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RESUMO

O zinco estd presente em altas concentragdes no sistema nervoso central (SNC),
especialmente nas fibras musgosas do hipocampo. Ele € considerado um importante
modulador de transmissdes sindpticas inibitérias e excitatérias. O envolvimento do zinco na
fisiopatologia da depressdao tem sido sugerido, pois este metal estd reduzido no plasma de
pacientes deprimidos e ele produz um efeito antidepressivo em roedores no teste do nado
forcado (TNF), um modelo animal preditivo de atividade antidepressiva. Neste estudo o
tratamento por via intraperitoneal (i.p.) de camundongos com cloreto de zinco (30 mg/kg)
produziu efeito antidepressivo no TNF. A acdo antidepressiva do cloreto de zinco no TNF foi
revertida pelo pré-tratamento i.p. dos animais com haloperidol (0,2 mg/kg, antagonista
dopaminérgico ndo seletivo), sulpirida (50 mg/kg, antagonista de receptores Do-
dopaminérgicos), pindolol (32 mg/kg, antagonista de receptores 5-HT /1), isamoltane (2,5
mg/kg, antagonista de receptores 5-HTg), WAY 100635 (0,3 mg/kg, s.c., antagonista seletivo
de receptores 5-HT,), ritanserina (5 mg/kg, antagonista de receptores 5-HT»a/c), cetanserina
(4 mg/kg, antagonista preferencial de receptores 5-HT»4), baclofen (4 mg/kg, agonista de
receptores GABAg), bicuculina (1 mg/kg, antagonista de receptores GABA,), naltrindol (3
mg/kg, antagonista de receptores d-opidides), DIPPA (1 mg/kg, antagonista de receptores K-
opidides) ou clocinamox (1 mg/kg, antagonista de receptores p-opidides). Além disso, o pré-
tratamento de camundongos com doses sub-ativas de nifedipina (0,01 pg/kg, i.p., bloqueador
de canais de cdlcio do tipo L), mas ndo de flunarizina (0,05 mg/kg, i.p., bloqueador de canais
de calcio do tipo T), foi capaz de potencializar o efeito antidepressivo do cloreto de zinco (5
mg/kg, i.p.) no TNF. Finalmente, o pré-tratamento dos camundongos com doses sub-ativas de
tetractilamonio (TEA; 25 pg/sitio, i.c.v., inibidor inespecifico de canais de potdssio),
caribdotoxina (25 pg/sitio, i.c.v., inibidor de canal de potéssio ativado por cédlcio de moderada
a alta condutancia) ou glibenclamida (0,5 pg/sitio, i.c.v., inibidor de canal de potassio sensivel
ao ATP) também potencializou o efeito antidepressivo do cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p.) no
TNF. Os resultados deste estudo sugerem que o efeito antidepressivo do zinco no TNF parece
ser mediado pelos sistemas dopaminérgico (via receptores D,-dopaminérgicos),
serotoninérgico (via receptores 5-HT;a, 5-HTra/c), GABAérgico (via receptores GABA, e
GABAgB), opidide (via receptores U, O e k-opidides), bem como pelos canais de célcio do tipo
L e pelos canais de potéssio ativados por célcio e/ou sensiveis ao ATP.

Apoio Financeiro: CNPq, CAPES.
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ABSTRACT

Zinc is found at high concentrations in the central nervous system, especially in the
hippocampal mossy fibers. It is considered an important modulator of inhibitory and
excitatory synaptic transmissions. The involvement of zinc in the pathophysiology of
depression has been suggested, since this metal is reduced in the plasma of depressed patients.
Moreover, zinc produces an antidepressant-like effect in rodents in the forced swimming test
(FST), an animal model predictive of antidepressant action. In this study the treatment of mice
with zinc chloride (30 mg/kg) by the intraperitoneal (i.p.) route produced an antidepressant-
like effect in FST. The antidepressant-like action of zinc chloride in FST was reversed by i.p.
pre-treatment of the animals with haloperidol (0.2 mg/kg, a non-selective dopamine receptor
antagonist), sulpiride (50 mg/kg, a selective D, receptor antagonist), pindolol (32 mg/kg, a 5-
HT, a8 receptor antagonist), isamoltane (2,5 mg/kg, 5-HT;g receptor antagonist ), WAY
100635 (0.3 mg/kg, s.c., a selective 5-HT s receptor antagonist), ritanserin (5 mg/kg, a 5-
HT;annc receptor antagonist), ketanserin (4 mg/kg, a preferential 5-HT,a receptor antagonist),
baclofen (4 mg/kg, a GABAg receptor agonist), bicuculline (1 mg/kg, a GABA4 receptor
antagonist), naltrindole (3 mg/kg, a d-opioid receptor antagonist), DIPPA (1 mg/kg, a x-
opioid receptor antagonist) or clocinnamox (1 mg/kg, a p-opioid receptor antagonist).
Moreover, the pre-treatment of mice with sub-active doses of nifedipine (0.001 ug/kg, i.p., a
L-type calcium channel blocker), but not with flunarizine (0.05 mg/kg, i.p., a T-type calcium
channel blocker) was able to produce a synergistic antidepressant-like effect with zinc
chloride (5 mg/kg, i.p.) in FST. Furthermore, the pre-treatment of the mice with sub-active
doses of tetraethylammonium (TEA; 25 pg/sitio, i.c.v., a non-specific inhibitor of potassium
channels,), charybdotoxin (25 pg/sitio, i.c.v., a large and intermediate conductance calcium-
activated potassium channels inhibitor), or glibenclamide (0.5 pg/sitio, i.c.v., an ATP-
sensitive potassium channels inhibitor) also produced a synergistic antidepressant-like effect
with zinc chloride (5 mg/kg, i.p.) in the FST. Taken together, these results suggest that the
antidepressant-like effect of zinc in the FST seems to be mediated by the dopaminergic (D»-
dopaminergic receptors), serotonergic (5-HT, 5-HT,a/c receptors), GABAergic (GABA, e
GABAg receptors) and opioid (U, 6 e k-opioid receptors) systems, as well as by L-type
calcium channels or calcium-activated potassium channels and/or ATP-sensitive potassium
channels.

Financial Support: CNPq, CAPES.
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1. INTRODUCAO

1.1 Zinco

O zinco, um metal de transi¢do do grupo II b, tornou-se especialmente importante ha
mais de dois bilhdes de anos atrds. Naquela época a atmosfera terrestre estava comecando a
ficar rica em oxigénio e o desenvolvimento da respiracdo celular introduziu espécies reativas
de oxigénio perigosas para as células. Também nesta época, as células comecgaram a utilizar o
zinco no lugar do ferro e do manganés em muitas proteinas, especialmente naquelas que
interagiam com o DNA. Desta forma, o zinco foi se tornando critico para manutencdo da
integridade estrutural e funcional das células e dos tecidos. Porém, o conhecimento sobre a
biologia celular deste metal teve sua origem a pouco mais de cinco décadas atrds, com a
identificacdo de quantidades estequiométricas em metaloenzimas e através de técnicas
colorimétricas de detec¢do. Desde entdo, tem sido demonstrado que o zinco € componente
estrutural de mais de 300 metaloenzimas, assim como de numerosos fatores de transcricao.
Nas enzimas suas fung¢des sdo catalitica, coativa e estrutural (revisado por CHAI 1999).

O zinco € obtido da dieta, sendo o segundo elemento traco mais abundante do
organismo, ficando logo atrds do ferro. A absor¢do deste metal ocorre principalmente no trato
gastrointestinal (TGI), que também ¢é responsavel pela maior parte da sua excrecao. Portanto,
o TGI é essencial para a manutencdo da homeostasia do zinco no organismo. Apds ser

absorvido este metal atinge a corrente sangiiinea onde se une com aminodcidos (cisteina ou



histidina — 1%) ou com proteinas (albumina — 84% e O;-macroglobulina — 14%). Desta
forma, o zinco pode ser captado pelas células através de dois principais mecanismos, (1)
através de um co-transporte zinco-albumina mediado por um receptor saturdvel e (2) por um
co-transporte com ligantes, principalmente albumina e histidina, por um transportador nio-
saturdvel através de jungdes intercelulares. Além disso, ele também pode entrar nas células
complexado com a cistetna ou com a histidina via mecanismo de transporte
sédio/aminodcidos. Entretanto alguns ligantes como os fitatos e as fibras, podem se unir ao
zinco ndo o deixando disponivel para ser captado (revisado por TAPIERO e TEW, 2003).

A afinidade do zinco pelos seus ligantes no soro é extremamente relevante para o seu
transporte via barreira hemato-encefdlica. Um estudo com ratos que apresentavam uma
mutacido genética na expressao do mRNA da albumina verificou que esta nao foi essencial
para o transporte de zinco para o SNC (TAKEDA et al., 1997). Por outro lado, estudos in vivo
e in vitro tém apontado a L-histidina como um importante ligante para o transporte do zinco
ao SNC via barreira hemato-encefélica. A histidina parece transferir o zinco para proteinas de
membrana como as DMT-1 (transportador de metal divalente) e/ou para transportadores de
zinco ainda ndo identificados nas células dos capilares endoteliais do encéfalo (revisado por
TAKEDA, 2000).

O zinco estd presente em altas concentracOes no sistema nervoso central (SNC),
especialmente nas fibras musgosas do hipocampo (CHOI e KOH, 1998). As regides do
hipocampo e da amigdala possuem altas densidades de neurdnios glutamatérgicos que contém
zinco. Porém, nem todos os neurdnios glutamatérgicos contém este metal (revisado por
TAKEDA, 2000). No SNC, aproximadamente 90% do zinco estd nas metaloproteinas. O
restante se encontra nas vesiculas pré-sindpticas onde ele é estocado. Apenas uma pequena

parte do zinco é encontrado na forma livre no encéfalo. A concentragdo intracelular de zinco é



de aproximadamente 150 uM, enquanto a sua concentracdo extracelular estd na faixa dos
150 nM. A partir desta diferenca (1000 vezes) entre o meio intra e o extracelular foi sugerida
a existéncia de um mecanismo dependente de energia para o influxo do zinco para os
astrocitos e os neurdnios (revisado por TAKEDA, 2000; VANDENBERG et al., 2004). Um
estudo realizado por HOWELL e colaboradores (1984) revelou a presengca de um
transportador de alta afinidade para o zinco em fatias de hipocampo, o DMTI. Este
transportador, ja citado no transporte do zinco para o SNC, estd presente em altas
concentracdes nas células piramidais e granulares do hipocampo, nas células piramidais do
cortex e nas células granulares do cerebelo. Desta forma, ele parece também estar relacionado
ao influxo do zinco para as células do SNC. Nas células nervosas o zinco pode ser
transportado de forma anterdgrada ou retrégrada via sistema de transporte axonal. Este
sistema € importante para o suprimento de zinco nas regides onde ele € requisitado (revisado
por TAKEDA, 2000; VANDENBERG et al., 2004).

O zinco estocado nas vesiculas sindpticas pode ser liberado por despolarizagdo
juntamente com o glutamato no espaco extracelular, onde ird alcancar altas concentragdes (até
300 uM) (CHOI E KOH, 1998; BARANANO et al., 2001). Este metal é considerado um
importante modulador de transmissdes sindpticas inibitérias e excitatérias (revisado por
TAKEDA, 2000).

O aminoécido glutamato é um neurotransmissor excitatorio no SNC. As a¢des deste
neurotransmissor juntamente com a glicina nos receptores ionotropicos do tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA) sdo responsaveis por muitas funcdes fisiologicas. Entretanto, a excessiva
atividade destes receptores pode causar excitotoxicidade e morte celular que, por sua vez, sdo
fatores que contribuem na patogénese de muitos distirbios neuroldégicos (revisado por

VANDENBERG et al, 2004). O zinco apresenta seu principal papel neuroprotetor através da



acdo inibitéria sobre os receptores NMDA. Existem, pelo menos, dois mecanismos de
inibicdo destes receptores pelo zinco. Um mecanismo € voltagem-dependente similar ao
mecanismo do magnésio e o outro ¢ um mecanismo independente de voltagem em um sitio de
ligacdo distinto (CHOI E KOH, 1998; CHOI e LIPTON, 1999; TAKEDA, 2000). Além disso,
o zinco também € capaz de potencializar as respostas mediadas pelos receptores
glutamatérgicos ionotrépicos do tipo o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico
(AMPA )/kainato. Porém suas funcdes neuroprotetoras ainda estio relacionadas a inibicao dos
receptores glutamatérgicos metabotrépicos do grupo I (revisado por NOWAK e
SZEWCZYK, 2002).

O zinco pode exercer tanto a¢des neurotdxicas como neuroprotetoras, dependendo da
sua concentracao, da estrutura cerebral e do modelo experimental (CHEN e LIAO, 2003).

Em altas concentragcdes no SNC o zinco pode ser neurotéxico (KOH et al., 1996;
SHELINE et al.,, 2000, CHEN e LIAO, 2003). A neurotoxicidade do zinco parece estar
relacionada com a entrada deste metal, na forma livre, no neurdnio pds-sindptico e com a
conseqiiente alteracdo na expressdo de algumas proteinas. O deslocamento do zinco para o
interior dos neurOnios pos-sindpticos parece ser através de canais de cations divalentes
ativados pelo glutamato. Os neur6nios glutamatérgicos apresentam inumeros receptores
NMDA permeadveis ao cdlcio (Ca™). Além disso, os receptores AMPA/kainato (impermedveis
ao Ca™) quando ativados causam a despolarizacdo do neurdnio permitindo a entrada de Ca®
através de canais de cdlcio sensiveis 4 voltagem (VSCC). Finalmente, algumas sub-
populacdes de neurbnios possuem alguns receptores AMPA/kainato ndo usuais que sao
diretamente permedveis ao Ca®*. Estudos com culturas de neurdnios indicaram que o zinco
pode entrar por estes trés tipos de canais, porém, com diferentes permeabilidades (revisado

por WEISS et al., 2000).



Por outro lado, PALMITER e colaboradores (1996) demonstraram a presenca de
algumas proteinas capazes de transportar o zinco para fora do compartimento intracelular.
Estas proteinas foram denominadas como transportadores de zinco (ZnT-1 a ZnT-4) e sdo
responsdveis por manter o meio intracelular com baixas concentragdes deste metal. O
transportador ZnT-3, ao contrario dos outros, € responsavel por transportar o zinco para
dentro das vesiculas pré-sinapticas. Além disso, também foram descritas as metalotioneinas
que sdo proteinas de baixo peso molecular com multiplos sitios de ligacio para o zinco e para
o cobre. Estas proteinas apresentam um importante papel unindo-se ao zinco e tamponando o
meio intracelular (revisado por WEISS et al., 2000; TAPIERO e TEW, 2003).

