico (GMPc) (figura
4) (Moncada, 1994; Ghasemi; Claunch; Niu, 2019). Existem trés isoformas de NOS:
Oxido Nitrico Sintase Neuronal (nNOS ou NOS1), Oxido Nitrico Sintase Induzivel
(iNOS ou NOS2) e Oxido Nitrico Sintase Endotelial (eNOS ou NOS3), sendo essas
relacionadas com o desenvolvimento e diferenciacdo dos tecidos neuronais,
angiogénese e resposta inflamatéria (Knowles; Moncada, 1994).

A sintese do NO também esta envolvida na morte neuronal induzida por
glutamato (Strijbos, Leach, Garthwaite, 1996; Ghasemi; Claunch; Niu, 2019), sendo
relacionada ao estresse oxidativo em condigdes patoléogicas como isquemia e
doencgas neurodegenerativas (Guix et al., 2005; Shahani e Sawa, 2012). Portanto o
aumento nos niveis de GMPc ocasionado pela estimulagdo da enzima GCs (mediada
por NO) modula a atividade de alvos intracelulares como as proteinas cinases
dependentes de GMPc (PKG) assim como canais idnicos, levando a uma alteragao
na excitabilidade neural e propagacao de sinal pelo SNC através da abertura de canais
de potassio (K*) e consequente hiperpolarizacdo da membrana plasmatica do
neurdnio (Garthwaite e Boulton, 1995; Mackinnon, 2003; Ghasemi; Claunch; Niu,
2019).

Das trés isoformas, a iINOS ¢é a isoenzima envolvida em processos
inflamatodrios, levando a um aumento de NO, o qual participa de diversos mecanismos
de sinalizacao intracelular e na formagao de espécies reativas durante o estresse
oxidativo (Leonard et al., 1998). Contudo a iINOS €& uma enzima independente
de Ca?* -calmodulina que geralmente ndo é expressa em condigdes basais (Guix et
al., 2005; Ghasemi; Claunch; Niu, 2019), sua expressao € regulada apos a sintese de
estimulos imunolégicos ou inflamatdrios, como citocinas e endotoxinas bacterianas
(por exemplo, lipopolissacarideo) (Lyons et al., 1992; Ghasemi & Fatemi, 2014). Uma
vez que a expressao de iINOS é regulada principalmente por estimulos imunolégicos
ou inflamatdrios, a sintese de NO mediada por INOS também pode ser importante
para a fisiopatologia do TDM. Consistente com esta hipotese, a exposigcédo ao estresse
aumenta a expressdao de INOS no cérebro, e o tratamento sistémico com

aminoguanidina, um inibidor preferencial de iINOS, pode reduzir as consequéncias
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comportamentais do estresse (Madrigal et al., 2001; Olivenza et al., 2000; Gilhotra e
Dhingra, 2009; Ghasemi & Fatemi, 2014; Ghasemi; Claunch; Niu, 2019). Também foi
relatado em um modelo de depressdao induzida pelo estresse cronico leve, a
administracdo de aminoguanidina intra-hipocampal induziu um efeito antidepressivo
(Wang, An, Zhang, 2008). Além disso, estudos em humanos indicam que
polimorfismos no gene que codifica INOS podem ser um fator de risco para o

desenvolvimento de depresséo (Galecki et al., 2010).

Figura 4: Via da L-Arginina-NO
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A L-Arginina € usada como substrato para a NOS formar NO e L-Citrulina. O NO possui varios alvos
intracelulares e um deles é a agao sobre a guanilato ciclase soluvel (GCs). A desregulagéo dessa via
se da pelo aumento nos niveis de guanosina 3’-5° monofosfato ciclico (GMPc) ocasionado pela
estimulacdo da enzima guanilato ciclase soluvel mediada por NO, levando a uma alteracdo na
excitabilidade neuronal. Fonte: Da Autora, 2023 adaptado de BERTON & NESTLER, 2006.

1.3 PAPEL DO NO NA NEUROINFLAMAGCAO ASSOCIADA A DEPRESSAO

O sistema imunoldgico desempenha um papel importante na manutengao da
homeostase e na resposta a infeccbes e lesbes. Embora alguns estimulos

inflamatorios produzam efeitos benéficos como fagocitose, apoptose, inflamacao e
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reparagao tecidual, a inflamacdo crénica pode levar a producdo de fatores
neurotdxicos que podem exacerbar outras comorbidades (Byrne; Whittle; Allen, 2016;
Corps; Roth; Mcgavern, 2015; Miller; Raison, 2015)

A neuroinflamacao é caraterizada por um processo inflamatérios no SNC, que
gera um desequilibrio no sistema imune, levando a alteragdes bioquimicas, cognitivas
e estruturais associadas com o desenvolvimento do TDM, doenca de Alzheimer,
doenca de Parkinson, esquizofrenia, transtorno bipolar, autismo, esclerose lateral
amiotréfica e esclerose multipla (Young; Bruno; Pomara, 2014; Heppner; Ransohoff;
Becher, 2015; Joshi; Singh, 2018). Nestas doencgas ocorre um aumento dos niveis de
citocinas proé-inflamatérias: interleucina-1p (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), quimiocinas e EROs/ERNs (Miller, Maletic; Raison, 2009;
Uint et al., 2019).

As citocinas proé-inflamatérias podem induzir o TDM por varios mecanismos. O
primeiro mecanismo esta relacionado com a desregulagéo do eixo HPA e as citocinas
pré-inflamatérias promovem a ativagdo desse eixo (Kenis e Maes, 2002; O’brien,
Scott, Dinan, 2004). O segundo mecanismo esta associado as citocinas pro-
inflamatdrias que modulam a neurogénese hipocampal (Malberg et al., 2000). Portanto
essas citocinas podem inibir a neurogénese hipocampal (Marsland et al., 2008;
Campbell et al., 2004). Também foi proposto que a neuroinflamagdo pode ser
decorrente da ativagdo das vias de estresse oxidativo e nitrosativo (Maes, 2008),
acompanhada por neurodegeneracao e diminuicdo da neurogénese, ocasionando a
progressao dos sintomas de depressao (Zunszain; Hepgul; Pariante, 2013; Gardner;
Boles, 2011; Maes, 2011).

Embora o NO possa desempenhar um papel fundamental no cérebro, como a
neuromodulacdo e neurotransmissdo, sua super-expressao no estresse também
participa de processos patoldgicos, como neurodegeneracao e neuroinflamagao em
disfungdes cerebrais e transtornos psiquiatricos como o TDM e transtornos de
ansiedade (Chao, et al 1996, Oliveira, et al, 2016, Liu et al, 2017). Diante disso, a
INOS é expressa em uma variedade de tipos de células, sendo induzida em astrocitos
e microglia em resposta a citocinas pro-inflamatérias, como IL-1B, IFN-y e TNF-a e
componentes de patdégenos, como o LPS (Murphy, 2014). Uma vez expresso, a iINOS
produz niveis elevados de NO, o qual pode reagir com o superoxido e formar
peroxinitrito e em certas condicdes promover morte neuronal através dos mecanismos

que incluem a inibicdo da respiracdo mitocondrial e a liberagdo de glutamato dos
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neurdnios e da glia, resultando em excitotoxicidade (Bal-Price, Brown, 2001, Beheshti,
et al., 2020). A atividade da iINOS durante uma resposta inflamatéria é
predominantemente regulada no nivel transcricional, pds-transcricional e pos-
tradugdo (Kinugawa, et al., 1997; Park, Murphy, 1996). Os varios fatores de
transcricao, incluindo NF-kB, IRF-1, Stat-1a e Oct-1, induzidos ou ativados por LPS e
citocinas, agem sobre o promotor do gene iINOS para ativar sua transcricéo (Epstein,
Parrillo, 1993). Em um estudo no qual os comportamentos tipo-depressivo e tipo-
ansioso foram induzidos por LPS, a citocina IL-10 (citocina antiinflamatoria) estimulou
a funcao dos macrdéfagos e os estimulou a diminuir os niveis de TNF-a, IL-1, IL-6, IL-
8 e IFN-y, além de evitar a producao de espécies reativas de oxigénio e a producao
de NO, o que indica que estes compostos estdo associados com resposta ao
tratamento antidepressivo (Cunha, Moncada, Liew, 1992).

Evidéncias sugerem que a inibicdo da iNOS pode amenizar o dano oxidativo e
a inflamacgao (Tabrizian, et al. 2016). Portanto diante desse fato o comportamento do
tipo-depressivo induzido por LPS e acompanhado de dano oxidativo e
neuroinflamacao dos tecidos cerebrais, pode estar associado a uma super- expressao
de NO decorrente de um aumento da atividade da iINOS (Beheshti, et al, 2020).
Corroborando esse achado, um estudo relatou que quando administrado
aminoguanidina houve a diminuic&o do nitrito nos tecidos corticais, o0 que indica que a
iINOS tem um efeito mediador no dano oxidativo do tecido cerebral acompanhado por
comportamentos de depresséao e ansiedade induzidos por LPS (Beheshti, et al, 2020).