Além dos efeitos na transmissdo glutamatérgica o zinco também apresenta um
importante papel modulatorio sobre os receptores GABA,, principal receptor inibitério do
SNC. O zinco inibe a fungdo destes receptores por um mecanismo alostérico. Porém, o
potencial desta inibicdo estd extremamente relacionado com a composi¢do destes receptores
através das combinacdes das sub-unidades. Desta forma, receptores com combinagdes de sub-
unidades af demonstraram a mais alta sensibilidade ao zinco, enquanto os receptores com
combinagdes de sub-unidades affy apresentaram uma menor sensibilidade (HOSIE et al.,
2003).

Alteragdes nos niveis de zinco, nos homens, t€ém sido associadas a distirbios
comportamentais como anorexia, dificuldades de aprendizagem e alteracdes de funcdes
cognitivas. Além disso, ainda estd relacionado com algumas patologias do SNC, tais como
epilepsia, doengca de Alzheimer e doenca de Parkinson (TAKEDA, 2000; ZATTA et al.,
2003).

Além das patologias anteriormente citadas, o zinco também apresenta um importante

papel na modulacio da depressdo. Isto foi sugerido em alguns estudos clinicos que



demonstraram que o zinco estad presente em baixas concentragdes no plasma de pacientes
deprimidos (MAES et al., 1994, 1997, 1999; DESNYDER, 1997). Além disso, foi relatado
que os niveis plasmaticos de zinco em individuos recuperados da depressdo estdo aumentados
em relacdo a pacientes deprimidos (NARANG et al., 1991). Um estudo recente demonstrou
uma reducdo de 26% na capacidade do zinco de inibir o “binding” do MK-801 (antagonista
nio competitivo de receptores NMDA) aos receptores do hipocampo de vitimas de suicidio
(NOWAK et al., 2003b). Outro estudo demonstrou que a utilizagdo do zinco como
suplemento do tratamento com antidepressivos cldssicos reduziu os escores da escala
Hamilton de depressdo. Os pacientes que receberam o zinco com o tratamento classico com
antidepressivo apresentaram reducdo do escore desta escala tanto apds a sexta quanto apds a
décima segunda semana de tratamento em relacdo aos pacientes controles que receberam
placebo associado ao tratamento classico (NOWAK et al., 2003c).

Além disso, estudos pré-clinicos demonstraram que o tratamento agudo e cronico
com zinco produz um efeito antidepressivo em roedores no teste do nado forcado (TNF), um
modelo animal preditivo de atividade antidepressiva (KROCZKA et al., 2000; KROCZKA et
al., 2001; NOWAK et al., 2003a; ROSA et al., 2003). O hidroaspartato de zinco administrado
de forma aguda, sub-crénica e cronica também apresentou atividade antidepressiva no modelo
animal de depressao da bulbectomia. A remocdo do bulbo olfatério em ratos faz com que
estes animais apresentem vdrias alteragcdes comportamentais associadas a depressao endogena
humana (NOWAK et al., 2003a). Recentemente também foi demonstrado que a administragao
de zinco durante 14 dias em camundongos aumentou a expressdo de mRNA para BDNF em
cortex cerebral, de forma semelhante ao efeito do antidepressivo cldssico tranilcipromina
(NOWAK et al., 2004). Também foi verificado que o tratamento cronico com imipramina,

citalopram ou terapia eletroconvulsiva induziu uma elevacio nas concentracdes hipocampais



e séricas de zinco em ratos (NOWAK e SCHLEGEL-ZAWADZKA, 1999). Entretanto,
estes estudos ndo elucidaram todos os mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo do
zinco. Um trabalho realizado pelo nosso grupo confirmou o efeito antidepressivo do zinco no
TNF e também demonstrou que ele produz efeito antidepressivo no teste da suspensdo da
cauda (TSC) em camundongos. Além disso, neste trabalho foi verificado que o efeito
antidepressivo do zinco no TNF esta relacionado com a inibi¢cdo do receptor NMDA e com
uma interagdo com a via da L-arginina-6xido nitrico (ROSA et al., 2003).

Através da andlise destes dados pode ser observado um papel significativo do zinco
na modulacdo da depressdo. Desta forma, pode ser visualizada a relevancia do

aprofundamento dos estudos relacionados ao zinco e seus mecanismos de acdo antidepressiva.

1.2 Depressao

As tentativas de classificar a depressd@ao datam, pelo menos, desde o quarto século
antes de Cristo, quando Hipdcrates cunhou os termos melancolia “bilis negra” e mania “estar
louco”. As descri¢des independentes, em 1854, de dois médicos franceses, Falret e Baillarger,
de Folie circulaire (loucura circular) e folie a doublé forme (loucura de forma dupla) foram os
primeiros diagndsticos formais de episddios alternantes de mania e depressdo como uma
doenca tnica (DUBOVSKY e DUBOVISKY, 2004).

No inicio do século passado a depressdo foi tratada como “mal do século”.
Atualmente sabe-se que a depressdo maior (unipolar) é uma das patologias enquadradas nos
transtornos do humor, assim como a distimia e o transtorno bipolar (doen¢a maniaco-
depressiva) (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000). Existem diferengas
clinicas que auxiliam a classificacio do tipo de depressao apresentado pelos pacientes (Tabela

1) (DUBOVSKY e DUBOVISKY, 2004).



Tabela 1. Diferencas entre transtornos unipolares e bipolares

DEPRESSAO UNIPOLAR

DEPRESSAO BIPOLAR

Inicio tardio

Inicio precoce

Inicio gradual

Inicio agudo

Menos episodios

Mais episddios

Mulheres >> Homens

Mulheres = Homens

Mais agitacao psicética

Lentiddo psicomotora e letargia

Sintomas tipicos

Sintomas atipicos

InsoOnia

Hipersonia

Risco menor de suicidio

Risco maior de suicidio

Menor freqiiéncia de sintomas psicéticos
nos mais jovens

Maior freqiiéncia de sintomas psicéticos
nos mais jovens

Antidepressivos sao mais eficientes

Antidepressivos sao menos eficientes

Litio € menos eficiente

Litio € mais eficiente

Historia familiar de depressao

Historia familiar de mania e depressao

(adaptacdo do texto de DUBOVSKY e DUBOVISKY, 2004)

O diagnostico da depressao € realizado por médicos psiquiatras através da avaliacdo
da presenca de sintomas clinicos que sdo definidos em critérios internacionalmente

padronizados. Como exemplo podem ser apresentados os critérios do manual de diagndsticos

e estatisticas das doencas mentais - DSM-IV (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,

1994), para episddio depressivo maior:

Um dos sintomas, apresentados num periodo de duas semanas, deve ser:

e presenca de humor deprimido na maior parte do dia, quase todos os dias;

e acentuada redugdo do interesse ou prazer em todas ou quase todas as atividades, na

maior parte do dia, quase todos os dias.

Além disso, deve haver a apresenta¢do de mais quatro dos seguintes sintomas no mesmo

periodo:

e perda ou ganho significativo de peso sem dieta;




® insoOnia ou hipersonia quase todos os dias;
e agitacdo ou retardo psicomotor quase todos os dias;
e fadiga ou perda de energia quase todos os dias;
e sentimento de inutilidade ou culpa excessiva ou inadequada;
e capacidade reduzida de pensar ou concentrar-se, ou indecisio;
* pensamentos de morte recorrentes, ideacao suicida sem plano especifico.

Porém, um problema evidente no diagndstico dos transtornos do humor é que o
sistema de classificacdo se baseia em descri¢des subjetivas de sintomas. Além disso, nao ha
subsidio bioquimico que separe um subtipo de depressio do outro (WONG e LICINIO, 2001).
Assim, aspectos bdsicos sobre a natureza da patologia e seus subtipos ainda t€ém que ser
esclarecidos.

Um estudo epidemiolégico demonstrou que nos Estados Unidos, o risco de se
apresentar um episodio depressivo maior ao longo da vida € estimado em cerca de 20%.
Também tem sido demonstrado que nos paises industrializados do mundo, a incidéncia da
depressao maior, do transtorno bipolar, do suicidio e de transtornos psicéticos do humor tém
aumentado a cada geragao (CROSS-NATIONAL COLLABORATIVE GROUP, 1992).

Além disso, o suicidio tem sido revelado como outro problema de satde publica. Foi
demonstrado que aproximadamente 15% dos Obitos de pacientes depressivos estao
relacionados ao suicidio (MUSSELMAN et al., 1998). Também foi verificado que as
mulheres tentam suicidio com maior freqiiéncia do que os homens. Porém, eles apresentam
maior probabilidade de éxito (DUBOVSKY e DUBOVISKY, 2004).

Um aspecto relevante da depressdo € seu impacto adverso na funcdo psicossocial e
na qualidade de vida dos individuos acometidos (PAPAKOSTAS et al., 2004). A depressao

atualmente lidera o ranking das patologias que incapacitam um individuo nos paises



z

desenvolvidos. No mundo ela ja € considerada a quarta causa de incapacitacdo e foi
estimado que ela passard para o segundo lugar até o ano 2020. Desta forma, além dos
prejuizos particulares esta patologia tem atingido a economia global. O custo anual da
depressao para a sociedade americana, nos anos 90, foi de 44 bilhdes de ddlares, sendo que
deste montante 23,8 bilhdes representaram o impacto da depressdo no local de trabalho

(revisado por ELHWUEGI, 2004).

1.3 Neurotransmissores envolvidos na modulacio da depressiao

A antiga teoria das monoaminas (noradrenalina — NA, serotonina — 5-HT e dopamina
— DA) na depressao surgiu com o aparecimento dos primeiros antidepressivos em meados do
século passado. Na época, era a base do conhecimento da patologia e de seu tratamento. A
descoberta acidental das propriedades antidepressivas de drogas como a iproniazida, utilizada
anteriormente para tratamento de tuberculose e da imipramina, utilizada como antipsicotico
foi um marco histérico para a busca de solug¢des para os transtornos do humor. A iproniazida é
um inibidor da enzima monoamino oxidase (iMAO) responsdvel pela degradacdo das
monoaminas € a imipramina € um inibidor da recaptacdo de noradrenalina e serotonina . Estas
drogas, que melhoraram o humor dos pacientes que as utilizaram, favorecem o aumento da
concentracdo das monoaminas na fenda sindptica. Por outro lado, drogas que reduzem os
niveis de monoaminas como a reserpina ou bloqueadores de receptores dopaminérgicos
podem induzir disforia € humor deprimido. Desta forma, foi sugerido que a deficiéncia da
atividade das monoaminas no SNC era responsdvel pelo quadro depressivo. Assim, na época,
acreditava-se que a acdo dos antidepressivos se baseava apenas no aumento da atividade das

monoaminas no SNC (revisado por ELHWUEGI, 2004).
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Porém, a hipdtese monoaminérgica mais moderna apresenta enfoque nas
respostas em longo prazo causadas por estes neurotransmissores no SNC. Esta nova teoria
sugere que o aumento agudo dos niveis das monoaminas na sinapse € apenas um fato inicial
dentro de uma cascata complexa de eventos que culminam com a atividade antidepressiva
(PINEYRO e BLIER, 1999).

Corroborando com a hipétese monoaminérgica, varios estudos tém relatado que o
sistema serotonérgico estd intimamente relacionado com a regulagdo do humor. Além disso,
existem muitas evidéncias de que anormalidades na neurotransmissdo serotonérgica
participam na fisiopatologia da depressao (WONG e LICINIO, 2001). Estudos clinicos, hi
anos, t€ém demonstrado esta participacao. Isto pode ser observado no estudo em que pacientes
deprimidos apresentaram niveis plasmdticos mais baixos de triptofano (precursor da 5-HT)
(ANDERSON et al., 1990). Além disso, outro estudo demonstrou que pacientes deprimidos
tratados com antidepressivos (ISRS) apresentaram uma reducdo transitoria do humor
enquanto estavam com dieta privada de triptofano (OWENS e NEMEROFF, 1994). Este
fendmeno tem sido associado com o decréscimo do metabolismo serotonérgico nas regides do
cortex frontal dos pacientes (BREMNER et al., 1997). Alguns estudos bioquimicos também
tém demonstrado niveis reduzidos de acido 5-hidréxi indol acético (5-HIAA) no liquor de
pacientes deprimidos, enquanto estudos in vitro t€ém demonstrado a reducdo da densidade de
transportadores de 5-HT nas plaquetas de pacientes deprimidos (OWENS e NEMEROFF,
1994). Recentemente um estudo utilizando a tomografia de emissdo de positrons (PET)
sugeriu que alguns transportadores de 5-HT podem estar aumentados no cértex frontal e
cingulado de pacientes deprimidos (REIVICH et al., 2004).

Outros estudos tém relatado que o aumento da neurotransmissdo serotonérgica

fundamenta a resposta terapéutica de varios tratamentos antidepressivos. Drogas que afetam a
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neurotransmissdo serotonérgica, como as que inibem a recaptacdo da 5-HT no terminal
nervoso ou as que inibem o metabolismo (IMAOQ), sdo eficientes no tratamento da depressao
(NEMEROFF e OWENS, 2002).

Alguns estudos pré-clinicos também tém demonstrado a participacdo do sistema
serotonérgico na depressdo. Um trabalho relatou que antagonistas de receptores 5-HT 4, como
o pindolol, foram capazes de potencializar os efeitos da terapia antidepressiva (ARTIGAS et
al., 2001). Da mesma forma, alguns antagonistas de receptores 5-HT;g e 5-HT3 também
potencializaram o efeito de ISRS em testes pré-clinicos (REDROBE et al., 1996a; REDROBE
e BOURIN, 1997). Além disso, também foi demonstrado que os antagonistas de receptores 5-
HT, sdo capazes de potencializar o efeito antidepressivo da imipramina (antidepressivo
triciclico) e da desipramina (inibidor preferencial da recaptacdo de noradrenalina), mas ndo o
efeito da fluoxetina ou do citalopram (ISRS), em camundongos (REDROBE e BOURIN,
1997).