Além de um aumento de NO estar envolvido na neuroinflamacgao, pode ocorrer
o aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica, o aumento da
concentragao de citocinas pro-inflamatdrias, a ativagao de células da glia e a invasao
de leucdcitos (Glass et al., 2010). O processo inflamatério no SNC envolve a micréglia
ativada e os astrdcitos servindo como fonte e alvo dos mediadores pro-inflamatérios
(Machado, et al, 2020). Como resposta inflamatéria para a desregulagao que afeta o
SNC a micréglia ativada e os astrocitos s&o a fonte dos mediadores inflamatérios que
geram radicais livres, danificando os alvos neuronais, aumentando as citocinas pro-
inflamatorias, especialmente no hipocampo (NO, TNF-a e IL-1B) (Liu & Hong, 2003;
Krause & Miiller, 2010; Czapski, Gajkowska, Strosznajder., 2010).

No cérebro, a ativacado das vias inflamatérias contribui para a liberagdo de

glutamato, para a redugédo da sua recaptacao e redugédo do suporte neurotréfico e
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também para o estresse oxidativo, sendo que estas alteragdes levam a um aumento

da excitotoxicidade e perda de elementos gliais (Maes 2008; Quevedo; et al, 2019).

1.4 MODELO INFLAMATORIO DE DEPRESSAO INDUZIDO POR
LIPOPOLISSARIDEO (LPS)

O lipopolissacarideo é a endotoxina presente na parede das bactérias Gram-
negativas, envolvido na maioria dos fendmenos fisiopatoldgicos relacionados as
infeccbes por essas bactérias (Tuin et al.,, 2006, Bilbo & Schwarz, 2012).
Quimicamente, o LPS se divide em trés estruturas: o antigeno O, que € chamado
assim porque é um receptor de reconhecimento para o hospedeiro ou para a resposta
imunitaria humana, sendo constituido por uma sequéncia repetitiva de glicanos, o
nucleo composto por um oligossacarideo e por fim o lipidio A, sendo esta molécula
responsavel pela aderéncia do LPS a parede celular e pelos efeitos téxicos e
inflamatorios (figura 5) (Steimle; Autenrieth; Frick, 2016). Considerado o principal fator
de viruléncia das bactérias gram-negativas, o LPS determina efeitos bioldgicos
resultando na amplificacdo das reacgdes inflamatodrias (Kelley & Dantzer, 2011). O LPS
induz os macréfagos a secretarem as citocinas proé-inflamatérias como IL-183, IL-6 e
TNFa, além disso induz a secre¢ao de NO, interferons, fator ativador de plaquetas
(PAF), prostaglandinas e a expressao do IBA-1 (Christiansen et al., 2011, Zhu et al.,
2017; Zheng et al., 2021).

Figura 5: Estrutura do LPS
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O LPS é o componente externo da membrana de bactérias gram negativas, sendo composto por trés
estruturas: o antigeno O, o nucleo e o lipidio A. Fonte: Da Autora, 2023 adaptado de Steimle; Autenrieth;
Frick, 2016
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O LPS se liga a proteina de ligacao ao LPS (LBP) e interage com o CD14 (um
receptor de LPS de alta afinidade). O receptor Toll-like 4 (TLR4) em conjunto com a
pequena proteina extracelular MD-2 ira interagir com o complexo CD14-LPS, ativando
cascata de sinalizagao intracelular por meio de adaptadores que incluem IRAK e
MyD88, que por sua vez ativam a molécula TRAFG6, ativando as vias de sinalizacao
da proteina cinase ativada por mitégeno (MAPK) e a via do fator nuclear NF-kB. Essas
vias convergem para ativar a transcrigdo da NOS2. Por outro lado, o inteferon Y (IFN-
Y) ira interagir com o receptor de interferon 1 (IFNR1) e o complexo IFNR2 ativa as
cinases da familia Jak e transdutores de sinal e ativadores das vias de transcricao
(STAT), levando assim a expressao da enzima iNOS. Essa enzima é responsavel pela
conversdo de L-arginina em NO e L-citrulina, o que leva a um excesso de NO e
consequentemente ao estresse nitrosativo (figura 6) (Lowenstein & Padalko, 2004; Lin
et al., 2015).

O TDM vem sendo associado a desregulagao do processo inflamatdrio, pois
ocorre 0 aumento dos niveis de marcadores inflamatérios como IL-6, PCR, TNF e IL-
18 (Dantzer, 2008, Almeida, et al., 2020). Diante disso o comportamento tipo-
depressivo em animais pode ser induzido como uma resposta ao estimulo inflamatério
periférico de fase aguda (Dantzer et al., 2008; Bay-Richter et al., 2011). Essa infecg¢ao
bacteriana pode levar a neuroinflamagao através da ativagao do estresse oxidativo,
nitrosativo e da ativagao de redes de citocinas (Leonard & Maes, 2012), e dessa forma
o LPS vem sendo utilizado como modelo para inducdo da neuroinflamacado. Esta
endotoxina pode ser reconhecida pelo sistema imune dos mamiferos, sendo
considerado um padrao molecular associado a agentes patogénicos (PAMP) (Netea
et al., 2002, Zhang & Ghosh, 2000). Portanto, alguns estudos evidenciaram que a
administracdo de LPS por via intracerebral ou sistemicamente pode desencadear
alteragdes de comportamento do tipo depressivo (Dantzer, 2008, Leonard & Maes,
2012 Thibeault, Laflamme, Rivest,2001; Rivest et al., 2003).

Estudos ja evidenciam a eficiéncia do zinco em inibir o estresse oxidativo e a
inflamacgéo gerada pela administragao de LPS (Hongxia, et al. 2019). Em outro estudo
o tratamento com LPS diminuiu o peso corporal dos ratos, diminuiu a locomocgao e, as
frequéncias de respostas de levantar (rearings) e aumentou o tempo de imobilidade
no campo aberto, além de aumentar os niveis plasmaticos de IFN-gama e a expressao
de GFAP de astrdcitos nos cérebros de ratos. Apos o tratamento com zinco (3 dias

consecutivos) foi evitada a perda de peso e a maioria das alteragdes comportamentais
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relacionados ao comportamento doentio e comportamento tipo-depressivo induzidos
por LPS e também preveniu o aumento dos niveis plasmaticos de IFN-gama e a
astrogliose (GFAP) (Kirsten, et al., 2020).

Ja em relagéo a vitamina D, He et al. (2019) utilizaram a vitamina D2 como um
pré-tratamento a fim de aliviar os efeitos causados pela administragdo de uma dose
unica de LPS. Como resultado, verificaram que esta vitamina pode regular o processo
de neuroinflamagédo mediado pela microglia e a atividade local do sistema renina-
angiotensina exercendo seu efeito antidepressivo, mostrando seu potencial efeito no

tratamento de sintomas depressivos induzidos por inflamacao sistémica.

Figura 6: Ativagdo da via de sinalizagdo por LPS que converge para iniciar a

expressao de NO

O LPS fornece estimulos extracelulares que podem ativar vias de sinalizacao distintas que convergem
para iniciar a expressao de NOS2. Fonte: Da autora, 2023, adaptado de Lowenstein, Padalko, 2004.

1.5 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

Os farmacos para o tratamento do TDM estéo disponiveis no mercado ha mais
de 50 anos, sendo eles os antidepressivos ftriciclicos e inibidores da enzima
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monoamina oxidase, os inibidores seletivos de recaptagcédo de serotonina (ISRS), os
inibidores duplos de recaptagao de serotonina e noradrenalina (ISRSN) e os que tem
a capacidade de modular o ritmo circadiano e o sistema melatoninérgico, sendo esse
um dos tratamentos mais recentes disponiveis para este transtorno (Frazer, 2000;
Berton e Nestler, 2006; Chen e Skolnick, 2007; Leistedt e Linkowski, 2013).

O tratamento para o TDM é eficaz em cerca de 30% dos pacientes, sendo que
a maioria ira precisar em dado momento substituir a medicagdo ou até mesmo fazer
uma combinacdo de farmacos para obter uma resposta terapéutica efetiva, porém
esses farmacos necessitam de um tempo de laténcia para obtengdo da melhora
clinica (entre 3-5 semanas) (Murrough, Lapidus, Soleimani, 2013; Zarate et al., 2013).
Apesar dos inumeros farmacos disponiveis para tratamento da depressao, existe um
numero consideravel de pacientes refratarios a terapéutica que permanecem com
sintomas residuais incapacitantes (Anderson et al., 2000; Holtzheimer e Nemeroff,
2006). Contudo cerca de 30 a 50% dos pacientes apresentam remissao completa dos
sintomas utilizando associacdo dos antidepressivos com a suplementacdo de
nutracéuticos, tais como vitaminas e minerais (Berton e Nestler, 2006; Zarate et al.,
2013; Wright, Eiland, Lorenz, 2013).