Entretanto, também tem sido relatada a participacio de outros sistemas na
fisiopatologia da depressdo. A implicacdo do sistema dopaminérgico na patogénese da
depressao foi sugerida por vdarios estudos. Estes trabalhos relataram que duas importantes
linhas de evidéncias estimulam as investigagdes para o papel da dopamina tanto na
fisiopatologia como no tratamento da depressdo. Primeiramente, drogas que aumentam os
niveis de DA como a cocaina e as anfetaminas, produzem elevacdo no humor. Por outro lado,
drogas que reduzem os niveis de DA como a reserpina ou bloqueadores de receptores
dopaminérgicos podem induzir disforia e humor deprimido. Em segundo lugar, muitos
estudos tém demonstrado que os neurdnios dopaminérgicos originados na drea tegmental
ventral e com seus nervos projetados para diferentes dreas telencefélicas, estdo envolvidos no

controle do comportamento da motivacdo e da recompensa, via que estd envolvida na
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fisiopatologia da depressdo. Além disso, vérios estudos sugerem que o tratamento
cronico com antidepressivos potencializa a neurotransmissdo dopaminérgica e este efeito
parece estar contribuindo para a eficdcia terapéutica (revisado por D"AQUILA et al., 2000).
Outro estudo, que corrobora com estes dados, relatou que os mecanismos terapéuticos da
estimulagdo transcraniana magnética repetitiva também parece envolver o sistema
dopaminérgico através do aumento da liberacdo deste neurotransmissor com a conseqiiente
ativagdao da via mesolimbica (OHNISHI et al., 2004). O sistema dopaminérgico também
participa do mecanismo de acdo da terapia eletroconvulsiva, além de ser afetado pelo
tratamento com os antidepressivos cldssicos. Isto foi bem demonstrado no trabalho de
NOMIKOS e colaboradores (1991), onde as concentragdes de dopamina aumentaram 127%
ap0s a terapia eletroconvulsiva em ratos. Além disso, um estudo demonstrou que a
bupropirona (inibidor misto da recaptacdo de noradrenalina e dopamina) apresenta eficicia
clinica equivalente aos ISRS (NIEUWSTRATEN e DOLOVICH, 2001).

Em humanos, este papel da DA na depressao foi confirmado pelo efeito benéfico da
adicdo de um agonista dopaminérgico (cabergolina) ao tratamento com o antidepressivo
classico milnaupram (ISRN) em pacientes resistentes ao tratamento padrao (TAKAHASHI et
al., 2003). Entretanto, a eficidcia da combina¢do da olanzapina (antagonista dopaminérgico)
com a fluoxetina (ISRS) também foi demonstrada no tratamento da depressdo refratdria
(THASE, 2002). Porém esta eficiéncia da olanzapina parece estar relacionada ao fato dela
também agir como antagonista de receptores serotonérgicos 5-HT,c, o qual é capaz de
proporcionar o aumento da funcdo dopaminérgica mesocorticolimbica (DI MATTEO et al.,
2001). Outros estudos clinicos demonstraram a presenca de baixos niveis de metabdlitos da
DA como o dcido homovanilico (AHV) no liquor de pacientes suicidas deprimidos (BROWN

e GERSHON, 1993). ROY e colaboradores (1985) também relataram niveis
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significativamente menores dos metabdlitos da DA como o AHV e o dcido
diidroxifenilacético (DOPAC) em pacientes deprimidos melancélicos comparados aos nao
melancoélicos. Além disso, um trabalho demonstrou recentemente que o pramipexol (agonista
D,/3 dopaminérgico) apresentou uma atividade antidepressiva significativa em pacientes com
depressdo bipolar em relagcdo aos controles em um estudo “duplo-cego” (ZARATE JR et al.,
2004). Outro trabalho que utilizou o paradigma enddcrino da resposta da prolactina ao desafio
com sulpirida (antagonista de receptores D,-dopaminérgicos) em pacientes deprimidos,
revelou que o receptor D, parece estar sensibilizado nestes pacientes em relacao aos controles
sadios. Isto foi verificado através do aumento significativo dos niveis de prolactina nos
pacientes deprimidos, apés a administragdo da sulpirida, quando comparado ao grupo controle
(VERBEECK et al., 2001).

Os opidides endogenos também t€m sido implicados nos transtornos depressivos,
assim como no mecanismo de ag¢do de antidepressivos (BERROCOSO et al., 2004). Isto ja
vem sendo demonstrado hd algumas décadas atrds, onde estudos clinicos verificaram a
atividade antidepressiva do agonista opidide ciclazocina (FINK et al., 1970) e do peptideo
opidide B-endorfina (KLINE et al., 1977). Além disso, na época, foi sugerido que um dos
efeitos da terapia eletroconvulsiva era o de aumentar a atividade dos opidides enddgenos
como a P-endorfina (INTURRISI et al., 1982). Também foi relatado o encontro de um
aumento no numero de receptores opidides no SNC de individuos suicidas deprimidos
(GABILONDO et al., 1995). Estes dados estdao de acordo com a literatura que relatou que a
melhora do humor induzida por alguns antidepressivos parece estar relacionada com a
regulacdo do sistema opidide (HAMON et al., 1987). Corroborando com estes dados, mais
recentemente, estudos pré-clinicos demonstraram que inibidores da degradacao de encefalinas

como o RB101 e o BL-2401 apresentam atividade antidepressiva em ratos, a qual ocorreu
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possivelmente pela inibi¢do da degradagdo dos opidides endogenos (BAAMONDE et al.,
1992; KITA et al, 1997). Atualmente, também foi relatado que o tratamento com
antidepressivos é capaz de aumentar a liberacdo de B-endorfinas (SAWYNOK et al., 2001).
Além disso, a janela terapéutica dos antidepressivos também parece estar relacionada com o
fato de estarem ocorrendo adaptacdes no sistema opidide, principalmente com relagdo aos
receptores L e d-opidides (VILPOUX et al., 2002).

O sistema GABAérgico também estd envolvido na fisiopatologia dos transtornos do
humor. O papel da disfuncdo GABAérgica nestes transtornos foi inicialmente descrito por
EMRICH e colaboradores (1980). Eles propuseram que o valproato era eficaz no tratamento
da depressdo, pois era capaz de compensar a deficiéncia de dcido-y-aminobutirico (GABA) no
encéfalo, elevando suas concentracdes. Alguns estudos clinicos corroboraram com esta
proposta. Ainda naquela época, foi demonstrado que os niveis de GABA estavam reduzidos
no liquor de pacientes com depressao unipolar e também em pacientes com depressao bipolar.
Além disso, também foi relatado que pacientes com depressao unipolar e bipolar apresentam
menores concentracdes plasmaticas de GABA transaminase (GABA-T — enzima que catalisa
a reacdo de formacdo do glutamato & partir do GABA) e menor atividade da GABA
descarboxilase (GAD — enzima que catalisa a formacdo do GABA 4 partir do glutamato)
(revisado por BRAMBILLA et al., 2003).

A participacdo dos receptores GABAg na fisiopatologia da depressdo tem sido
demonstrada por varios estudos. A literatura descreve que os receptores GABAg sdo
autoreceptores que se localizam na membrana pré-sindptica. Estes receptores regulam a
neurotransmissdo GABAérgica suprimindo a condutancia dos fons célcio, que sdo necessarios
para a liberacdo dos neurotransmissores nesta regido. Porém os receptores GABA, sdo, em

sua maioria, localizados na membrana pds-sindptica. Eles sdo receptores ionotropicos
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organizados em forma de canal e sdo formados por 5 sub-unidades que apresentam uma
grande variedade de combinagOes. Durante a neurotransmissao GABAérgica, estes receptores
sofrem uma interacdo alostérica com o neurotransmissor GABA causando um aumento na
condutiancia aos ions cloreto, reduzindo assim, a excitabilidade celular e desta forma
exercendo suas agoes inibitdrias (revisado por BRAMBILLA et al., 2003).

Alguns estudos mostraram que o muscimol, agonista de receptores GABA4, reduziu
o tempo de imobilidade dos animais no TNF, sendo este efeito revertido por picrotoxina, um
antagonista GABérgico, e por bicuculina, um antagonista de receptores GABA 4 (PONCELET
et al., 1987; NAKAGAWA et al., 1996a). Outro estudo, realizado por SHERMAN e PETTY
(1980) demonstrou que os ratos pré-tratados com GABA, administrado no cortex frontal e no
hipocampo, ndo apresentaram a reacdo de desamparo aprendido causada por choque
inescapavel nas suas patas. Neste mesmo estudo, foi observado o comportamento de
desamparo aprendido em ratos ndo estressados apds a inje¢do intra-hipocampal de bicuculina
(antagonista GABA,.), demonstrando assim, o envolvimento dos receptores GABAAa.
Entretanto, os receptores GABAgp também estdo envolvidos na fisiopatologia da depressao.
Isto foi relatado no estudo onde ratos foram tratados com desipramina e obtiveram uma
melhora significativa do déficit causado pela bulbectomia (modelo animal de depressao)
associado a um aumento significativo na densidade dos receptores GABAg (JOLY et al.,
1987; BRAMBILLA et al., 2003).

Os receptores NMDA e a via da L-arginina-6xido nitrico também t€m sido
implicados na fisiopatologia da depressdao. Estudos clinicos tem mostrado que individuos
deprimidos possuem um nivel elevado de glutamina plaquetirio (LEVINE et al., 2000).
Virios estudos pré-clinicos t€m demonstrado que os receptores glutamatérgicos do sub-tipo

NMDA devem ser um alvo para a modulacio da depressdo, uma vez que varios antagonistas
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de receptores NMDA, como o antagonista ndo-competitivo MK-801, exibem atividade
antidepressiva em modelos animais de depressd@o. Também, foi relatado que a administracdo
crOnica de antidepressivos altera a expressdo das subunidades do receptor NMDA. Além
disso, ocorre a reducdo do “binding” de MK-801 neste receptor em algumas dreas do SNC
ap0s tratamento cronico com antidepressivos (revisado por SKOLNICK, 1999; MANIJI et al.,
2003). Um outro estudo demonstrou que pacientes que receberam tratamento com cetamina
(antagonista de receptores NMDA) apresentaram uma redugdo significativa do escore da
escala Hamilton de depressao em relacdo aos pacientes deprimidos controles que receberam
placebo (BERMAN et al, 2000).

Alguns estudos também tém sugerido a participagdo dos canais de célcio na
fisiopatologia da depressdao. Um estudo demonstrou um aumento da mobilizacdo das
concentragdes de cdlcio intracelular em pacientes com distirbios do humor (MIKUMI et al.,
1991, 1992; KONOPKA et al., 1996). Também foi verificado que antidepressivos, como a
fluoxetina e a imipramina, sdo capazes de antagonizar a mobilizacdo de cdlcio intracelular
induzida pela serotonina em sinaptossomas de cértex frontal de humanos (JAGADEESH e
SUBHASH, 1998). Em um estudo pré-clinico utilizando a técnica de ‘“‘patch-clamp” foi
demonstrado que a fluoxetina parece inibir os canais de célcio do tipo L, N e T, em
concentracdes terapeuticamente relevantes (DEAK et al., 2000). Além disso, um outro estudo
verificou que, o tratamento repetido com antagonistas de canal de célcio como a nifedipina, a
nimodipina e o diltizem apresentaram atividade antidepressiva em ratos no TNF (CZYRAK et
al., 1990).

Tem sido sugerido que os canais de potdssio (K") também tém seu papel na
modulacdo da depressao. Foi demonstrado que o pré-tratamento dos animais com gliburida,

um bloqueador de canais de K* dependentes de ATP, potencializou a atividade dos
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antidepressivos (imipramina, amitriptilina, citalopram, paroxetina, fluoxetina e
fluvoxamina) em camundongos no TNF (GUO et al.,, 1996). A gliquidona, um outro
bloqueador de canais de K" dependentes de ATP, apresentou atividade antidepressiva per se
em camundongos no TNF. De forma semelhante, a apamina e a caribdotoxina, dois
bloqueadores de canais de K* ativados por calcio, também reduziram o tempo de imobilidade
dos animais no TNF (GALEOTTI et al., 1999). Por outro lado, o pré-tratamento dos animais
com cromacalim, um ativador de canais de K" reverteu a atividade de alguns antidepressivos
em camundongos no TNF (REDROBE et al., 1996b). Além disso, o cromacalim e o minoxidil
(outro ativador de canais de K*) também foram capazes de aumentar o tempo de imobilidade
dos animais no TNF. O tetraetilamo6nio (TEA), inibidor ndo seletivo de canais de potéssio,
também foi capaz de reduzir a imobilidade dos camundongos no TNF. Estes dados estdo de
acordo com a sugestdo prévia de que os canais de K tém um papel importante na modulac¢io
da depressdo através do envolvimento de mais de um tipo de canal (GALEOTTI et al., 1999).

Além destas alteragdes neuroquimicas, foram observadas alteragdes anatdmicas
distintas em regides especificas do encéfalo de pacientes deprimidos. Estas alteracdes
morfolégicas (reducdo de volume e/ou nimero de células) foram observadas em regides
limbicas (hipocampo, ganglios da base e amigdala) e em regides corticais, implicando no
aparecimento de déficits cognitivos e problemas no humor (MANIJI et al, 2001; D'SA e
DUMAN, 2002).

Outro fator de relevada importancia na fisiopatologia da doenca € o estresse cronico
que, muitas vezes, precede o inicio da depressao clinica e tem sido associado a severidade das
doencas (WILLNER et al., 1997). Isto foi bem demonstrado por CALOGERO et al. (1988),
quando verificaram que o aumento da atividade do eixo Hipotdlamo-Pituitaria-Adrenal

(HPA), sensivel ao estresse, faz com que se manifestem sintomas depressivos. Além disso,
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SAPOLSKY et al. (2000), propuseram um mecanismo onde o estresse €
conseqiilentemente  altos niveis de glicocorticides apresentam como resultado
excitotoxicidade glutamatérgica, distirbio da homeostase do célcio, inibi¢do do transporte de
glicose e aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio. Sendo assim, em casos
extremos o estresse induz a morte celular e compromete neurdnios hipocampais em sua

habilidade de responder a outros insultos (MC EWEN, 1999).

1.4 Tratamento da depressao

O tratamento da depressdo pode ser realizado utilizando diversas terapias, sendo que
o clinico deve sugerir o tratamento mais adequado ao quadro de cada paciente. O tratamento
mais comum € a utilizacdo de medicamentos antidepressivos. Porém, em alguns casos, pode
ser utilizada a terapia eletroconvulsiva e a estimulacdo magnética transcraniana repetitiva.
Além destes tratamentos somaticos ainda pode ser indicada a psicoterapia (DUBOVSKY e
DUBOVISKY, 2004).