1.7 VITAMINA D

A vitamina D é uma substancia lipossoluvel que quando ingerida na quantidade
correta e necessaria ou produzida endogenamente, previne o0 raquitismo e
osteomalacia. Além de desempenhar um papel importante na homeostase do calcio e
do fosfato, desempenha inumeros efeitos bioldgicos, auxilia também na funcéo
neuromuscular, regula a expresséo e diferenciagao celular e o sistema imunoldgico
(Casseb et al, 2019; Focker et al., 2018; Hernandez-Viadel, 2021). Estudos sugerem
que a deficiéncia de vitamina D pode estar associada ao aparecimento de doencas
neurodegenerativas, como esclerose multipla, Doenga de Alzheimer e Doenga de
Parkinson (Wu et al., 2016), além de transtornos psiquiatricos como depressao e a 0s
transtornos de ansiedade (Kouba et al., 2022).

A vitamina D é dividida 2 tipos: vitamina D2 (ergocalciferol), que é a forma
encontrada em alimentos de origem vegetal e a vitamina D3 (colecalciferol) obtida por
meio da ingest&o de alimentos tais como ovos, peixes gordurosos como salmao, atum,

cavala e frutos do mar (a ingestdo nao supre as necessidades fisiologicas), além de
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ser obtida através da produgao enddégena por meio da fotélise do 7- dehidrocolesterol
(7-DHC) apds exposicao solar a radiagao ultravioleta B (UVB) na pele (Andriolli, 2018;
Harrison et al., 2020; Jiang et al., 2020).

A sintese enddgena de vitamina D3 inicia a partir da exposi¢cdo da pele aos
raios UVB, sendo que o 7-DHC (pré-vitamina D3) presente na pele sofre uma
conversao quimica que da origem ao pré-colecalciferol D3 (pré-vitamina D), o qual
transforma-se em colecalciferol (vitamina D3), que € transportado pela corrente
sanguinea ligado a proteina ligadora da vitamina D (DBP) até o figado. No figado as
vitaminas D2 e D3 sofrem hidroxilagdo no carbono 25, pela acdo da enzima
microssomal da superfamilia do citocromo P450 (CYP450) denominada CYP2R1,
dando origem a 25-hidroxi-vitamina D ou calcidiol (25(OH)D3) e, no caso de ingestéao
de ergocalciferol, forma a 25-hidroxi-vitamina D2 (25(OH)D2). Estes compostos
podem ainda sofrer uma nova hidroxilagdo no rim, onde a 25-hidroxivitamina D
(25(OH)D) ¢é convertida, pela enzima 25-hidroxivitamina D 1-alfa-hidroxilase
(CYP27B1) em 1,25-diidroxivitamina D [1,25(OH),D3] ou calcitriol que é a molécula
metabolicamente ativa. Contudo, outra hidroxilagdo nos rins pode acontecer através
da acdo enzimatica da 24-hidroxilase, convertendo a 25(OH)D em 24,25 di-
hidroxivitamina D (24,25(0OH)2D), um metabdlito biologicamente inativo. Esse
processo é importante pois mantém os niveis adequados de vitamina D no organismo,
estabelecendo niveis nao toxicos da 1,25(0OH)2D (figura 7) (Andriollo, 2018; Jiang et
al., 2020; Remelli et al., 2019).
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Figura 7: Sintese de vitamina D3
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Figura 7: Sintese da vitamina D. A vitamina D pode ser obtida de duas maneiras: 1) a primeira delas é
de forma enddgena através da pele (vitamina D3 ou Colecalciferol), 2) a segunda é pela obtengao
através da dieta (vitamina D2 ou ergocalciferol ou D3 ou colecalciferol). 3) A vitamina D originaria da
dieta é absorvida no intestino delgado e agregada aos quilomicrons, que a conduzem pela circulagdo
linfatica. Na circulagéo, a vitamina D2 ou D3 é transportada por DBP ou pela albumina. 4) Ja a vitamina
D proveniente dos raios UVB atinge a circulagdo e é conduzida por DBP ou pela albumina. 5) Apos
essa etapa se da o mesmo processo para as duas formas. Tanto a vitamina proveniente da dieta quanto
a obtida pelos raios UVB, sdo carregadas para o figado, onde ird ocorrer a primeira hidroxilagdo no
carbono 25 pela enzima CYP2R, formando 25(OH)D (calcidiol). 6) Esse produto & transportado por
DBP para os rins, onde ira ocorrer a segunda hidroxilagcao, catalisada pela enzima CYP27B1, que
resultara em 1,25(OH)D (calcitriol), forma ativa da vitamina D, que pode realizar diferentes fungdes
biolégicas. Fonte: Da autora, 2023, adaptado de Casseb, et al., 2019.

No SNC as atividades funcionais da [25(OH)D3] estdo em evidencia, pois este
composto pode sofrer conversao pela acdo da enzima 1a-hidroxilase na sua forma
ativa a partir de seu precursor [25(0OH)D3], sugerindo um mecanismo alternativo de
manutengao das atividades de [25(OH)D3] no encéfalo (Zehnder e Hewison,1999).
Além disso, os receptores de vitamina D (VDR) sdo encontrados tanto em neurénios
como em células gliais (Casseb et al., 2019). Portanto a presenga dos receptores
VDRs e da enzima 1a-hidroxilase nas regides encefalicas (hipocampo e cortex pré-
frontal) sugere um possivel papel para a vitamina D na regulacdo de diferentes
aspectos comportamentais, incluindo modulagdo do humor, ansiedade e cognicéo,
além de elevar a expressao génica responsavel por codificar a tirosina hidroxilase,

uma enzima precursora da dopamina e da norepinefrina. Além disso, a 25(OH)D
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fornece consideravel protegao contra a redugédo dos neurotransmissores dopamina e
norepinefrina frente a intoxicagdo por metanfetamina (Porto; Silva; Sougey, 2019;
Eyles et al., 2014).

Alguns pesquisadores, como Schaad et al. (2019) afirmam que a vitamina D &
um otimo aliado para diminuir sintomas da depressao, visto que esse horménio
apresenta propriedades neuroproteras e baixos niveis plasmaticos desta vitamina
podem prejudicar a sintese de dopamina e serotonina. Uma revisao sistematica e
metanalise publicada por Sppending (2014) mostrou que a suplementagéo de vitamina
D superior a 800 Ul/dia estava associada a melhora nos sintomas de depressao
naqueles estudos nos quais houve uma melhora nos niveis de vitamina D.

Em outro estudo Kaviani et al. (2020) mostraram que a suplementagédo dessa
vitamina, aumenta de forma expressiva as concentragdes séricas de 25(OH)vitamina
D em pacientes com depressao leve e moderada, onde houve efeitos benéficos na
melhora dos sintomas depressivos. Ja os altos niveis séricos de 25(0OH) vitamina D
contribuem com a diminuicdo dos sintomas depressivos no estudo transversal com
615 jovens adultos e, mesmo apos o controle para idade, indice de massa corporal
(IMC), sexo e tempo gasto ao ar livre, continuou com resultados significativos (Polak
et al.,, 2014). Em outro estudo clinico, esta relagdao entre niveis séricos de
25(OH)vitamina D e sintomas depressivos realizado com 12.984 adultos de 30-75
anos que apresentavam niveis séricos de 25(0OH) vitamina D abaixo do percentil 20
(55 nmol/l) ou acima do percentil 75 (70 nmol/l) foi observado que os participantes que
estavam com nivel de 25(OH)vitamina D baixo no inicio do estudo tinham mais
sintomas de depressao do que participantes que estavam com altos niveis de 25(OH)
vitamina D (Kjaergaard et al. 2012).

Muitos estudos pré-clinicos mostram evidencias de que a vitamina D pode
auxiliar no tratamento da TDM. Estudos realizados por Camargo et al. (2018, 2020) e
Souza (2019) administraram corticosterona (20 mg/kg, vo) durante 21 dias e
colecalciferol (100, 300 e 1000 Ul/kg) ou fluoxetina (10 mg/kg), uma vez por dia
durante os ultimos 7 dias de tratamento com corticosterona e relatam que o tratamento
com corticosterona resultou em comportamento tipo-depressivo, enquanto o
colecalciferol (ja na dose de 100 Ul/kg) preveniu a ocorréncia de um comportamento
tipo-depressivo nos animais. Em um outro estudo no qual foi realizado o teste de

natacéo forcada e a administragao por via intraperitoneal de 1a-hidroxivitamina D3 (1
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Mg/kg ou 40 Ul/kg) houve redugao no tempo de imobilidade neste teste, sugerindo que
1a-hidroxivitamina D3 pode ter atividade tipo-antidepressiva (Kawaura, 2017).