A terapia eletroconvulsiva € o tratamento mais eficiente para a depressdo unipolar e
bipolar. Trata-se da passagem pelo encéfalo de uma corrente elétrica bidirecional que dura
cerca de dois milissegundos, a qual € aplicada por meio de eletrodo unilateral direito ou
através de eletrodos bilaterais para produzirem uma convulsdo elétrica generalizada no
cérebro. Esta terapia € indicada para o tratamento de episddios agudos de depressdo maior,
especialmente quando sdo caracterizados por inicio rapido, duragdo breve, gravidade, psicose,
lentiddo motora, catotonia, deméncia grave e incapacidade de tolerar ou responder aos
medicamentos antidepressivos. Os principais efeitos desta terapia sdo o aumento da
transmissdo dopaminérgica em algumas regides do encéfalo, o aumento da transmissdao

serotonérgica, o bloqueio da transmissdo colinérgica muscarinica, a desensibilizacdo [3-

19



adrenérgica e o aumento da sensibilidade dos receptores o-adrenérgicos e a inibicdo da
potenciagdo a longo prazo induzida por receptores NMDA no hipocampo. Foi verificado que
esta terapia € segura e eficiente tanto em adultos como em criangas (revisado por
DUBOVSKY e DUBOVISKY, 2004).

A hipétese de que a fisiopatologia da depressao envolve, em parte, a hipoatividade
do cortex pré-frontal esquerdo levou a aplicacdo local de um campo magnético potente, que
induz uma corrente elétrica localizada perpendicularmente ao campo magnético. Esta terapia
foi denominada como estimulacdo magnética transcraniana repetitiva. Em estudos clinicos
esta terapia melhorou significativamente os sintomas dos pacientes com depressao refrataria,
mas nao teve efeito sobre o humor de pacientes sadios. Esta terapia € teoricamente atraente
porque ndo apresenta efeitos colaterais cognitivos. Os efeitos adversos mais importantes
foram cefaléia e raramente convulsdes. Porém, a maioria dos estudos foi de duracdo muito
curta e envolveu pequeno nimero de individuos, limitando a interpretacdo dos resultados
(revisado por DUBOVSKY e DUBOVISKY, 2004).

A introducdo dos medicamentos inibidores da monoamino oxidase (iMAO) e dos
antidepressivos triciclicos (TCA), na década de 50, e dos inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (ISRS) e de noradrenalina (ISRN), nos anos 80, revolucionou o tratamento
medicamentoso da depressdo. Apds a descoberta acidental da eficicia antidepressiva do
1IMAO iproniazida e do TCA imipramina (antidepressivos de primeira geracio), suas agoes
farmacoldgicas foram exploradas e formaram a base para os refinamentos para as proximas
drogas. Durante a pesquisa da segunda geracdo de antidepressivos, todos os compostos
desenvolvidos foram baseados na hipétese monoaminérgica cldssica. O sucesso desta
estratégia foi demonstrado pelo surgimento dos ISRSs, que sdo atualmente os antidepressivos

mais prescritos por serem mais seguros € possuirem efeitos colaterais mais brandos. A terceira
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geracdo de antidepressivos vem sendo pesquisada utilizando trés importantes estratégias:
modelos da patofisiologia, modelos farmacogendmicos e modelos de etiologia. No modelo da
patofisiologia sdao utilizados dois exemplos de drogas: antagonistas da substincia P e
antagonistas do hormonio liberador de corticotrofinas. Nos modelos farmacogenémico e
etiolégico estdo sendo utilizados grandes testes randomizados com alvos farmacogendmicos,
considerando possiveis polimorfismos e principalmente tentando definir as possiveis
etiologias da doenca. Neste contexto, a cura da patologia poderia ser definida como o
tratamento especifico que ird restaurar a(s) funcdo(des) fisiolégica(s) a partir da identificacdo
da variagdo genética ou ambiental. Nestas condi¢des ideais ainda seria possivel realizar
tratamentos preventivos com o minimo de efeitos adversos (revisado por WONG e LICINIO,
2004).

Entretanto, os novos antidepressivos ainda estdo longe do ideal. Isto porque a
observacdo da eficicia terap€utica destas drogas ainda requer semanas de tratamento, trés a
seis semanas nas estimativas conservadoras. Além disso, estudos t€ém demonstrado que
aproximadamente 30% dos pacientes tratados ndo apresentam resposta terapéutica
(SKOLNICK, 1999; MANII et al., 2003; WONG e LICINIO, 2004). Conseqiientemente, a
procura por farmacos antidepressivos continua e o foco desta busca estd na resolucdo destas
deficiéncias.

Apesar dos anos de estudos, os mecanismos da eficidcia dos antidepressivos ainda
nao estdo completamente elucidados. Estes anos de pesquisa revelaram alguns problemas
sérios na hipdtese monoaminérgica, por exemplo, estudos envolvendo o sistema
noradrenérgico relataram um aumento na liberacdo de NA na depressdo. Além disso, as
drogas que agem nestes sistemas neurotransmissores apresentam seu efeito horas apds a

administracdo. Desta forma a hip6tese monoaminérgica nao explica porque o efeito dos
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antidepressivos s ocorre apds semanas de tratamento. Algumas teorias postulam que
ocorrem alteracdes em longo prazo e que estas explicariam o efeito tardio dos antidepressivos
(revisado por WONG E LICINIO, 2001).

Alguns estudos sobre os mecanismos moleculares de acdao dos antidepressivos tém
sugerido a participacdo das vias de sinalizacdo que envolvem a sobrevivéncia e a morte de
células. Estudos recentes t€ém demonstrado que o tratamento cronico com diversas classes de
antidepressivos aumenta a proliferacdo e a sobrevivéncia neuronal. Desta forma, os
mecanismos da proteina de ligacdo responsiva ao AMPc (CREB), do fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF), da proteina antiapoptética (Bcl-2) e das proteinas quinases
ativadas por mitégenos (MAPKs) poderiam explicar ainda melhor o efeito tardio dos

antidepressivos (MANIJI et al., 2003).
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2. JUSTIFICATIVA

A depressdo tem sido relatada como uma das doengas neuropsiquidtricas de maior
prevaléncia (NEMEROFF E OWENS, 2002). Entretanto, um terco dos pacientes deprimidos
se mostram refratarios ao tratamento com antidepressivos (SPIEGEL, 1996). Além disso,
varios efeitos colaterais estdo associados ao uso dos tratamentos classicos (SPIEGEL, 1996).

Além destes dados, pode-se considerar que, primeiramente, o zinco € um metal que
apresenta uma acao inibitdria sobre receptores NMDA e que os mesmos estdo envolvidos na
fisiopatologia da depressao (SKOLNICK, 1999); em segundo lugar, o zinco estd presente em
baixas concentracdes no plasma de pacientes deprimidos (MAES et al., 1994, 1997, 1999;
DESNYDER, 1997); e finalmente, o tratamento agudo e crénico com zinco foi capaz de
produzir efeito antidepressivo em roedores (KROCZKA et al., 2000; KROCZKA et al., 2001;
NOWAK et al., 2003a, ROSA, 2003).

E neste cendrio em que a busca por moduladores endégenos dos receptores NMDA,
com efeito antidepressivo, como o zinco, bem como o estudo de seus mecanismos de ac¢do se

justifica como algo extremamente relevante.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar os mecanismos de acdo antidepressiva do cloreto de zinco no teste do nado

forcado em camundongos.

3.2. Objetivos especificos

» Investigar o envolvimento dos sistemas dopaminérgico, serotonérgico, GABAérgico e
opidide na a¢do antidepressiva do cloreto de zinco no TNF; e,
» Investigar o envolvimento dos canais de cdlcio e de potdssio na a¢do antidepressiva do

cloreto de zinco no TNF.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Drogas e reagentes

Os seguintes reagentes foram utilizados: baclofen, bicuculina, caribdotoxina,
cetanserina, clocinamox, dimetilsulféxido (DMSOQO), Tween 80; (2-(3,4-Diclorofenil )-N-metil-
N-[S-1-(-3-isotilcianatofenil)-2-(-1-pirrolinil) ~ etil] acetamida (DIPPA), flunarizina,
glibenclamida, haloperidol, muscimol, naltrindol, NAN-190, nifedipina, (N-[2-[4-(2-
metoxifenil)-1-piperazinil]etil]-N-(2-piridinil) ~ ciclohexanocarboxamida) = WAY-100635,
pindolol, ritanserina, sulpirida, tetraetilamonio (TEA), todos da Sigma, USA. O cloreto de

zinco (ZnCl,) foi obtido da Merck, Alemanha e o isamoltane da Tocris, USA.

4.2. Animais

Camundongos Swiss adultos de ambos os sexos, pesando 35 a 45 g, mantidos entre
22 e 25°C com dgua e racao ad libitum, em ciclo claro/escuro de 12 horas (7:00-19:00) foram
utilizados. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina e mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica. Os
camundongos permaneceram no laboratério por um periodo de adaptacdo de pelo menos 2 h
antes da realizacdo dos experimentos. Todas as observacdes foram feitas entre 10:00 e 16:00

horas sendo que cada animal foi usado apenas uma vez. Os procedimentos utilizados foram
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aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa

Catarina (CEUA).

4.3. Tratamento

As drogas utilizadas foram diluidas em solugdo salina (0,9% NaCl), com excec¢ao da
bicuculina, pindolol, NAN-190 e ritanserina, os quais foram diluidos em salina com 1% de
Tween 80, da sulpirida, que foi diluida em salina com 5% de DMSO, da caribdotoxina, do
DIPPA, da glibenclamida e da nifedipina que foram diluidos em salina com 10% de DMSO e
do haloperidol, que foi diluido em salina com 5% de etanol.

As drogas ou o veiculo (salina com 1% de Tween 80, salina com 5% de DMSO,
salina com 10% de DMSO ou salina com 5% de etanol) foram administrados pela via
intraperitoneal (i.p.) em volume de 10 ml/kg de peso corporal. Depois de 30 minutos foi
realizada a administracdo do ZnCl, ou veiculo e apds 30 min foi realizado o teste do nado
forcado (TNF).

Em uma outra série de experimentos, foram administrados pela via
intracerebroventricular (i.c.v.) salina, caribdotoxina, glibenclamida ou TEA. Depois de 15
minutos foi administrado por via i.p. o veiculo ou ZnCl, e depois de 30 minutos foi realizado
o TNF. A administragdo via i.c.v. foi realizada como descrito por Eckeli et al. (2000). Os
camundongos foram levemente anestesiados com éter. As inje¢des foram feitas através da
insercdo de uma agulha conectada por uma canula de propileno a micro-seringa Hamilton de
10 ul, diretamente no ventriculo lateral usando-se a bregma como referéncia (1 mm lateral e 1
mm posterior ao bregma, com uma perfuracdo de 4 mm de profundidade). As solucdes de

veiculo, caribdotoxina, glibenclamida ou TEA foram administradas (doses sub-ativas) em
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volume constante de 5 pl durante 30 segundos, e a canula foi mantida no local da injecao

por mais 30 segundos.
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5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIDEPRESSIVA DO ZINCO

5.1. Teste do nado forcado (TNF)

Este teste foi proposto por Porsolt et al. (1977) a fim de estudar substancias com uma
possivel acdo antidepressiva. O modelo sugere a observagdo do tempo de imobilidade, ou
seja, a resposta do animal que estd submetido a uma situagdo da qual ndo hd saida, o nado
forcado (Porsolt et al., 1979) (Figura 1). Um animal é considerado imdvel quando flutua na
agua ou quando realiza movimentos necessdrios apenas para manuten¢ao da sua cabeca acima
do nivel da 4gua. O tempo de imobilidade dos camundongos foi avaliado durante um periodo
de 6 minutos. Esta avaliacdo foi realizada em um cilindro plastico de 10 cm de diametro e 24
cm de altura contendo 19 cm de altura de dgua a temperatura de 25°C £ 1°C (Eckeli et al.,
2000; Da Silva et al., 2000, Zomkowski et al., 2002). Os antidepressivos cldssicos reduzem o
tempo de imobilidade nesse teste (Porsolt et al., 1977). Embora este modelo nao reflita
adequadamente a sintomatologia da depressdao em humanos, ele parece ter um alto valor

preditivo na investigacao de drogas antidepressivas (WILLNER, 1984).
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Figura 1. Teste do Nado Forcado (TNF)
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5.2. Estudo dos Mecanismos de Acio Antidepressiva do Zinco

5.2.1. Envolvimento do sistema dopaminérgico

A fim de investigar o envolvimento do sistema dopaminérgico na acdo antidepressiva
do zinco, como pode ser observado no esquema abaixo, os camundongos foram pré-tratados
com veiculo, haloperidol (0,2 mg/kg, i.p., antagonista dopaminérgico ndo seletivo) ou
sulpirida (50 mg/kg, i.p., antagonista D,-dopaminérgico). Trinta minutos depois, 0s animais
foram tratados com veiculo ou cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.). Decorridos 30 minutos, os

camundongos foram submetidos ao TNF.

Droga g
s |
30 [ 1
ZnCl, Veiculo ZnCl,
30 mg/kg 30 mg/kg
30°
|
TNF TNF

*Haloperidol (0,2 mg/kg) ou sulpirida (50 mg/kg).
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5.2.2. Envolvimento dos subtipos de receptores serotonérgicos 5-HT; e 5-HT,

Para investigar a participacao dos receptores serotonérgicos no efeito antidepressivo

do zinco, como pode ser observado no esquema abaixo, os animais foram pré-tratados com

veiculo, pindolol (32 mg/kg, i.p., antagonista de receptores 5-HT)a/p/B-adrenoceptores),

WAY 100635 (0,3 mg/kg, por via subcutanea -s.c., antagonista seletivo de receptores 5S-HT) 4)

ou isamoltane (2,5 mg/kg, i.p., antagonista de receptores 5-HT)p), e ainda com ritanserina (5

mg/kg, i.p., antagonista de receptores 5-HT,ac) ou cetanserina (4 mg/kg, 1.p., antagonista

preferencial de receptores 5-HT,a). Decorridos 30 minutos os animais foram tratados com

veiculo ou com cloreto de zinco (30 mg/kg, 1.p.). Apés 30 minutos os animais foram

submetidos ao TNF (ZOMKOVSKI et al., 2004).

30’

ZnCl, Veiculo
30 mg/kg

30’

TNF

ZnClz
30 mg/kg

TNF

* Pindolol (32 mg/kg) isamoltane (2,5 mg/kg), WAY 100635 (0,3 mg/kg),

ritanserina (5 mg/kg), ou cetanserina (4 mg/kg).
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5.2.3. Envolvimento do sistema GABAérgico

A fim de investigar o envolvimento do sistema GABAérgico no efeito antidepressivo
do zinco, como pode ser observado no esquema abaixo, os animais foram pré-tratados com
veiculo, baclofen (4 mg/kg, i.p., agonista de receptores GABAg) ou bicuculina (1 mg/kg, i.p.,
antagonista de receptores GABA,). Decorridos 30 minutos os animais foram tratados com
veiculo ou com cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) e ap6és 30 minutos foram submetidos ao
TNF. Da mesma maneira, os animais foram pré-tratados com veiculo ou bicuculina (1 mg/kg,
i.p.) e ap6s 30 minutos foram tratados com muscimol (1 mg/kg, i.p., agonista de receptores
GABA,), sendo submetidos, depois de 30 minutos ao TNF (Protocolo A). Em um outro
protocolo experimental os animais foram pré-tratados com veiculo ou uma dose sub-ativa de
muscimol (0,5 mg/kg, i.p.), e ap6és 20 minutos foram injetados com doses sub-ativas de

cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p.). Decorridos 30 minutos os animais foram submetidos ao TNF

(Protocolo B).

Veiculo

TNF

Protocolo A: * Baclofen (4 mg/kg) ou bicuculina (1 mg/kg) e # ZnCl, (30 mg/kg) ou

Muscimol (1 mg/kg).

Droga
#

TNF

Protocolo B: ¥ Muscimol (0,5 mg/kg, dose sub-ativa) e # ZnCl, (5 mg/kg, dose sub-ativa)
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5.2.4. Envolvimento do sistema opidide

Para investigar a participagdo dos sub-tipos de receptores opidides no efeito
antidepressivo do zinco, como pode ser observado no esquema abaixo, os animais foram pré-
tratados com veiculo ou naltrindol (3 mg/kg, i.p., antagonista seletivo dos receptores o
opidides). Apdés 30 minutos, os animais foram tratados com veiculo ou cloreto de zinco (30
mg/kg, i.p.), sendo submetidos, apds 30 minutos, ao TNF. Com o mesmo objetivo, os animais
foram pré-tratados com DIPPA (1 mg/kg, i.p., antagonista seletivo dos receptores k opidides)
ou veiculo, 48 horas antes, ou ainda com clocinamox (1 mg/kg, i.p., antagonista seletivo dos
receptores L opidides) ou veiculo, 24 horas antes do tratamento. O tratamento foi realizado
com a administracdo de veiculo ou de cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.). Depois de 30 minutos

os animais foram submetidos ao TNF.

Droga 3
|
| |
ZnCl, Veiculo ZnCl,
30 mg/kg 30 mg/kg
30

|

TNF TNF

* Naltrindol (3 mg/kg, #30 min. antes), DIPPA (1 mg/kg, #48h antes) ou clocinamox (1

mg/kg, #24h antes).
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5.2.5. Envolvimento dos canais de calcio

Para investigar a participacdo dos canais de célcio no efeito antidepressivo do zinco,
como pode ser observado no esquema abaixo, os animais foram pré-tratados com veiculo ou
doses sub-ativas de nifedipina (0,01 pg/kg i.p., bloqueador de canal de célcio tipo L) ou
flunarizina (0,05 mg/kg i.p., bloqueador de canal de calcio tipo T) e ap6s 20 minutos foram

injetados com uma dose sub-ativa de cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p.). Decorridos 30 minutos

os animais foram submetidos ao TNF.

200

ZnCl, Veiculo

5 mg/kg
30’

TNF

* Nifedipina (0,01 pug/kg) ou flunarizina (0,05 mg/kg).
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5.2.6. Envolvimento dos canais de potassio

Para investigar a participacdo dos canais de potdssio no efeito antidepressivo do
zinco, como pode ser observado no esquema abaixo, os animais foram pré-tratados com
veiculo ou uma dose sub-ativa de TEA (25 pg/sitio, i.c.v., bloqueador de canais de potéssio
sensiveis ao ATP e/ou ativados por célcio), caribdotoxina (25 pg/sitio, i.c.v., bloqueador de
canal de potdssio ativado por célcio) ou Glibenclamida (0,5 pg/sitio, i.c.v., bloqueador de
canal de potéssio sensivel ao ATP) e apés 15 minutos foram injetados com doses sub-ativas

de cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p.). Decorridos 30 minutos os animais foram submetidos ao

TNF.

15’

ZnCl, Veiculo

5 mg/kg
30’

TNF

ZnCl,
5 mg/kg

TNF

* TEA (25 pg/sitio), caribdotoxina (25 pg/sitio) ou glibenclamida (0,5 pg/sitio).
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5.3. Analise estatistica

Os resultados foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA) de uma ou de duas
vias, seguida do teste post hoc de Duncan, quando apropriado. Foram considerados

estatisticamente significativos valores de P< 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Envolvimento do Sistema Dopaminérgico

O pré-tratamento dos animais com haloperidol (0,2 mg/kg, i.p., antagonista
dopaminérgico ndo seletivo — Figura 2A) reverteu o efeito antidepressivo causado pelo
cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou um efeito
significativo do pré-tratamento com o haloperidol [F(1,20) = 18,9; P < 0,01], do tratamento
com o cloreto de zinco [F(1,20) = 13,2; P < 0,01] e da interagdo entre o pré-tratamento € o
tratamento [F(1,20) = 12,47; P < 0,01]. Da mesma forma, o pré-tratamento dos animais com a
sulpirida (50 mg/kg, i.p., antagonista D,-dopaminérgico — Figura 2B) reverteu o efeito
antidepressivo causado pelo cloreto de zinco (30 mg/kg, 1.p.) no TNF. A ANOVA de duas
vias revelou um efeito significativo do pré-tratamento com a sulpirida [F(1,20) = 51,9; P <
0,01] e da interagdo entre o pré-tratamento e o tratamento [F(1,20) = 31,2; P < 0,01], mas ndo
do tratamento com o cloreto de zinco [F(1,20) = 3,5; P = 0,07]. O teste post hoc de Duncan
mostrou que o efeito antidepressivo do cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) foi significativamente

prevenido pelo tratamento dos animais com haloperidol ou sulpirida.
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Figura 2. Efeito do pré-tratamento dos animais com haloperidol (0,2 mg/kg, i.p., Painel A) e
com sulpirida (50 mg/kg, i.p. Painel B) sobre a reducdo do tempo de imobilidade causada
pelo cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF. Os camundongos foram pré-tratados com 0s
antagonistas 30 minutos antes da administracdo do cloreto de zinco. Os resultados estdo
expressos como média + E.P.M. (n = 6). ** P < 0,01 quando comparado com grupo controle
(veiculo), # P < 0,01 quando comparado com o grupo tratado com cloreto de zinco na
auséncia do antagonista.
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6.2. Envolvimento dos Subtipos de Receptores Serotonérgicos S-HT e 5-HT;

A Figura 3A mostra o efeito do pré-tratamento dos animais com pindolol (32 mg/kg,
i.p., antagonista 5-HT 4  18), WAY 100635 (0,3 mg/kg, antagonista 5-HT;A) ou isamoltane
(2,5 mg/kg, i.p., antagonista 5-HT;p) revertendo a redu¢do do tempo de imobilidade causado
pelo cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou o efeito
significativo do pré-tratamento com pindolol [F(1,20) = 48,7; P < 0,01] e da interagdo entre o
pré-tratamento e o tratamento [F(1,20) = 68,2; P < 0,01], mas ndo do tratamento com cloreto
de zinco [F(1,20) = 4,2; P = 0,05]. Também revelou o efeito significativo do pré-tratamento
com WAY 100635 [F(1,21) = 18,4; P < 0,01], do tratamento com o cloreto de zinco [F(1,21)
= 5,8; P < 0,05]. e da interagdo entre o pré-tratamento e o tratamento [F(1,21) = 21,8; P <
0,01]. Ainda revelou um efeito significativo do pré-tratamento com isamoltane [F(1,20) =
16,9; P < 0,01], do tratamento com o zinco [F(1,20) = 22,3; P < 0,01] e da interacdo entre o
pré-tratamento e o tratamento [F(1,20) = 40,6; P < 0,01]. A andlise de post hoc de Duncan
indicou que o efeito antidepressivo do cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) foi significativamente
prevenido pelo tratamento dos animais com pindolol, WAY 100635 ou isamoltane.

A Figura 3B mostra, de maneira similar, o efeito do pré-tratamento dos animais com
ritanserina (5 mg/kg, 1.p., antagonista 5-HT,a/c) ou cetanserina (4mg/kg, i.p., antagonista 5-
HT,4), revertendo a redug¢do do tempo de imobilidade causado pelo cloreto de zinco (30
mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo do pré-
tratamento com ritanserina [F(1,20) = 12,5; P < 0,01], do tratamento com zinco [F(1,20) =
20,2; P < 0,01] e da interagdo entre o pré-tratamento e o tratamento [F(1,20) = 19,0; P <
0,01]. Também revelou um efeito significativo do pré-tratamento com cetanserina [F(1,20) =
26,3; P < 0,01], do tratamento com o cloreto de zinco [F(1,20) = 21,9; P < 0,01] e da

interacdo entre o pré-tratamento e o tratamento [F(1,20) = 34,6; P < 0,01]. O teste de post hoc
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de Duncan indicou que o efeito antidepressivo do cloreto de zinco (30 mg/kg, 1.p.)
também foi significativamente prevenido pelo tratamento dos animais com ritanserina ou
cetanserina.
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Figura 3. Efeito do pré-tratamento dos animais com pindolol (32 mg/kg, i.p.), WAY
100635 (0,3 mg/kg, 1.p.) ou isamoltane (2,5 mg/kg, i.p.) (Painel A) e do pré-tratamento dos
animais com ritanserina ou cetanserina (Painel B) sobre a reducdo do tempo de imobilidade
causada pelo cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF. Os camundongos foram pré-tratados
com pindolol, WAY 100635, isamoltane, ritanserina ou cetanserina 30 minutos antes da
administracdo do cloreto de zinco. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. (n =
6-7). ** P < 0,01 quando comparado com grupo controle (veiculo), # P < 0,01 quando
comparado com o grupo tratado com cloreto de zinco na auséncia dos antagonistas.
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6.3. Envolvimento do Sistema GABAérgico

O envolvimento do sistema GABAérgico na atividade antidepressiva do cloreto de
zinco também foi investigada. O pré-tratamento dos animais com bicuculina (1 mg/kg, i.p.,
antagonista de receptores GABA — Figura 4A) ou baclofen (4 mg/kg, i.p., agonista de
receptores GABAg — Figura 4B), reverteu, de maneira significativa, a reducdo do tempo de
imobilidade causada pelo cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias
revelou um efeito significativo do pré-tratamento com bicuculina [F(1,22) = 26,0; P < 0,01],
do tratamento com o cloreto de zinco [F(1,22) = 29,6; P < 0,01] e da interagdo entre o pré-
tratamento e o tratamento [F(1,22) = 18,6; P < 0,01]. Também revelou um efeito significativo
do pré-tratamento com baclofen [F(1,20) =7,3; P = 0,01], do tratamento com cloreto de zinco
[F(1,20) = 12,7; P < 0,01] e da interacdo entre o pré-tratamento e o tratamento [F(1,20) =
15,5; P < 0,01]. O teste post hoc de Duncan indicou que o efeito antidepressivo do cloreto de
zinco (30 mg/kg, i.p.) foi significativamente prevenido pelo tratamento dos animais com
bicuculina ou baclofen. Além disso, o pré-tratamento dos animais com bicuculina (1 mg/kg,
1.p., — Figura 4C), reverteu de maneira significativa, a redu¢do da imobilidade causada pelo
muscimol (1 mg/kg, i.p., agonista de receptores GABA,). A ANOVA de duas vias revelou
um efeito significativo do pré-tratamento com bicuculina [F(1,20) = 10,2; P < 0,01], do
tratamento com o muscimol [F(1,20) = 13,58; P < 0,01] e da interacdo entre o pré-tratamento
e o tratamento [F(1,20) = 10,75; P < 0,01]. O teste post hoc de Duncan indicou que o efeito
antidepressivo do muscimol (1 mg/kg) foi significativamente prevenido pelo tratamento dos
animais com bicuculina. O pré-tratamento dos animais com muscimol (0,5 mg/kg i.p., dose
sub-ativa — Figura 4D) foi capaz de potencializar o efeito do cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p.,
dose sub-ativa) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou o efeito significativo da interagao

entre o pré-tratamento e o tratamento [F(1,21) = 4,48; P < 0,05], mas ndo do pré-tratamento
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com muscimol [F(1,21) = 1,87; P = 0,18] e do tratamento com o cloreto de zinco
[F(1,21) = 2,76; P = 0,11]. O teste post hoc de Duncan indicou que o pré-tratamento com

muscimol foi capaz de aumentar significativamente o efeito anti-imobilidade do zinco no

TNF.
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Figura 4. Efeito do pré-tratamento dos animais com bicuculina (1 mg/kg, 1.p., antagonista de
receptores GABA,, Painel A) e baclofen (4 mg/kg, i.p., agonista de receptores GABAg,
Painel B) sobre a reducdo do tempo de imobilidade causada pelo cloreto de zinco (30 mg/kg,
i.p.) no TNF. Efeito do pré-tratamento dos animais com bicuculina (1 mg/kg, i.p., Painel C)
sobre a reducdo do tempo de imobilidade causada pelo muscimol (1 mg/kg, i.p., agonista de
receptores GABA,). Os camundongos foram pré-tratados bicuculina ou baclofen 30 minutos
antes da administracdo do cloreto de zinco ou muscimol. Os resultados estdo expressos como
média + E.P.M. (n = 6-7). ** P =0,01 quando comparado com grupo controle (veiculo), # P <
0,01 quando comparado com o grupo tratado com cloreto de zinco na auséncia dos
antagonistas. Efeito do pré-tratamento dos animais com muscimol (0,5 mg/kg, i.p., dose sub-
ativa, Painel D) potencializando o efeito do cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p., dose sub-ativa) no
TNF. Os camundongos foram pré-tratados com muscimol 20 minutos antes da administragdo
do cloreto de zinco e pds 30 minutos foi realizado o TNF. Os resultados estdo expressos como
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média + EP.M. (n = 6-7). *P < 0,05 quando comparado com os grupos salina/salina,
salina/ cloreto de zinco ou muscimol/salina.