Além de ter efeito antidepressivo, a vitamina D, também possui um papel
imunomodulador através de suas agdes antiinflamatoria e anti-autoimune (LEAL, et
al, 2020). Segundo Wimalawansa (2019), a vitamina D ameniza a inflamagéo e o
estresse oxidativo associado ao aumento de NF-kB, visto que a vitamina D suprime o
NF-kB reduzindo a inflamacéo e o estresse oxidativo. Os efeitos bioldgicos da vitamina
D no sistema nervoso também incluem a biossintese de fatores neurotroficos, a
inibicdo da sintese de INOS e aumento dos niveis de GSH, o que sugere que esse
horménio tem efeitos neuroprotetores, anti-inflamatério, antioxidante e
imunomodulador (Garcion et al., 2002; Casseb et al., 2019).

O estudo de Leal et al (2020) demonstrou o efeito periférico da vitamina D no
processo anti-inflamatorio, diante dos testes de edema de pata induzido por formalina
e carragenina em camundongos, onde os mecanismos de acado do VD3 estédo
relacionados a reducado TNF-a, e migracdo de leucdcitos para o foco inflamatério e
ativagao de células imunes. Além disso, também foi evidenciado neste mesmo estudo
que a vitamina D reduziu o estado inflamatério no cérebro dos camundongos,
diminuindo as expressoées de INOS e COX-2.

Segundo Dursun, Gezen-Ak, Yilmazer (2014) o tratamento com vitamina D
durante 24 e 48 horas causou uma diminui¢ao significativa na expresséo da iNOS, no
hipocampo e cértex pré-frontal de ratos. Ao diminuir a expressao cerebral de iINOS, a
vitamina D exerce um efeito antioxidante e uma diminuicdo do estresse oxidativo, o
que poderia explicar em parte seu efeito neuroprotetor (Lima et al., 2018).

No processo inflamatdério os neutréfilos migram para o local da inflamacgéo,
gerando mediadores quimicos (espécies reativas de oxigénio e TNF-a) (Morris,
2003). O papel do TNF-a na inflamacgao foi demonstrado pela agao antiinflamatéria de
drogas que bloqueiam sua atividade (Bradley, 2008). Desta forma o efeito
antiinflamatorio da vitamina D pode estar associado a sua capacidade de reduzir o
acumulo de células polimorfonucleares reduzindo a expressao do TNF-a no sitio
inflamatério (Lima, et al, 2020).

Além disso os niveis baixos de vitamina D estdo relacionados a marcadores
inflamatdrios aumentados, e associado a varias doencas inflamatérias, indicando que

a sinalizagdo mediada pela vitamina D modula muitas respostas inflamatérias que
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podem estar associados a deficiéncia cognitiva e a doengas neurodegenerativas, além

de transtornos psiquiatricos (Wobke, Sorg, Steinhilber, 2014).

1.8 ZINCO

O zinco (Zn?*), o segundo oligoelemento mais prevalente no corpo humano, é
essencial na atividade de mais de 300 enzimas e indispensavel em muitas vias
bioquimicas importantes para os mecanismos fisiologicos essenciais, como o
funcionamento das estruturas cerebrais e neurais, além da atuagdo como protetor
contra o estresse oxidativo e nitrosativo (Starowicz, 2019). A concentracdo mais alta
de zinco ocorre no hipocampo e na amigdala, onde atua como neuromodulador da
transmissdo sinaptica em receptores AMPA, NMDA, GABAérgicos e cainato
(Starowicz, 2019; Nakatani, et. al., 2021). O zinco atua sistemicamente, como cofator
em enzimas que participam de muitas rea¢gdes do metabolismo celular como: divisao
celular, sintese de DNA e RNA, defesa antioxidante, crescimento, desenvolvimento e
vias de sinalizagao celular (Takeda, 2000; Nakatani, et. al., 2021).

O zinco pode ser obtido através de uma dieta rica em alimentos de origem
animal como: frango, peixes (sardinha), ostras, mariscos, carnes vermelhas, figado,
miudos, ovos, e em alguns alimentos de origem vegetal como: nozes, leguminosas,
castanhas, gergelim e linhaga, sendo que sua absorgdo ocorre no trato gastro-
intestinal mais precisamente no intestino delgado na regido do duodeno e nos
primeiros segmentos do jejuno (Salgueiro et al, 2000; Tapiero e Tew, 2003; Souza, et
al.,, 2021). A albumina é a proteina sérica responsavel pelo transporte desse
micronutriente. Como o corpo humano ndo possui uma reserva especializada de

zinco, é crucial garantir uma ingestao diaria adequada desse metal (Feijo, 2019).
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Figura 8: Metabolismo e 0 mecanismo de absorg¢do do zinco: O zinco proveniente da alimentagéo é
absorvido no intestino delgado, em seguida é transportado ligado a albumina (predominantemente) na
via de circulagao porta para o figado para ser redistribuido aos diversos tecidos. No sangue, o zinco é
encontrado nos eritrécitos (80%) e nos leucécitos. As vias de excregao sao fezes e urina, descamacéao

da pele, cabelo, sémen e menstruagao. Fonte: Da autora, 2023, adaptado de Mazzucchetti, Cardoso
[S.D]

Uma dieta deficiente de zinco pode provocar alteracbes cerebrais que estao
envolvidas na depresséo, podemos citar: diminuigdo nos niveis de glutamato, GABA
e glutamina no hipocampo (Tamano et al.,, 2009) e um aumento de glutamato

extracelular hipocampal (apds estimulagdo com cloreto de potassio) e dos niveis
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séricos de corticosterona (Watanabe, et al. 2010), diminui¢do dos niveis de BNDF no
hipocampo e no cértex pré-frontal (Doboszewska, et al. 2015) e reduzida expressao
do receptor do BDNF, TrkB, no hipocampo (Mlyniec, et al. 2014).

No SNC, o zinco desempenha um papel importante nos processos fisiologicos
e patoldgicos, pois interage com receptores de neurotransmissores, apresentando
efeitos de acordo com sua concentragao, além de ter o efeito de longo alcance na
cognigao, estabilidade emocional e memoria (Frederickson, Koh, Bush, 2005; Li, et al,
2022). O zinco pode atuar como antagonista parcial de receptores glutamatérgicos do
subtipo NMDA (Sensi, Paoletti, Koh, 2011; Anderson et al., 2015). Um estudo mostrou
que vitimas de suicidio apresentaram uma diminuigdo na poténcia de zinco quanto a
sua agédo como antagonista do receptor de NMDA, contribuindo para a hiperatividade
desse receptor (Sowa-Kucma, et al., 2013).

Em relagao ao sistema monoaminérgico, o zinco pode exercer um efeito mais
expressivo no sistema serotoninérgico, pois quando ocorre a administracdo de
antagonistas de receptores serotonérgicos dos subtipos 5-HT1A e 5-HT2A/2C os
efeitos tipo-antidepressivo do zinco sdo prevenidos, o que sugere que uma modulagéo
do sistema serotoninérgico possa estar envolvida nos efeitos desse mineral
(Szewczyk, et al. 2009; Satata et al., 2016).

O zinco também tem a capacidade de se ligar em receptores préprios, 0s
GPR39, que sao receptores acoplados a proteina G, que medeiam a ativagao de
varias vias de sinalizacio intracelular, em destaque para a ativagcdo do fator de
transcricdo CREB, promovendo a regulacao positiva do BNDF (Mlyniec, et al. 2015).
Em estudos realizados com roedores alimentados com uma dieta deficiente de zinco,
ocorreu uma diminuicdo na expressdao do GRP39 cerebral, bem como do BDNF
(Mlyniec, et al. 2013; Mlyniec, et al. 2014). Em um outro estudo realizado em
camundongos genéticamente modificados que nao possuem o receptor GPR39 no
cérebro, foi observado um comportamento tipo-depressivo nestes animais, os quais
também nao foram sensiveis a administracdo de farmacos antidepressivos como a
imipramina, reboxetina e escitalopram, evidenciando que o receptor de zinco GPR39
€ importante para agao desses farmacos antidepressivos (Mlyniec, Gawel, Nowak,
2015).

Estudos também mostraram que a administracdo de zinco esta associada a um
aumento da expressao ou imunoconteudo do BDNF no cortex e no hipocampo de

roedores (Nowak, et al. 2004; Cieslik, et al. 2011). Confirmando a importancia do
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BNDF para o efeito antidepressivo do zinco, a inibigdo do receptor de BNDF (TrkB) foi
efetiva em abolir o efeito tipo-antidepressivo do zinco (Manosso, et al. 2017).