6.4 Envolvimento do Sistema Opidide

A participacao de sub-tipos de receptores opidides no efeito antidepressivo do cloreto
de zinco também foi investigada. O pré-tratamento dos animais com naltrindol (3 mg/kg, i.p.,
antagonista seletivo dos receptores delta () opidides — Figura 5A), DIPPA (1 mg/kg, i.p.,
antagonista seletivo dos receptores kappa (k) opidides — Figura 5B) ou clocinamox (1 mg/kg,
1.p., antagonista seletivo dos receptores mi (1) opidides — Figura SC) reverteu o efeito
antidepressivo do cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou
um efeito significativo do pré-tratamento com naltrindol [F(1,20)=21,5; P < 0,01], do
tratamento com o cloreto de zinco [F(1,20) = 11,7; P < 0,01] e da interacdo entre o pré-
tratamento e o tratamento [F(1,20) = 24,5; P < 0,01]. Também revelou um efeito significativo
da interacdo entre o pré-tratamento com DIPPA e o tratamento com o cloreto de zinco
[F(1,20) = 19,0; P < 0,01], mas ndo do pré-tratamento com DIPPA [F(1,20) =0,8; P =0,4] ou
do tratamento com o cloreto de zinco [F(1,20) = 2,4; P = 0,1]. A ANOVA ainda revelou o
efeito significativo do pré-tratamento com clocinamox [F(1,23) = 15,9; P < 0,01] e da
interacdo entre o pré-tratamento e o tratamento [F(1,23) = 44,6; P < 0,01], mas ndo do
tratamento com o cloreto de zinco [F(1,23) = 3,9; P = 0,06]. O teste de post hoc de Duncan
indicou que o efeito antidepressivo do cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) foi significativamente

prevenido pelo tratamento dos animais com naltrindol, DIPPA ou clocinamox.
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Figura 5. Efeito do pré-tratamento dos animais com naltrindol (3 mg/kg, i.p., Painel A),
DIPPA (0,5 mg/kg, i.p., Painel B) e clocinamox (1 mg/kg, i.p., Painel C) sobre a reducao do
tempo de imobilidade causada pelo cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF. Os
camundongos foram pré-tratados com naltrindol 30 minutos, com DIPPA 48 horas e com
clocinamox 24 horas antes da administracdo do cloreto de zinco e 30 minutos apds foi
realizado o TNF. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. (n = 6-9). ** P < 0,01
quando comparado com grupo controle (veiculo), # P < 0,01 quando comparado com o grupo
tratado com cloreto de zinco na auséncia dos antagonistas.
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6.5. Envolvimento dos canais de calcio

O pré-tratamento dos animais com dose sub-ativa de nifedipina (0,01 pg/kg i.p.,
bloqueador de canal de célcio tipo L — Figura 6) foi capaz de potencializar o efeito do cloreto
de zinco (5 mg/kg, i.p., dose sub-ativa) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou o efeito
significativo do pré-tratamento com nifedipina [F(1,20) = 21,9; P < 0,01] e da interagdo entre
o pré-tratamento e o tratamento [F(1,20) = 26,1; P < 0,01], mas ndo do tratamento com o
cloreto de zinco [F(1,20) = 3,8; P = 0,06]. O teste post hoc indicou que o pré-tratamento com
nifedipina foi capaz de aumentar significativamente o efeito anti-imobilidade do cloreto de

zinco no TNF.
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Figura 6. Efeito antidepressivo sinérgico da nifedipina (0,01 pg/kg i.p., dose sub-ativa) com o
cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p., dose sub-ativa) no TNF. Os camundongos foram pré-tratados
com nifedipina 20 minutos antes da administracdo do cloreto de zinco. Os resultados estao
expressos como média + EP.M. (n = 6). **P < 0,01 quando comparado com os grupos
salina/salina, salina/cloreto de zinco ou nifedipina/salina.
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A Figura 7A mostra a curva dose-resposta da flunarizina (0,05-5 mg/kg i.p.,
bloqueador de canal de cdlcio tipo T) no TNF. A ANOVA de uma via revelou uma diferenca
significativa para o efeito da flunarizina na redu¢ao do tempo de imobilidade no TNF [F(3,27)
=28,80; P < 0,01]. O teste post hoc de Duncan indicou que a flunarizina, nas doses de 0,5 e 5
mg/kg, reduziu significativamente o tempo de imobilidade dos animais no TNF.

O pré-tratamento dos animais com flunarizina (0,05 mg/kg i.p., dose sub-ativa —
Figura 7B) foi capaz de potencializar a redu¢do do tempo de imobilidade do cloreto de zinco
(5 mg/kg, i.p., dose sub-ativa) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou o efeito significativo
do pré-tratamento com flunarizina [F(1,24) = 12,0; P < 0,01] e da interacdo entre o pré-
tratamento e o tratamento [F(1,24) = 2.,5; P < 0,05], mas ndo do tratamento com o cloreto de
zinco [F(1,24) = 4,1; P < 0,05]. O teste post hoc indicou que o pré-tratamento com flunarizina
foi capaz de aumentar significativamente o efeito anti-imobilidade do cloreto de zinco no

TNF.
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Figura 7. Efeito da administracdo de flunarizina (0,05-5 mg/kg, i.p., Painel A) no TNF. A
flunarizina foi administrada 30 minutos antes do TNF. Os resultados estdo expressos como
média + E.P.M. (n = 6-7). ¥**P < 0,01 quando comparado com o grupo salina. Efeito do pré-
tratamento dos animais com flunarizina (0,05 mg/kg, 1.p., Painel B) sobre o efeito do cloreto
de zinco (5 mg/kg, i.p.) no TNF. Os camundongos foram pré-tratados com flunarizina 20
minutos antes da administragdo do cloreto de zinco. Os resultados estdo expressos como
média + E.P.M. (n = 6-8).
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6.6. Envolvimento dos canais de potassio

A Figura 8A mostra a curva dose-resposta do TEA (25 - 2500 pg/sitio, i.c.v.,
bloqueador de canais de potéssio sensiveis ao ATP e/ou ativados por cdlcio). A ANOVA de
uma via revelou uma diferenga significativa para o efeito do TEA na reducdo do tempo de
imobilidade no TNF [F(3,22) = 43,54; P < 0,01]. O teste post hoc de Duncan indicou que o
TEA, nas doses de 250 e 2500 pg/sitio, i.c.v., reduziu significativamente o tempo de
imobilidade dos animais no TNF.

A Figura 8B mostra que o pré-tratamento dos animais com dose sub-ativa de TEA
(25 pg/sitio, i.c.v.) foi capaz de potencializar significativamente o efeito antidepressivo do
cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou o efeito significativo
do pré-tratamento com TEA [F(1,22) = 12,3; P < 0,01] e da interagdo entre o pré-tratamento e
o tratamento [F(1,22) =7,6; P < 0,01], mas ndo do tratamento com o cloreto de zinco [F(1,22)
=0,28, P =0,6]. O teste post hoc de Duncan indicou que o pré-tratamento com TEA foi capaz

de aumentar significativamente o efeito anti-imobilidade do zinco no TNF.
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Figura 8. Efeito da administracdo de TEA (25 — 2500 pg/sitio, i.c.v., Painel A) no TNF. O
TEA foi administrado 15 minutos antes do TNF. Os resultados estdo expressos como média +
E.P.M. (n = 6-7). **P < 0,01 quando comparado com o grupo salina. Efeito do pré-tratamento
dos animais com TEA (25 pg/sitio, i.c.v., dose sub-ativa, Painel B) potencializando o efeito
do cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p., dose sub-ativa) no TNF. Os camundongos foram pré-
tratados com TEA 15 minutos antes da administracio do cloreto de zinco e pés 30 minutos foi
realizado o TNF. Os resultados estao expressos como média + E.P.M. (n = 6-7). **P < 0,01
quando comparado com os grupos salina/salina, salina/ cloreto de zinco ou
glibenclamida/salina.
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A Figura 9A mostra a curva dose-resposta da caribdotoxina (0,025-25 ng/sitio,
1.c.v., bloqueador de canal de potéssio ativado por cdlcio). A ANOVA de uma via revelou
uma diferenca significativa para o efeito da caribdotoxina na reducdo do tempo de
imobilidade no TNF [F(4,27) = 10,23; P < 0,01]. O teste post hoc de Duncan indicou que a
caribdotoxina, nas doses de 2,5 e 25 ng/sitio, i.c.v., reduziu significativamente o tempo de
imobilidade dos animais no TNF.

A Figura 9B mostra que o pré-tratamento dos animais com dose sub-ativa de
caribdotoxina (0,025 ng/sitio, i.c.v.) foi capaz de potencializar significativamente o efeito
antidepressivo do cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou o
efeito significativo do pré-tratamento com caribdotoxina [F(1,22) = 42,9; P < 0,01], do
tratamento com o zinco [F(1,22) = 31,3; P < 0,01] e da interacdo entre o pré-tratamento € o
tratamento [F(1,22) = 19,3; P < 0,01]. O teste post hoc indicou que o pré-tratamento com
caribdotoxina foi capaz de aumentar significativamente o efeito anti-imobilidade do zinco no

TNF.
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Figura 9. Efeito da administracdo de caribdotoxina (0,025 — 25 ng/sitio, i.c.v., Painel A) no
TNF. A caribdotoxina foi administrada 15 minutos antes do TNF. Os resultados estdo
expressos como média + E.P.M. (n = 6-7). *P < 0,05 ou **P < 0,01 quando comparado com
o grupo salina. Efeito do pré-tratamento dos animais com caribdotoxina (0,025 ng/sitio, i.c.v.,
dose sub-ativa, Painel B) potencializando o efeito do cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p., dose
sub-ativa) no TNF. Os camundongos foram pré-tratados com caribdotoxina 15 minutos antes
da administra¢do do cloreto de zinco e apés 30 minutos foi realizado o TNF. Os resultados
estdo expressos como média + EP.M. (n = 6-7). **P < 0,01 quando comparado com os
grupos salina/salina, salina/ cloreto de zinco ou caribdotoxina/salina.
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A Figura 10A mostra a curva dose-resposta da glibenclamida (0,5 - 5000
pg/sitio, i.c.v., bloqueador de canal de potdssio sensivel ao ATP). A ANOVA de uma via
revelou uma diferenca significativa para o efeito da glibenclamida na reducdo do tempo de
imobilidade no TNF [F(3,22) = 19,93; P < 0,01]. O teste post hoc de Duncan indicou que a
glibenclamida, nas doses de 50 e 5000 pg/sitio, i.c.v., reduziu significativamente o tempo de
imobilidade dos animais no TNF.

A Figura 10B mostra que o pré-tratamento dos animais com dose sub-ativa de
glibenclamida (0,5 pg/sitio, i.c.v.) foi capaz de potencializar significativamente o efeito
antidepressivo do cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou o
efeito significativo do pré-tratamento com glibenclamida [F(1,23) = 43.,8; P < 0,01], do
tratamento com o zinco [F(1,23) = 13,5; P < 0,01] e da interacdo entre o pré-tratamento € o
tratamento [F(1,23) = 26,1; P < 0,01]. O teste post hoc indicou que o pré-tratamento com
glibenclamida foi capaz de aumentar significativamente o efeito anti-imobilidade do zinco no

TNF.
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Figura 10. Efeito da administracao de glibenclamida (0,5 - 5000 pg/sitio, i.c.v., Painel A) no
TNF. A glibenclamida foi administrada 15 minutos antes do TNF. Os resultados estdo
expressos como média + E.P.M. (n = 6-7). **P < 0,01 quando comparado com o grupo salina.
Efeito do pré-tratamento dos animais com glibenclamida (0,5 pg/sitio, i.c.v., dose sub-ativa,
Painel B) potencializando o efeito do cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p., dose sub-ativa) no TNF.
Os camundongos foram pré-tratados com glibenclamida 15 minutos antes da administracdo do
cloreto de zinco e 30 minutos apds foi realizado o TNF. Os resultados estdo expressos como
média + E.P.M. (n = 6-8). **P < 0,01 quando comparado com os grupos salina/salina, salina/
cloreto de zinco ou glibenclamida/salina.
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7. DISCUSSAO

Alguns estudos tém demonstrado que o tratamento agudo (KROCZKA et al., 2000;
KROCZKA et al., 2001) e cronico (NOWAK et al., 2003a) com zinco produz efeito
antidepressivo no TNF em roedores. Um trabalho realizado pelo nosso grupo confirmou este
efeito antidepressivo do zinco no TNF em camundongos e mostrou também que o zinco
exerce efeito antidepressivo no teste da suspensao da cauda, outro modelo animal preditivo de
atividade antidepressiva. Além disso, neste trabalho foi verificado que o efeito antidepressivo
do zinco no TNF estd relacionado com a inibicdo do receptor NMDA e com uma interagao
com a via da L-arginina-6xido nitrico (ROSA et al., 2003). A partir destes resultados, o
presente estudo foi desenvolvido procurando desvendar quais os sistemas de
neurotransmissores e canais idnicos que também estdo envolvidos direta ou indiretamente na
atividade antidepressiva do zinco. Sendo assim, o envolvimento dos sistemas dopaminérgico,
opidide, serotonérgico, GABAérgico e dos canais de cdlcio e de potdssio na a¢do no zinco no
TNF em camundongos foi investigado.

O TNF foi desenvolvido por Porsolt e colaboradores utilizando inicialmente ratos e
posteriormente camundongos. Este teste gera uma situacdo de estresse inescapdvel. Desta
forma, ele provoca um estado de imobilidade nos animais apds um periodo de atividade
vigorosa e tentativa de fuga (PORSOLT et al., 1977; WILNER, 1984). Esta imobilidade
reflete a falha da persisténcia do comportamento de fuga (desamparo comportamental) ou o

desenvolvimento do comportamento passivo que incapacita o animal. Substancias que t€m a
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capacidade de reduzir o tempo de imobilidade neste modelo apresentam atividade
antidepressiva em humanos (PORSOLT et al., 1977; PORSOLT,1979). Embora o TNF nao
reflita adequadamente a sintomatologia da depressio em humanos, ele tem um alto valor
preditivo na investigagdo de drogas antidepressivas (WILLNER, 1984, CRYAN et al., 2002).
Por isso, este teste € uma das ferramentas mais amplamente utilizadas na avaliac@o pré-clinica
da atividade antidepressiva de uma droga. A utilizacio difundida deste modelo, também € um
reflexo do seu baixo custo, alta reprodutibilidade, facilidade de execucdo, sensibilidade a
todas as classes de antidepressivos, e finalmente a possibilidade de determinar todos os
mecanismos de a¢cdo dos tratamentos com antidepressivos (BORSINI e MELI, 1988; CRYAN
et al., 2002). Por esta razdo este foi o modelo escolhido para o presente estudo.

A fim de investigar a participacdo do sistema dopaminérgico na acdo antidepressiva
do zinco, os camundongos foram pré-tratados com haloperidol (antagonista dopaminérgico
ndo seletivo) e com sulpirida (antagonista D, dopaminérgico) em doses que ndo produziram
efeito no TNF. A administracdo do haloperidol ou da sulpirida reverteu significativamente o
efeito antidepressivo causado pelo zinco neste teste. Estes resultados sugerem que a agdo
antidepressiva do zinco parece ser mediada, pelo menos em parte, pela estimulacdo de
receptores dopaminérgicos D,.

A sugestao do envolvimento do sistema dopaminérgico na acdo antidepressiva do
zinco € corroborada pelo fato que o zinco regula a recaptacdo de dopamina por uma interacao
molecular direta com o transportador de DA (DAT). O zinco na forma idnica interage com as
histidinas no dominio extracelular do DAT reduzindo a sua capacidade de captacdao
(NORREGARD et al., 2004). Desta forma, uma possibilidade que poderia explicar a reversao

do efeito do zinco no TNF pelo haloperidol e pela sulpirida, seria o fato do zinco aumentar a
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concentracdo de dopamina na fenda sindptica, levando a uma ativacdo de receptores
dopaminérgicos D,.

De fato, a participacdo do sistema dopaminérgico, particularmente via receptores
dopaminérgicos D, na depressdo tem sido amplamente demonstrada em estudos pré-clinicos e
clinicos. A imipramina, antidepressivo triciclico, apresentou um efeito antidepressivo
sinérgico com a amantadina (antagonista ndo competitivo de receptores NMDA) no TNF em
ratos, o qual foi revertido pelo pré-tratamento dos animais com sulpirida, sugerindo a
participacdo dos receptores D, neste efeito. Além disso, um outro estudo verificou que a
adi¢do de litio (antidepressivo utilizado na depressdo bipolar) na alimentacdo de ratos, por 6
dias, foi capaz de aumentar significativamente a expressdo do mRNA do receptor D, na regido
do estriado (KAMEDA et al., 2001). Um outro estudo verificou ainda, que o prampimexol
(agonista D»/3 dopaminérgico) apresentou significativa atividade antidepressiva em
camundongos no TNF (SIUCIAK e FUJIWARA, 2004).

Contudo, ndo podemos excluir a participagdo dos receptores D;, os quais estdo
também envolvidos na fisiopatologia da depressao (YAMADA et al., 2004), na acao do zinco
no TNF, a qual devera ser investigada em estudos futuros. Foi demonstrado que os ratos
submetidos ao estresse cronico (modelo animal de depressdo) apresentaram um significativo
acréscimo (36%) na densidade dos receptores D; nesta regido. Este acréscimo foi atenuado
quando os animais foram tratados cronicamente com imipramina (OSSOWSKA et al., 2002).
Um outro estudo demonstrou que a bupropiona ou a nomifensina, inibidores da recaptacao de
DA (ISRD), apresentaram acao antidepressiva no TNF em camundongos, a qual foi revertida
pelo pré-tratamento dos animais com SCH 23390 (antagonista de receptores D;) ou com
sulpirida (YAMADA et al., 2004). Os resultados deste trabalho sugerem que a atividade

antidepressiva dos ISRD ocorreu através de uma agao indireta dos mesmos sobre o sistema
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dopaminérgico, ou seja, através da inibicdo da recaptacdo da dopamina. Estes dados
corroboram com a hipétese que a agdo do zinco no TNF também poderia ocorrer de maneira
indireta através da interacdo com o transportador DAT, reduzindo a recaptagdo da dopamina.

Os nossos resultados também estendem os resultados anteriores obtidos por ROSA
(2003), confirmando o envolvimento do sistema serotonérgico no efeito antidepressivo do
zinco. Isto ficou evidenciado uma vez que a administragdo de pindolol (antagonista de
receptores S5-HTja18), WAY 100635 (antagonista seletivo de receptores 5-HT; ) ou
isamoltane (antagonista de receptores 5-HTg) reverteram completamente a reduc¢do no tempo
de imobilidade causada pelo zinco. Da mesma forma, a administracio de ritanserina
(antagonista 5-HT,4 e 5-HT,¢) ou cetanserina (antagonista 5-HT,4) também foram capazes de
reverter completamente o efeito antidepressivo do zinco no TNF. Estes resultados indicam
que a acdo antidepressiva do zinco parece envolver, a0 menos em parte, uma interacdo tanto
com os receptores 5-HT 4 e 5-HT ;3 como também com os receptores 5-HTx,

Estes dados complementam os resultados encontrados anteriormente pelo nosso
grupo, que demonstraram uma reversao do efeito antidepressivo do zinco no TNF pelo pré-
tratamento com PCPA (inibidor da enzima triptofano hidroxilase que causa deplecdo de
serotonina), bem como um efeito antidepressivo sinérgico do pindolol com o zinco (ROSA,
2003). De acordo com a literatura, antagonistas dos receptores 5-HT;4, como o pindolol,
aumentam ou aceleram os efeitos de antidepressivos em estudos pré-clinicos e clinicos
(Artigas et al., 2001). O mecanismo de ac¢do pelo qual o pindolol auxilia nas atividades
antidepressivas nao foi totalmente elucidado. Uma possibilidade pode ser o antagonismo dos
auto-receptores 5-HT ;o dos nicleos da rafe, cuja ativagdo induz uma hiperpolariza¢do e
reducdo dos disparos neuronais. Os ISRS aumentam a concentracdo de 5-HT na fenda

sindptica, prevenindo sua recaptacdo, que favorece a ativagao dos auto-receptores 5-HT . O
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pindolol pode agir através da prevencgdo da ativacio dos receptores causada pelos ISRS e
outras drogas que agem no sistema 5-HT, reduzindo o “feedback™ negativo. Esta redugdo
resulta em um aumento dos disparos neuronais, que por sua vez aumentam os niveis de 5-HT
do cortex e do hipocampo (ARTIGAS et al.,, 2001). Porém a principal evidéncia da
participacdo dos receptores 5-HT 4 na acdo antidepressiva do zinco estd no fato de que o
WAY 100635 (antagonista seletivo de receptores 5-HT;a) reverteu totalmente a sua acdo
antidepressiva no TNF. Corroborando com estes dados, um estudo recente do nosso grupo
demonstrou que o WAY 100635 reverteu totalmente a a¢do antidepressiva da agmatina no
TNF em camundongos. Neste mesmo trabalho também foi demonstrado que o WAY 100635
foi capaz de reverter a acdo antidepressiva do 8-OH-DPAT (agonista de receptores 5-HT4)
(ZOMKOVWSKI et al., 2004). Foi relatado que o bloqueio dos receptores 5-HT 4 pelo WAY
100635 potencializa o aumento das concentracdes extracelulares de 5-HT produzido pelos
antidepressivos (ROMERO et al., 1996). Além disso, a co-administracio de WAY 100635
com ISRS produziu uma significativa reducdo da laténcia da ansiedade comparado com a
utilizacdo da paroxetina per se (DUXON et al., 2000), corroborando com a interacdo dos
antidepressivos e os receptores 5-HT 4.

O envolvimento dos receptores 5-HT g na acdo antidepressiva do zinco também
ficou evidenciado. Isto foi demonstrado através da reversao total da reducdo da imobilidade
do zinco no TNF pelo isamoltane (antagonista 5-HT;g). Além disso, o isamoltane também foi
capaz de reverter a a¢ao antidepressiva da agmatina no TNF, demonstrando a participag¢ao dos
receptores 5-HT g neste efeito (ZOMKOVWSKI et al., 2004). Em concordancia com os
nossos resultados, antagonistas de receptores 5-HT g reverteram a acdo de antidepressivos
como a paroxetina e a imipramina em camundongos (GARDIER et al., 2001; O°'NEILL e

CONWEY, 2001). Além disso, foi mostrado que o agonista de receptores 5-HT ;g ampirtolina
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produziu efeito antidepressivo no TNF em camundongos, indicando que a ativagdo de
receptores 5-HT g desempenha um papel no mecanismo de acdo de drogas antidepressivas
(REDROBE e BOURIN, 1999). Neste sentido, um outro trabalho que utilizou animais
“knock-out” de receptores 5-HT;p demonstrou que a administragdo de paroxetina (ISRS)
aumentou os niveis de 5-HT no hipocampo e no cértex dos animais mutantes e dos controles.
Porém no hipocampo o aumento foi muito maior nos animais mutantes. Além disso, a
paroxetina também reduziu a imobilidade dos animais controles no TNF, porém ndo reduziu a
imobilidade dos mutantes (GARDIER et al., 2001). Desta forma, pode-se observar que os
receptores 5-HT g parecem realmente estar participando na fisiopatologia da depressao.
Corroborando com os nossos resultados de reversao do efeito do zinco no TNF por
ritanserina € cetanserina, os quais sugerem a participacdo dos receptores 5-HT»a2c na acio
antidepressiva do zinco, alguns trabalhos também tém demonstrado que antagonistas de
receptores 5-HT, foram capazes de potencializar os efeitos antidepressivos da imipramina e da
desipramina (REDROBE E BOURIN, 1999). Além disso, alguns estudos tém relatado que os
antagonistas de receptores 5-HT; apresentam um importante papel na acdo de antidepressivos
convencionais no TNF (VAN OEKELEN et al., 2003). Outro estudo revelou que a inibicao da
expressdo dos receptores 5-HT,a induz atividade antidepressiva no TNF (SIBILLE et al.,
1997). Adicionalmente, o trabalho de ROSA (2003), demonstrou que o tratamento dos
animais com cetanserina ou com ritanserina (antagonistas 5-HT,), ndo apresentou atividade
sinérgica com o zinco. Porém, neste mesmo estudo, o zinco apresentou atividade sinérgica
com o DOI, agonista de receptores 5-HT,a. Estes resultados sugerem que a acgado
antidepressiva do zinco no TNF poderia ser mediada por uma atividade agonista neste subtipo
de receptores (ROSA, 2003). ROSA (2003) também relatou que o zinco exerce um efeito

antidepressivo no TNF, ao menos em parte, pelo seu efeito inibitério sobre a atividade da
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NOS. Sabendo-se que os inibidores da NOS aumentam a liberacdo de 5-HT no coértex
pré-frontal (WEGENER et al., 2000), uma possibilidade para explicar o efeito do zinco sobre
os receptores 5-HT»a poderia ser que o zinco indiretamente aumentaria o nivel de 5-HT na
fenda sindptica. Entretanto esta hipotese necessita futuros estudos.

Os nossos estudos também indicam que o efeito antidepressivo do zinco parece estar
envolvido com o sistema GABAérgico.

O envolvimento dos receptores GABAg na acdo antidepressiva do zinco ficou
evidenciado através da reversdo do seu efeito antidepressivo no TNF pelo baclofen, um
agonista de receptores GABAg. Corroborando com os nossos dados, um estudo demonstrou
que os efeitos antidepressivos da desipramina (TCA), mianserina (antidepressivo atipico) ou
buspirona (agonista parcial 5-HT;s) no TNF, foram revertidos pelo pré—tratamento de ratos
com baclofen (agonista de receptores GABAg), sugerindo assim que os antidepressivos
poderiam atuar como antagonistas de receptores GABAg (NAKAGAWA et al., 1996a). Um
outro estudo, do mesmo grupo, demonstrou que a desipramina (TCA) aumentou
significativamente a resposta de fuga dos ratos no paradigma do desamparo aprendido
(modelo animal de depressdao que utiliza choque nas patas) e que o pré-tratamento dos animais
com baclofen reverteu esta resposta. Este estudo sugeriu, mais uma vez a participacdo dos
receptores GABAg na atividade antidepressiva da desipramina (NAKAGAWA et al., 1996b),
assim como o presente estudo sugere a participagdo dos receptores GABAp na acdo
antidepressiva do zinco. Além disso, corroborando com estes dados, um recente estudo
demonstrou que a administracdo cronica de SGS742, um antagonista de receptores GABAg,
aumentou a densidade destes receptores no cortex frontal de ratos e que, em pequenas doses,
aumentou os niveis de expressao do mRNA do fator de crescimento neural (NGF) e do fator

neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no cértex e no hipocampo dos ratos (FROESTL et
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al., 2004). Um outro estudo recente também verificou que o tratamento de ratos com
tranilciprodima (iMAO), fenelzina (iMAO), desipramina (TCA), ou fluoxetina (ISRS) durante
7 dias foi capaz de aumentar a expressao da subunidade GABAg1,) no hipocampo (SANDS et
al., 2004).

Os nossos dados ainda demonstraram a participagdo dos receptores GABA, na agdo
antidepressiva do zinco através da reversao de sua atividade antidepressiva pela bicuculina e
também pela potencializacdo da atividade antidepressiva do zinco pelo muscimol, em dose
sub-ativa. Além disso, os resultados do presente estudo também confirmaram que o pré-
tratamento dos camundongos com a bicuculina foi capaz de reverter a redu¢do da imobilidade
causada pelo muscimol. Um estudo havia demonstrado que o tratamento agudo de ratos com
muscimol foi capaz de reduzir o tempo de imobilidade dos animais no TNF, de forma dose
dependente, e que o pré-tratamento dos animais com a bicuculina reverteu a acgdo
antidepressiva do muscimol, sugerindo assim, a participagdo do receptor GABA, nesta
atividade antidepressiva (NAKAGAWA et al., 1996a).

Porém a literatura tem descrito que o zinco atua como inibidor de receptores
GABA,, possuindo um sitio de ligagdo neste receptor. Desta forma observa-se um fato
importante que deve ser analisado mais detalhadamente, uma vez que o zinco, um inibidor de
receptores GABA,, apresentou uma atividade antidepressiva que foi revertida pelo
antagonista de receptor GABA,, bicuculina. Uma questdo interessante € que com certeza
merece ser melhor estudada posteriormente. Entretanto, alguns dados da literatura fornecem
algumas informag¢des importantes como, por exemplo, a descri¢do de que existem multiplas
isoformas do receptor GABAA e que estas dependem de uma grande variedade de
combinacdes entre as subunidades (BARNARD et al., 1998). Ainda tem sido relatado que a

diferenca estrutural entre os subtipos de receptores GABA, faz com que estes exibam
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diferentes sensibilidades aos seus moduladores, bem como, diferentes funcdes
(LUSCHER e KELLER, 2004).