O zinco € um inibidor muito potente do receptor de NMDA e exerce efeito tipo-
antidepressivo no teste do nado forgado em ratos e camundongos (Kroczka et al.
2001; Szewczyk, et al. 2002). A acao do tipo-antidepressiva desse metal parece
depender da capacidade desse mineral em inibir receptores de glutamato do tipo
NMDA (Rosa, et al. 2003). O zinco também diminui a afinidade da glicina (co-agonista
do receptor de NMDA) nos receptores de NMDA no cértex pré-frontal (Cichy, et al.
2009), e confirmando sua importancia na modulacdo de neurotransmissao
glutamatérgica, o zinco possui a capacidade de aumentar o imunoconteudo de
transportadores de aminoacidos excitatorios (EAAC1 ou EAAT3) no hipocampo de
camundongos (Manosso, et al. 2016). Estes transportadores regulam a respostas dos
receptores extrasinapticos que contém receptores NMDA, e no hipocampo, podem
também modular as sinapses GABAérgicas por promover a sintese de GABA
(Underhill et al, 2019). A neurotransmissédo adenosinérgica pode também influenciar
a resposta do zinco, pois a ativacdo de receptores de adenosina A1 e A2A esta
envolvida no efeito tipo-antidepressivo exercido pelo zinco (Lobato, et al. 2008). Além
disso ele foi capaz de prevenir a reducdo na atividade das enzimas antioxidantes
glutationa redutase (hipocampo) e glutationa peroxidase (cortex cerebral) induzida
pela exposigdo ao organofosforado malation no cérebro de ratos, sendo este efeito
associado a reversdo do comportamento depressivo induzido pelo malation (Brocardo,
et al. 2007). Segundo Manosso et al. (2016) a ativagao da enzima antioxidante heme-
oxigenase 1 (HO-1) e/ou de seu fator de transcricdo Nrf2, parecem estar também
envolvidas com os efeitos antidepressivos do zinco.

A administracdo de zinco também potencializou o efeito de farmacos
antidepressivos em camundongos no teste da suspensao pela cauda (Cunha et al.,
2008). Esse mineral pode influenciar diversas vias de sinalizagéo intracelular,
colaborando assim para os efeitos antidepressivos. Estudos pré-clinicos mostram que
seu efeito antidepressivo depende de varios eventos moleculares: inibicdo da via da
L-arginina-o6xido nitrico (Rosa, et al. 2003), ativagao da via da mTOR e ativagao de
vias de sinalizagdo que culminam na ativagdo do CREB (incluindo CAMK-II, PKA,
PKC, MAPK/ERK e PI3K) e a inibicdo do glicogénio sintase cinase- 3 (GSK-38), que

na forma ativa inibie o CREB (Manosso, et al. 2015).
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Os estudos clinicos também demonstram uma relacdo entre o zinco e a
depressdao, em uma meta-andlise que avaliou 17 estudos, foi comprovada a
associacao entre o baixo nivel de zinco no sangue (sérico e plasmatico) com a
depressao (Swardfager, et al., 2013). Alguns estudos vém sugerindo que mulheres
sao mais susceptiveis ao desenvolvimento de comportamento depressivo quando
deficientes de zinco em relagdo aos homens (Nguyen, et al. 2019). Neste estudo
clinico foi evidenciado o efeito antidepressivo através da suplementagdo com zinco,
visto que seu baixo nivel sérico foi encontrado em pacientes que sofrem de depressao
quando comparado com um controle de pacientes deprimidos, além disso também
houve uma reducao no escore na escala de Hamilton de depressao quando se associa
a suplementacdo de zinco (25 mg/dia, de 6 a 12 semanas) com farmacos
antidepressivos convencionais (Nowak et al., 2003). Também tem sido evidenciado
uma melhora nos sintomas depressivos em pacientes com sobrepeso e obesidade
(sem diagnéstico de depresséao), os quais receberam suplementagdo com zinco por
12 semanas (Solati, et al. 2015).

O zinco é capaz de diminuir as EROs por atuar por varios mecanismos: inibe a
enzima NADPH oxidase, € necessario para a atividade da enzima antioxidante
superoéxido dismutase (que diminui os niveis do anion superédxido) e induz a expressao
de metalotioneinas que séo proteinas que promovem a redugao do radical hidroxila.
Desta forma, este metal pode prevenir danos oxidativos (PRASAD, 2009). Além
destes efeitos, o zinco tem ac&o anti-inflamatoria e regula o sistema imunolégico como
a resposta inflamatoria inata e adaptativa e a proliferacédo e diferenciacdo de células
imunolodgicas (Haase e Rink, 2014). A deficiéncia desse metal pode levar ao estresse
oxidativo, inducdo de apoptose e disfungao celular, diminuicdo da quimiotaxia e
fagocitose de neutrofilos e aumento dos niveis séricos de citocinas inflamatérias que
participam da fisiopatologia da depressao, como o TNF-a e a IL-6 (Jarosz et al., 2017;
Bao et al., 2010; Dowlati et al., 2010; Liu et al., 2011), porém estes efeitos podem ser
evitados com sua suplementacéo (Hongxia et al, 2019).

Em um estudo realizado por Hongxia et al. (2019) a suplementagdo com zinco
bloqueou a formagdo de EROs, e reduziu a expressao de citocinas inflamatorias
(TNFa e IL-6) e também a expresséo de INOS e COX2 induzidos por LPS em células
BV2. Estes dados sugerem que o zinco pode diminuir a neuroinflamagao induzida por
LPS, mostrando seu efeito neuroprotetor. Além disso o defeito da proteina A20, a qual

€ capaz de inibir a ativagdo do NF-kB, resulta em neuroinflamagéo (Guedes et al.,
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2014), e ao tratar as células BV2 com LPS na presenga de zinco ocorreu a indugao
da expressao da A20 inibindo a sinalizagdo de NF-kB, levando ao declinio dos niveis
de fosforilagcdo de p65 e IkB (Hongxia, et al, 2019).

Algumas evidencias sugerem que o NO derivado de iNOS esta envolvido na
homeostase do zinco, na indug¢ao de sua liberagao intracelular a partir de aglomerados
de enxofre e zinco (encontrado em proteinas como metalotioneina) e controle do
trafego de zinco nas células endoteliais protegendo as mesmas contra danos
mediados por H202 (Berendji, et al, 1997; Cortese-Krott, et al, 2014; Croix, et al, 2004,
Spahl, et al, 2003). Um estudo relatou que a atividade in vitro da INOS em macréfagos
ativados pode ser inibida em mais de 90% por zinco na concentragdo de 100 uM
(Stuehr e Griffith, 1992), ja nos queratindcitos, a suplementagéo de zinco diminuiu os
niveis da iINOS (Yamaoka, 2000). Confirmando esses achados Cortese-Krott et al.
(2014) demonstraram que o zinco limita a produgdo de NO em células endoteliais ao
inibir a expressao de iINOS dependente de NF-kB. Portanto, o zinco participa do
controle da sinalizacao de iINOS e contribui para a estabilizagdo do endotélio na

inflamacao, limitando assim as respostas mediadas por NF-kB.

1.9 ASSOCIACAO DA VITAMINA D E ZINCO

A intervencdo nutricional pode ser considerada uma grande aliada no
tratamento de muitas doencgas, inclusive na depressao, pois como a deficiéncia de
zinco e vitamina D podem induzir um comportamento tipo-depressivo, alguns estudos
tém mostrado resultados positivos para o uso do zinco e vitamina D na depressao,
porém, em geral, de forma isolada obtendo resultados positivos como mencionado
anteriormente (Yosaee, 2019).

O zinco é necessario para que o 1,25-dihidroxicolecalciferol exerca seus efeitos
bioldgicos. O VDR pode interagir especificamente com regides de dedos de zinco. Os
dedos de zinco conttm um ou dois ions e encontram-se em muitos fatores de
transcrigdo, incluindo os associados com o VDR (Amos e Razzaque, 2022). O estudo
realizado por Yu e colaboradores (2006) mostrou que ratos que receberam uma dieta
deficiente em zinco mostraram uma menor expressao na mucosa intestinal tanto da
proteina VDR quanto da proteina CaBP, quando comparado com os animais que
receberam a dieta adequada em zinco, indicando que a deficiéncia de zinco tem efeito

na expressao e fungdes do VDR. No estudo clinico realizado com mulheres na pos-
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menopausa, a suplementagdo de 8 semanas com zinco aumentou 0s niveis de
vitamina D (Vazquez-Lorente et al.,, 2021). Em um outro estudo realizado com
criancas e adolescentes houve uma associagao positiva entre os niveis séricos de
zinco e vitamina D, pois os niveis de vitamina aumentaram jutamento com os niveis
de zinco (Shams et al., 2016). Em um estudo que utilizou a dose de 2.000 Ul de
vitamina D e 30 mg de zinco por dia durante 12 semanas em 140 pacientes obesos
com sintomas depressivos leves e moderados, foi observada uma melhora nos
sintomas de depressao (Yosaee, 2020).

Outros estudos que utilizaram a co-suplementacado de zinco e vitamina D,
porém para outros fins, obtiveram resultados promissores no raquitismo (Worker,
Migicovsky, 1961), na disfuncdo erétil em pacientes idosos (Ahn, et al. 2019) e no
estimulo da formacgéo 6ssea, com propriedade osteoprotetora (Zofkova, Nemcikova,
Matucha, 2013).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2665944122000190?via%3Dihub#bib59
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2665944122000190?via%3Dihub#bib55

46

2 JUSTIFICATIVA

O TDM é um transtorno com alta prevaléncia no mundo, sendo um dos
principais problemas de saude publica. Existem hoje muitos tratamentos disponiveis
que sao seguros, porém nao sao o ideal, por possuirem limitagdes e efeitos colaterais,
além do fato de a grande maioria dos pacientes (30%) serem resistentes ao tratamento
convencional, o que coloca as taxas de remissdo dos sintomas depressivos em um
nivel insatisfatério (Otte et al., 2016)

No ambito do tratamento muitos estudos estdo em busca de terapéuticas
alternativas, principalmente com nutracéuticos como a vitamina D. A suplementagao
com essa vitamina pode produzir efeito do tipo-antidepressivo em alguns testes
comportamentais (Camargo et al, 2018, Casseb et al., 2019). O zinco também pode
ser citado como um bom aliado para a melhora dos sintomas da depresséao, pois ha
evidencias que indicam que o mesmo pode exercer efeito antidepressivo (Manosso,
2017; Yosaee et al., 2020).

Os benéficos da vitamina D e do zinco na depressdao sdo bem sugestivos,
porém a maioria dos estudos utilizam esses compostos de forma isolada. Em um
estudo recente os autores analisaram os efeitos da co-suplementagao de vitamina D
com zinco nos sintomas de depressdo em individuos obesos e obtiveram bons
resultados como a diminuicdo significativa na pontuagao do inventario de depressao
de Beck (Yosaee et al, 2020).

Evidéncias sugerem que a inibicao das fungdes pré-inflamatdrias da microglia
€ uma estratégia promissora para reduzir sintomas de depressao, e a vitamina D inibiu
a expressao de mRNAs, que codificam iNOS, IL-6 e IL-13, além de inibir também a
ativagao da cinase regulada por sinal extracelular (ERK) e a translocagao nuclear do
NF-kB induzidas por LPS. Isso indica que vitamina D pode inibir a produgao de varias
moléculas proé-inflamatérias na microglia, e a inibicdo da ativagcao de ERK esta pelo
menos parcialmente relacionada ao efeito antiinflamatorio desta vitamina (Dulla, et al.,
2016).

O zinco também se destacou por ter um papel importante na depressao
causada pela neuroinflamacdo. O zinco pode inibir as respostas inflamatérias em
células da microglia, além de aumentar os efeitos inibitérios da sinalizagédo da NF-kB
(Hongxia et al., 2019).
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Diante desses achados a utilizagao de vitamina D associada ao zinco pode vir
a ser uma alternativa promissora para o tratamento da depressdo associada a

neuroinflamacéo, além disso esses compostos séo de facil acesso.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito tipo-antidepressivo da colecalciferol e cloreto de zinco
isoladamente e em combinagdo em um modelo animal de depressao induzido por
LPS.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar se a administracdo de colecalciferol € capaz de prevenir o
comportamento tipo-depressivo induzido pela administracdo do LPS.

- Avaliar se a administracédo de cloreto de zinco € capaz de prevenir o
comportamento tipo depressivo induzido pela administragao do LPS.

- Avaliar se a administragdo combinada de colecalciferol e cloreto de zinco é
capaz de prevenir o comportamento tipo depressivo induzido pela administragao do
LPS.

- Investigar o efeito da administracdo de colecalciferol e cloreto de zinco
isoladamente e em combinagao sobre os niveis de NOx no cortex pré-frontal de
camundongos submetidos ao desafio do LPS.

- Analisar o efeito da administracdo de colecalciferol e cloreto de zinco
isoladamente e em combinagdo sobre o estresse oxidativo induzido pela
administracao de LPS na area cerebral cortex pré-frontal através da determinacao da
taxa de peroxidagéo lipidica (malondialdeido — MDA).

- Analisar o efeito da administracdo de colecalciferol e cloreto de zinco
isoladamente e em combinagdo sobre o estresse oxidativo induzido pela
administracdo de LPS na area cerebral cortex pré-frontal através da verificagdo dos

niveis de glutationa reduzida (GSH).



49

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS E ALOJAMENTO

Para este estudo foram utilizados camundongos Swiss fémeas (30-40 g) com
55-60 dias de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), SC- Florianopolis. Os animais foram mantidos no Biotério
Setorial do Departamento de Bioquimica, em ambiente controlado (20-22 + 2°C, 12h
ciclo claro/escuro, com luzes acesas as 7:00 a.m.), com comida e a agua ad libitium,
foram divididos em grupos de 8 animais por caixas (dimensédo 49x 34x 16 cm) de
polipropileno opaco branco com tampa de arame.

Para o inicio do experimento os animais foram colocadas na sala de
experimentagdo para aclimatagado 24 horas antes dos tratamentos, manipulagéo e
testes, que foram realizados entre as 8h e as 17h. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com o Guia do National Institute of Health para o cuidado e uso
de animais de laboratdrio e todos os experimentos foram realizados apds a aprovacao
do protocolo pelo Comité de Etica da UFSC (protocolo n® 9317190221, ID 001786).
Todos os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais e reduzir o

numero de animais utilizados.

4.2 TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS

Os tratamentos farmacolégicos foram feitos com veiculo por via oral (p.o.),
colecalciferol (1000 Ul/kg, p.o.), Cloreto de Zinco (ZnCl2) (10 mg/kg, p.o.) e LPS (0,5
mg/kg). Todos os farmacos foram obtidos da Sigma Chemical Co., St. Louis, USA,
exceto a colecalciferol que foi obtida comercialmente (Addera).

O ZnCl2 e o colecalciferol foram administrados por via oral (p.o.) e o LPS por
via intraperitoneal (i.p.). Os farmacos foram preparados antes de cada administracao:
o colecalciferol foi dissolvido em éleo de girassol, o ZnCl:2 foi diluido em agua destilada
e 0 LPS em salina (solugéo de cloreto de sddio a 0,9 g%). Todas as doses e momentos
de administracao foram escolhidos com base em estudos anteriores (Camargo et al.
2020; Manosso, 2016).
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4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para a determinacdo do efeito preventivo do colecalciferol, zinco ou do
colecalciferol e zinco sobre o comportamento tipo-depressivo induzido por LPS foram
utilizados 8 grupos, cada um constituido de 8 animais. (1) Controle com veiculo (6leo
de girassol) p.o. + salina i.p.; (2) Grupo tratado com colecalciferol p.o. + salina i.p.; (3)
Grupo tratado com Cloreto de Zinco p.o. + salina i.p.; (4) grupo tratado com Cloreto
de Zinco e com colecalciferol p.o + salina i.p.; (5) Grupo tratado com veiculo (6leo de
girassol) p.o. + LPS i.p; (6) Grupo tratado com colecalciferol p.o. + LPSi.p. +; (7) Grupo
tratado com Cloreto de Zinco p.o. + LPS i.p.; (8) Grupo tratado com do colecalciferol
+ Cloreto de Zinco p.o. + LPS i.p.

O tratamento preventivo consistiu em administrar os farmacos (colecalciferol e
Cloreto de zinco) por 7 dias consecutivos (entre 8h e 12h), apés 30min da
administracdo dos compostos foi administrado o LPS (dose unica), e apos 24h da
administracdo do LPS, os animais foram submetidos aos testes comportamentais (8°
dia), sendo eles: teste de suspensado pela cauda, teste de campo aberto e teste de
borrifagem de sacarose, com intervalo de 10 min entre os testes.

Ao final dos testes comportamentais, os animais foram eutanasiados
imediatamente por decapitacéo, e apds foi realizado a retirada do cortex pré-frontal

para a realizagao das avaliagdes bioquimicas.
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Figura 9: Protocolo Experimental
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A Figura 9 detalha o protocolo experimental do trabalho. A) Cronograma do experimento: tratamento
prévio de 7 dias com colecalciferol, cloreto de zinco, associagdo dos compostos e 6leo de girassol.
No dia 7, apos 30 minutos da ultima administragdo do tratamento, foi realizado a administragdo do
LPS (0,5 mg/kg, i.p.) ou salina (grupo controle). Apés 24h da admistracdo foram realizados os testes
comportamentais. B) Tratamentos; testes comportamentais e avaliagdo bioquimica Fonte: A Autora,
2023.

4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.4.1 Teste de Suspensao Pela Cauda (TSC)

O teste da suspensao pela cauda € um procedimento experimental utilizado
para avaliar a eficacia da atividade do tipo-antidepressiva de tratamentos com
farmacos em camundongos. O teste registra o tempo total de imobilidade de cada
animal de acordo com o método proposto por Steru et al. (1985).

Os camundongos foram visualmente isolados e suspensos pela cauda 50 cm
acima do chao com o auxilio de uma fita adesiva presa a 1cm a partir da ponta da
cauda. A imobilidade foi registrada durante 6 minutos, por um observador experiente.

Os camundongos foram considerados imoéveis quando ficavam completamente
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parados. A diminuicdo de tempo de imobilidade é considerada um efeito do tipo-

antidepressivo (Steru et al., 1985).

4.4.2 Teste do Campo Aberto (TCA)

Os mesmos animais que receberam tratamento farmacolégico e realizaram o
TSC foram submetidos ao TCA apds 10 minutos. Este teste ajuda a excluir a
possibilidade de que uma alteragao no tempo de imobilidade no TSC possa ser devido
a um estimulo locomotor. Porém este teste também serve também como um indicativo
do seu estado emocional, sendo que uma redugdo no tempo no centro do aparato
indica um comportamento de ansiedade do animal (Fraga et al., 2018).

O TCA foi realizado em uma caixa de madeira (40x60x50 cm), com o chao
dividido em 12 quadrantes iguais para assim avaliar a atividade locomotora do animal.
Para o teste o camundongo foi colocado no canto esquerdo da arena, e assim
autorizado a explorar com total liberdade a mesma. Foram critérios de avaliagéo o
tempo de atividade locomotora o numero total de cruzamentos no aparato (realizado
com as quatro patas) e como critérios de avaliagcdo de comportamento relacionado a
ansiedade o registro da laténcia e o tempo total dispendido no centro do campo aberto
(o aumento do tempo dispendido no centro é sugestivo de atividade ansiolitica).
Também foram registrados a laténcia e tempo total de auto-limpeza (indicativos de
comportamentos relacionados a ansiedade) (Colla et al., 2015; Fraga et al., 2018). Os
testes foram gravados utilizando uma camera de video digital (webcam Logitech HD
C525, CA, EUA) e analisados usando o ANYmaze video-tracking system (Stoelting
Co., Wood Dale, IL, EUA),

O teste foi realizado em uma sala com temperatura e luz controlada, e a cada

troca de animal o chao da caixa foi higienizado com etanol 10%.

4.4.3 Teste de Borrifagem de Sacarose (TBS)

O teste de borrifagem de sacarose consiste na borrifagdo de uma solugao
contendo sacarose a 10% (p/v) no dorso do animal dentro de uma caixa transparente
(9% 7 x 11 cm). Devido a viscosidade a solugao de sacarose, os camundongos iniciam
o comportamento de autolimpeza. Apds a aplicagao da sacarose, o tempo gasto até

o primeiro episddio de autolimpeza e o tempo total de autolimpeza foram registrados
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por 5 min, como um indice de autocuidado e comportamento motivacional,
considerando qualquer comportamento apatico como sintoma de depresséao (Willner,
2005; Moretti et al., 2012, Camargo et al, 2020). A cada troca de animal, o aparato foi

limpo com solugao de alcool a 10% para remover as pistas olfativas do animal anterior.

4.5 AVALIACAO BIOQUIMICA

4.5.1 Homogenato de Cortex Pré-frontal

Para os métodos de deteccdo de malondialdeido, produto de peroxidacao
lipidica (TBARS) e determinagcdo dos niveis de tidis n&o-proteicos (glutationa-
reduzida- GSH) e dos niveis de NOx foi utilizado o cértex pré-frontal. O tecido foi
homogeneizado com tampao Tris/HCI 100 mM pH 7,4 (propor¢cao 1:20). A
centrifugacao foi feita na velocidade de 2200 r.p.m. (400g) a 4°C por 10 minutos, logo
apos foi retirado o sobrenadante que foi utilizado para a realizagdo dos métodos. As

amostras foram armazenadas em freezer a -80C°.

4.5.2 Deteccao de Malondialdeido, Produto de Peroxidacao Lipidica (TBARS)

A peroxidacéo lipidica € determinada pela quantidade de lipideos peroxidados
através das substancias que reagiram com o acido tiobarbiturico. As substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) sdo compostas de diversos produtos finais
de baixo peso molecular formados via decomposigado de certos produtos primarios e
secundarios da peroxidacéo lipidica. A analise da quantidade de TBARS é utilizada
como um indice de estresse oxidativo. O calculo foi realizado usando-se uma curva
padrao de malondialdeido (MDA), um dos produtos da peroxidagao lipidica. O método
detecta uma alteracdo na absorcao de luz pelo complexo malondialdeido-acido
tiobarbiturico em 532nm, tendo um coeficiente de extingdo molar de 135.000 M-'cm.

Para iniciar o método foram utilizados tubos de vidro (limpos com acido nitrico)
e preparo o mix contendo: amostra (tecido homogeneizado anteriormente) (125 uL),
SDS 8,1% (75 uL), tampéo de acido acético (150 uL) e TBA 0,6% (150 uL), em seguida
foi incubado em banho-maria a uma temperatura de 95°C, por 30 minutos. A leitura
da densidade dtica foi realizada no TECAN- Multileitora de placas- Infinite M200 com

absorbancia de 532 nm.



54

4.5.3 Determinagdo dos Niveis de Tidis Nao-Proteicos (Glutationa reduzida-
GSH)

A glutationa um agente antioxidante produzido por células animais, o qual pode
ser encontrado em duas formas: a forma oxidada (GSSG) ou na forma reduzida
(GSH). Portanto o método é baseado na determinacgao de tiés nao protéicos, dos quais
a grande maioria (cerca de 90%) € GSH, a qual é mensurada a partir da reagdo com
o reagente de Ellman [DTNB; acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico)], produzindo o
composto acido 5-mercapto-2-nitrobenzoico, que tem cor amarela e pode ser

mensurado espectrofotometricamente em 412 nm (Ellman, 1959).

4.5.4 Determinagao dos Niveis de NOx

O NO ¢ instavel e rapidamente oxidado a nitrato e nitrito (NOx) apds sua
producdo. Os metabdlitos foram determinados utilizando a analise de NOx conforme
o Método de Griess (Ellis, 1998). O método se baseia na detec¢cdo do NO, sendo o
nitrato convertido a nitrito pela reagdo enzimatica de nitrato redutase, utilizando a
reagao colorimétrica de Griess. Essa reacao permite a mensuragao do NO total (nitrato
+ nitrito = NOx) presente no homogenato do cortex pré-frontal.

Inicialmente foi preparado a curva-padrdao de forma seriada, para isso foi
preparado a solucido-estoque de nitrito de sdédio com concentracdo de 1000mM
(estocada a 4°C e protegida da luz). Para cada 100mL da solugao, solubilizou-se 0,69
g de nitrito de sddio em agua destilada (utilizar baldo volumétrico). Em seguida, foi
feito a solucdo para diluir 100 mM 98,6mL de solugdo-mae em 1000mL de agua. Para
0 primeiro ponto da curva, adicionou-se 100mL da solu¢do anterior (100mM) em

1000mL de agua destilada, em seguida realizou-se as solug¢des seriadas.
4.6. DOSAGEM DE PROTEINAS
O conteudo das proteinas foi quantificado de acordo com o método de Peterson

(Peterson, 1977). A absorbancia foi lida em 595 nm em espectrofotdmetro e para a

curva padrao foi utilizada albumina de soro bovino.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente através da analise de
variancia de duas vias (ANOVA), seguido do teste post hoc de Newman-Keuls,
quando apropriado. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste D'Agostino-
Pearson. Foram considerados significativos os resultados com p<0,05 e para a
realizagcao das analises utilizou-se os softwares GraphPad® versao 9.0 e Statistica

versado 13.5.0.17 e Microsoft Excel® para tratamento dos dados.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DO TRATAMENTO PREVENTIVO COM COLECALCIFEROL E/OU
CLORETO DE ZINCO EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A UMA UNICA
ADMINISTRACAO DE LPS OU VEICULO NO TESTE DE SUSPENSAO PELA
CAUDA E NO CAMPO ABERTO

A fim de investigar se o tratamento com colecalciferol, cloreto de zinco e
associagao dos compostos produz atividade do tipo-antidepressiva em animais
tratados com LPS, os camundongos foram submetidos ao TSC, avaliando o tempo de
imobilidade. A ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos dos tratamentos com
colecalciferol, cloreto de zinco e associagdo dos compostos [F (3,56) = 98,48,
P<0,0001], do LPS [F (1,56) = 26,80, P<0,0001] e da interagao entre os tratamentos
e o LPS [F (3,56) = 9,291, P<0,0001] no TSC. O teste post-hoc de Newman-Keuls
indicou que o LPS aumentou significativamente o tempo de imobilidade em relagao
ao controle (p<0,001) e os tratamentos com colecalciferol, cloreto de zinco e a
associagao dos compostos preveniram o aumento do tempo de imobilidade causado
pelo LPS (p<0,001), conforme mostrado na Figura 10 A.

Com a finalidade de investigar alteracbes na atividade locomotora e
exploratoria dos animais, foi realizado o teste de campo aberto. Nesse teste, em
relagdo a distancia percorrida pelos animais (Figura 10 B) o teste ANOVA de duas
vias nao indicou efeito principal dos tratamentos com colecalciferol, cloreto de zinco,
colecalciferol e cloreto de zinco [F (3, 56)= 1,028, P=0,3873], do LPS [F (1,56)= 4,005,
P=0,0502] e da interagao entre os tratamentos e o LPS [F (3,56)= 1,798, P=0,1581].
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Figura 10- Efeito do tratamento preventivo por 7 dias de colecalciferol e/ou cloreto
de zinco em camundongos submetidos a uma unica administragdo de LPS no teste

de suspensao pela cauda e no campo aberto
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Figura 10: Efeito da administragéo por 7 dias de colecalciferol (1000 Ul/Kg/dia) e/ou cloreto de zinco
(10 mg/kg/dia) e posterior administragao de LPS (0,5 mg/kg, i.p.) sobre o tempo de imobilidade no teste
de suspensao pela cauda (A) e distancia percorrida (B) no teste do campo aberto em camundongos.
Os valores sao expressos como média £ S.E.M (n = 8). *** P < 0,001 comparado com o grupo veiculo;
### P < 0,001 comparado com o grupo LPS (ANOVA de duas vias seguido pelo teste post-hoc de
Newman-Keuls).
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5.2 EFEITO DO TRATAMENTO PREVENTIVO COM COLECALCIFEROL E/OU
CLORETO ZINCO EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A UMA UNICA
ADMINISTRACAO DE LPS OU VEICULO EM RELAGAO AO COMPORTAMENTO
DO TIPO ANSIOSO NO TESTE DO CAMPO ABERTO

Para investigar se o tratamento preventivo com colecalciferol, cloreto zinco e
associacao dos compostos tém efeito no comportamento do tipo ansioso nos animais
que receberam LPS, os mesmos foram submetidos ao teste de campo aberto, onde
foi avaliado o tempo de laténcia para entrada no centro, tempo total gasto no centro,
tempo para laténcia de autolimpeza e tempo total gasto na autolimpeza.

Conforme mostrado na figura 11A, a ANOVA de duas vias revelou efeito
principal da interagdo entre os tratamentos e o LPS [F (3,56)= 5,866, P<0,0015] e do
LPS [F (1,56)= 230,9, P<0,0001], porém para os tratamentos com colecalciferol,
cloreto zinco e associagdao dos compostos ndo houve efeito significativo [F (3,56)=
1,404, P=0,2512]. O teste post-hoc revelou que o LPS causou um aumento
significativo no tempo de laténcia para entrada no centro e os tratamentos com
colecalciferol ou cloreto de zinco preveniram esse efeito (P<0,001).

A figura 11B mostra o resultado do tempo total no centro. A ANOVA de duas
vias indicou efeitos principal dos tratamentos com colecalciferol, cloreto de zinco e
associagao dos compostos [F (3,56) =3,574, P<0,0195], e do LPS [F (1,56)= 83,56,
P<0,0001], porém nado houve efeito da interacdo entre os tratamentos e o LPS
[F(3,56)= 0,8110, P=0,4932] . O teste post-hoc mostrou que o LPS promoveu uma
diminuicao significativa no tempo total no centro, quando comparados ao grupo
veiculo salina (P<0,001).

A figura 11C mostra o tempo de laténcia para a autolimpeza dos camundongos
submetidos ao teste de campo aberto durante 6 minutos. A ANOVA de duas vias
indicou efeito principal dos tratamentos com colecalciferol, cloreto de zinco e
associagao dos compostos [F (3,56)= 3,354, P=0,0252], e do LPS [F (1,56) = 26,72,
P<0,0001], porém para interacao entre os tratamento e LPS nao houve diferenca
significativa [F(3,56)= 0,1173, P=0,9496]. O teste post-hoc indicou que o LPS causou
um aumento significativo no tempo para laténcia para a autolimpeza, quando
comparados ao grupo veiculo salina (P<0,001).

A figura 11D mostra o tempo total de autolimpeza, sendo que a ANOVA de duas

vias nao indicou efeito principal para os tratamentos com colecalciferol, cloreto de



59

zinco e associagao dos compostos [F (3,56)= 0,2591, P=0,8545] e interagao entre os
tratamento e LPS [F(3,56)= 1,087, P=0,3622. Entretanto indiciou efeito principal do
LPS [F (1,56) = 72,68, P<0,0001]. O teste post-hoc evidenciou que o LPS causou um
aumento significativo no tempo total para a autolimpeza, quando comparado ao grupo
veiculo salina (P<0,001).

Figura 11- Efeito do tratamento preventivo por 7 dias de colecalciferol e/ou cloreto de
zinco em camundongos submetidos a uma unica administragéo de LPS em relacéo

ao comportamento do tipo ansioso no teste do campo aberto
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Figura 11: Efeito da administragédo por 7 dias de colecalciferol (1000 Ul/Kg/dia) e/ou cloreto de zinco
(10 mg/kg/dia) e posterior administragéo de LPS (0,5 mg/kg, i.p.) sobre o tempo de laténcia para entrada
no centro (A), tempo total no centro (B), tempo de laténcia para autolimpeza (C) e tempo total de
autolimpeza no campo aberto (D). Os valores sdo expressos como médias + S.E.M (n = 8). ** P < 0,01,
*** P < 0,001 comparado com o grupo veiculo; # P < 0,05, ## P < 0,01 comparado com o grupo LPS;
(ANOVA de 2 vias seguido pelo teste post hoc de Newman-Keuls).



60

5.3 EFEITO DO TRATAMENTO PREVENTIVO COM COLECALCIFEROL E/OU
CLORETO DE ZINCO EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A UMA UNICA
ADMINISTRACAO DE LPS OU VEICULO NO TESTE DE BORRIFAGEM DE
SACAROSE

A figura 12A mostra o resultado dos comportamentos de autolimpeza no teste
de borrifagem de sacarose, o primeiro parametro a ser analisado é o tempo de laténcia
para a autolimpeza. A ANOVA de duas vias revelou efeito principal dos tratamentos
com colecalciferol, cloreto de zinco e associacdo dos compostos [F (3, 56) = 3,389,
P=0,0241], do LPS [F (1, 56) = 5,222, P=0,0261] e da interagcéo entre os tratamentos
e o LPS [F (3, 56) = 4,828, P=0,0046] no teste de borrifagem de sacarose. A analise
post-hoc revelou que os animais tratados com LPS apresentaram um tempo maior de
laténcia em relagdo ao grupo veiculo salina (P<0,01), sendo este efeito prevenido
pelos tratamentos (P<0,01).

A figura 12B mostra o tempo total de autolimpeza no teste de borrifagem de
sacarose. A ANOVA de duas vias nao indicou efeito principal do LPS [F (1,56) = 2,868,
P=0,0959], contudo indicou efeito principal dos tratamentos com colecalciferol, cloreto
de zinco, colecalciferol e cloreto de zinco [F (3, 56) = 3,518, P= 0,0208] e da interacao
entre os tratamentos e o LPS [F (3,56) = 3,921, P= 0,0130]. Analise post-hoc revelou
que os animais tratados com LPS apresentaram um tempo menor de autolimpeza em
relagdo ao grupo veiculo salina (P<0,01), contudo os tratamentos com colecalciferol,

cloreto de zinco e a associagao dos compostos preveniram este efeito (P<0,01).
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Figura 12- Efeito do tratamento preventivo por 7 dias de colecalciferol e/ou cloreto de
zinco em camundongos submetidos a uma unica administracéo de LPS em relacao

ao indice de autocuidado e comportamento motivacional no teste de borrifagem de
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Figura 12: Efeito da administragao por 7 dias de colecalciferol (1000 Ul/Kg/dia), de cloreto de zinco (10
mg/kg/dia) e e posterior administragdo de LPS (0,5 mg/kg, i.p.) sobre o tempo de laténcia para a
autolimpeza (A) e o tempo total de autolimpeza (B) no teste de borrifagem de sacorose. Os valores sao
expressos como médias + S.E.M (n = 8). ** P < 0,01 comparado com o grupo veiculo; ## P < 0,01
comparado com o grupo LPS; (ANOVA de 2 vias seguido pelo teste post hoc de Newman-Keuls).
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5.4 EFEITO DO TRATAMENTO PREVENTIVO COM COLECALCIFEROL E/OU
CLORETO DE ZINCO EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A UMA UNICA
ADMINISTRACAO DE LPS OU VEICULO NA DETERMINAGCAO DOS NIVEIS DE
TBARS

A figura 13 mostra o resultado da determinacdo dos niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico, dos quais o principal € o malondialdeido (MDA). A
ANOVA de duas vias mostrou efeito principal dos tratamentos com colecalciferol,
cloreto de zinco e associagcao dos compostos [F (3, 56) = 4,920, P<0,001], do LPS [F
(1, 56) = 38,96, P<0,0001] e da interagao entre os tratamentos e o LPS [F (3, 56) =
4,335, P<0,01]. O teste post-hoc de Newman-Keuls indicou que o LPS aumentou
significativamente os niv