Também tem sido relatado que a formagdo hipocampal é uma das regides do
encéfalo que estd intimamente relacionada com os distirbios depressivos (HJORTH et al.,
2000). Um trabalho demonstrou que os receptores GABA, do tipo sensiveis as
benzodiazepinas, desta regido, exibem comportamentos diferentes dos receptores GABA,4, do
tipo ndo sensiveis as benzodiazepinas, do cerebelo (regido nio relacionada com estados do
humor). A sugestdo de que estes dois subtipos de receptores exibem comportamentos
distintos, levou este grupo a realizar um estudo dos efeitos do zinco sobre estes receptores.
Para esta finalidade foram utilizados sinaptossomas do hipocampo e do cerebelo de ratos. O
resultado encontrado neste estudo foi de que o zinco causou uma potente inibi¢do da atividade
dos receptores GABA, do cerebelo enquanto os receptores GABA, do hipocampo foram
inibidos de maneira muito fraca (SCHIMID et al., 1999). Ainda no mesmo trabalho foi
realizado um estudo do efeito do zinco em duas linhagens de ratos, os nao tolerantes ao dlcool
(ANT), cujo cerebelo apresenta receptores GABA, do tipo sensiveis as benzodiazepinas
(devido a uma mutacdo na subunidade a6 do receptor) e os tolerantes ao alcool (AT), cujo
cerebelo apresenta receptores ndo sensiveis as benzodiazepinas. Os resultados deste estudo
demonstraram, mais uma vez, que O zinco causou uma potente inibicdo dos receptores
GABA (ndo sensiveis as benzodiazepinas) dos animais AT e causou uma fraca inibi¢cdo dos
receptores GABA, (sensiveis as benzodiazepinas) nos animais ANT (SCHIMID et al., 1999).
Estes resultados aliados aos do presente estudo poderiam sugerir uma possivel modulacao dos
receptores GABA, pelo zinco na sua atividade antidepressiva, atuando direta ou

indiretamente como um agonista GABAA.
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Uma vez que foi previamente mostrado por ROSA (2003) que a naloxona,
antagonista opidide nao seletivo, reverteu o efeito do zinco no TNF, este trabalho também
investigou a participacdo dos subtipos de receptores opidides na agdo antidepressiva do zinco.
Para este fim, os camundongos foram pré-tratados com naltrindol (antagonista seletivo dos
receptores delta (8) opidides), com DIPPA, (antagonista seletivo dos receptores kappa (k)
opidides) ou com clocinamox, (antagonista seletivo dos receptores mi (L) opidides).
Naltrindol, DIPPA ou clocinamox, administrados em doses que nao produziram efeitos per se
no TNF, reverteram significativamente a reducdo do tempo de imobilidade causada pelo
zinco. Desta forma pode-se sugerir que o efeito antidepressivo do zinco pode estar
relacionado, a0 menos em parte, com a participacdo dos receptores d, K e L-opidides.

Estes resultados corroboram com os dados da literatura que descrevem que varios
antagonistas opidides sdo capazes de atenuar os efeitos de antidepressivos efetivos em
modelos animais de depressdo (TEJEDOR-REAL et al., 1995). Um estudo no nosso grupo
também mostrou que a naloxona (antagonista ndo seletivo de receptores opidides) foi capaz
de reverter o efeito antidepressivo do extrato hidroalcélico de Siphocampylus verticillatus no
TSC (RODRIGUES et al., 2002). Em um estudo recente, a naloxona também antagonizou a
acdo da venlafaxina (antidepressivo inibidor da recaptacdo de 5-HT e NA) em camundongos
no TNF (BERROCOSO et al., 2004). Além disso, foi demonstrando que alguns inibidores da
degradacdo de encefalinas como o RB101 e o BL-2401 apresentam atividade antidepressiva
em ratos. Esta atividade poderia estar relacionada com a inibicao da degradacdo dos opidides
endégenos (BAAMONDE et al., 1992; KITA et al,1997). Em outro trabalho foi relatado que

o efeito do RB101 foi revertido pela administragdo do antagonista de receptores d-opidide
(naltrindol). Este resultado sugeriu a participa¢do do receptor 8-opidide no mecanismo de

acdo antidepressiva do RB101 (TEJDOR E REAL, et al., 1998), assim como o presente
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estudo sugeriu a participagdo deste receptor na acdo antidepressiva do zinco.
Corroborando com estes dados, BROOM e colaboradores (2002) demonstraram que o SNC80
e 0 BW372U86, que sdo agonistas seletivos 8-opidides, apresentaram atividade antidepressiva
em ratos no TNF.

Também tem sido relatada a participagdo dos receptores pL-opidides na fisiopatologia
da depressdo. Um trabalho demonstrou que o tratamento de ratos com paroxetina (ISRS), por
4 dias, resultou num aumento significativo da densidade dos receptores pL-opidides no cortex
cingulado, insular e ainda no nicleo endopiriforme dorsal em um estudo de “binding”. Além
disso, o tratamento dos animais por 21 dias resultou em um aumento da densidade destes
receptores no tubérculo olfatério e a reducdo da densidade no tdlamo. No mesmo trabalho
também foi demonstrado que o tratamento dos ratos com reboxetina (ISRN), por 4 dias,
causou um aumento na densidade dos receptores p(-opidides na amigdala e uma reducdo no
nicleo dorsal da rafe enquanto o tratamento de 21 dias aumentou a densidade destes
receptores no tidlamo e no hipocampo. Finalmente, o tratamento dos animais com
moclobemida (iMAO), por 4 dias causou um aumento na densidade dos receptores LL-opidides
no hipocampo e aumentou a densidade dos receptores d-opidides no cortex e na amigdala,
porém, reduziu a densidade dos receptores p-opidides na amigdala e nos coliculos. Desta
forma, este estudo sugeriu que o tratamento com os antidepressivos pode causar uma série de
adaptacdes no sistema opidide, particularmente nos receptores L e d-opidides e que estas
alteragdes podem estar envolvidas no mecanismo de acdo destas drogas (VILPOUX et al.,
2002). Além disso, outro trabalho demonstrou que o tratamento cronico de ratos com a
nefazodona causou um significativo aumento da laténcia no teste do “tail-flick” (modelo
animal de hiperalgesia) e reduziu a imobilidade dos animais no TNF. Ainda no mesmo

estudo, foi observado um aumento na densidade dos receptores p-opidides no cortex frontal,
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no cingulado, no nicleo dorsal da rafe e na substincia cinzenta periaquedutal. Este
trabalho sugeriu que os antidepressivos podem interagir com o sistema opidide, o qual estad
envolvido tanto na regulagdo dos processos de nocicep¢do quanto no estado de humor
(ORTEGA et al., 2004).

O envolvimento dos receptores k-opidides na depressdo também foi sugerido por um
estudo que mostrou que a nor-binaltorfimina, um antagonista de receptores k-opidides,
também produziu um efeito antidepressivo no TNF (MAGUE et al., 2003).

Desta forma, pode-se observar que os resultados do nosso trabalho estdao de acordo
com a literatura quando sugerem a participacdo dos receptores O, U e k—opidides no
mecanismo de acdo antidepressiva do zinco. Contudo, uma possibilidade que merece ser
futuramente investigada, seria que o zinco estivesse promovendo a liberacdo de opidides
enddgenos, ou seja, indiretamente levando a uma ativa¢ao dos receptores 9, | e k—opidides. A
liberacao de opidides enddgenos, como a dinorfina, leva a um bloqueio de receptores NMDA
(CHEN et al., 1995). Conforme mencionado anteriormente, a inibicdo destes receptores €
responsavel, pelo menos em parte, pela agdao do zinco no TNF (ROSA et al., 2003).

Entretanto, também podemos especular que uma interacdo direta do zinco com o
receptor p—opidide poderia estar relacionada ao seu efeito no TNF, uma vez que
concentragdes fisiolégicas de zinco inibem o “binding” de naloxona (HANNISSIAN e
TEJWANI, 1998). Além disso, o “binding” de agonistas em receptores p—opidides € inibido
pelo zinco mais do que em receptores d e k no cérebro de rato (TEJWANI e HANNISSIAN,
1990). Recentemente também foi mostrado que o zinco inibiu o “binding” de naloxona e
DAMGO (agonista p—opidide) em preparagdes de membrana de células COS-1 (células renais

de macaco) (FOWLER et al., 2004).
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A fim de investigar a participacdo dos canais de cdlcio na a¢cdo antidepressiva do
zinco, os camundongos foram pré-tratados com doses sub-ativas de nifedipina (bloqueador de
canal de cdlcio tipo L) ou de flunarizina (bloqueador de canal de célcio tipo T) e
posteriormente tratados com dose sub-ativa de cloreto de zinco. Através desta abordagem, foi
observado que a nifedipina, mas ndo a flunarizina, potencializou significativamente o efeito
antidepressivo do zinco no TNF. Estes resultados sugerem que a acdo antidepressiva do zinco
parece ser mediada, pelo menos em parte, pelos canais de célcio do tipo L e ndo pelos canais
do tipo T.

Nossos resultados estdo de acordo com estudos que tém sugerido que bloqueadores
de canais de cdlcio (Ca2+) afetam as fungdes do SNC (SRIVASTAVA e NATH, 2000). Tem
sido demonstrado que os canais de cdlcio sdo importantes para liberacdo dos
neurotransmissores pelo processo de exocitose (GODFRAIND et al,, 1986). Estudos
bioquimicos tém relatado que os bloqueadores de canais de Ca®* alteram a liberagdo de
neurotransmissores como, por exemplo, a noradrenalina e a serotonina, que estdo envolvidas
na fisiopatologia da depressio (SRIVASTAVA e NATH, 2000). Desta forma, alguns
trabalhos tém avaliado a participacdo dos canais de Ca** nesta patologia, bem como no seu
tratamento. Isto pode ser observado no estudo que demonstrou que a nifedipina foi capaz de
reduzir o tempo de imobilidade de camundongos de maneira similar aos antidepressivos no
TNF (MOGILNICKA et al., 1987). Corroborando com estes dados, um estudo do mesmo
grupo verificou que o tratamento dos animais com BAY K 8644, um agonista de canais de
Ca”, aumentou o tempo de imobilidade no TNF, efeito que foi revertido através do pré-
tratamento dos animais com nifedipina, demonstrando mais uma vez que esta possui atividade
antidepressiva neste modelo (MOGILNICKA et al., 1988). Além disso, um outro estudo deste

grupo também verificou que o tratamento repetido com antagonistas de canais de cdlcio como
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a nifedipina, a nimodipina e o diltizem apresentaram atividade antidepressiva em ratos
no TNF (CZYRAK et al., 1990). Um trabalho mais recente demonstrou que a agdo
antidepressiva da nifedipina no TNF foi atribuida ao bloqueio de «-2-receptores
(autoreceptores) (SRIVASTAVA e NATH, 2000). Em um outro estudo, que utilizou a técnica
de “patch-clamp”, foi demonstrado que a fluoxetina (ISRS) inibiu os canais de Ca** do tipo T,
L e N, em concentracdes terapeuticamente relevantes (DEAK et al., 2000).

Corroborando com os nossos dados, também tem sido demonstrado que o zinco atua
como inibidor de multiplos canais de Ca®* dependentes de voltagem em concentracdes
relevantes para o SNC e que a modulacdo destes canais pelo zinco pode modificar processos
pré-sindpticos e também a excitabilidade pds-sindptica, além de atuar em fungdes celulares
dependentes de cdlcio (MAGISTRETTI et al., 2003).

Tem sido relatado que os canais permedveis ao Ca”* sdo abertos por dois
mecanismos diferentes: o primeiro seria diretamente através da ativa¢do de receptores como
os NMDA, e o outro mecanismo seria através de potenciais de membrana despolarizantes
(BUSSELBERG, 1995). Desta forma, inibidores de receptores NMDA, como o zinco,
estariam modulando a ativacdo destes canais de Ca™.

Também se sabe que os canais de Ca® tipo L s@o canais dependentes de voltagem
que permitem o influxo do zinco (ATAR et al, 1995). Além disso, sabe-se que as
concentracdes vesiculares de zinco regulam a expressdo do transportador de zinco ZnT-1
(LANGMADE et al., 2000). Por isso, um estudo demonstrou que a co-expressao dos canais
de Ca** do tipo L, uma das principais rotas do influxo do zinco, com o transportador ZnT-1
foi capaz de reduzir significativamente o influxo do célcio e do zinco através deste canal. Este
trabalho sugeriu que o transportador ZnT-1, que € regulado pelas concentragdes vesiculares de

zinco, age como modulador dos canais de Ca®* do tipo L dependentes de voltagem, fazendo
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uma ‘“down-regulation” no influxo do Ca® e do zinco. Desta forma, a manutengdo da
homeostase destes cations protegeria as células da toxicidade mediada pelo aumento da
concentracdo dos mesmos (SEGAL et al., 2004).

Através dos estudos anteriormente demonstrados pode-se sugerir que o zinco possa
agir diretamente nos canais de Ca™, particularmente nos canais de do tipo L, ou ainda possa
agir de maneira indireta, através da inibi¢ao dos receptores NMDA e desta forma modular as
concentracoes de cdlcio e exercer sua atividade antidepressiva.

Os nossos dados ainda demonstraram a participacdo dos canais de potdssio na agao
antidepressiva do zinco. Isto foi observado através da potencializa¢do da ac¢do antidepressiva
do zinco (em dose sub-ativa) pelo pré-tratamento dos animais com doses sub-ativas de
caribdotoxina (bloqueador de canal de potdssio ativado por célcio), glibenclamida
(bloqueador de canal de potassio sensivel ao ATP) ou TEA (bloqueador de canais de potdssio
sensiveis ao ATP e/ou ativados por calcio).

Nossos dados estdo de acordo com a sugestdo prévia de que os canais de K™ tém um
papel importante na modulacdo da depressao através do envolvimento de mais de um tipo de
canal (GALEOTTI et al., 1999).

Corroborando com o presente estudo que demonstrou a potencializacdo da acdo
antidepressiva do zinco por bloqueadores de canais de K*, foi demonstrado que o pré-
tratamento dos animais com gliburida, um bloqueador de canais de K* dependentes de ATP,
potencializou a atividade dos antidepressivos imipramina, amitriptilina, citalopram,
paroxetina, fluoxetina e fluvoxamina, em camundongos no TNF (GUO et al., 1996). A
gliquidona, um outro bloqueador de canais de K* dependentes de ATP, apresentou atividade
antidepressiva per se em camundongos no TNF. De forma semelhante, a apamina e a

caribdotoxina (bloqueadores de canais de K* ativados por célcio) e o TEA também reduziram
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o tempo de imobilidade dos animais demonstrando sua atividade antidepressiva no TNF.
Além disso, a administragdo de cromacalim, minoxidil e pinacidil (ativadores de canais de
K") aumentou o tempo de imobilidade dos animais no TNF (GALEOTTI et al., 1999).
Corroborando com estes dados, o pré-tratamento dos animais com cromacalim foi capaz de
reverter a atividade de alguns antidepressivos em camundongos no TNF (REDROBE et al.,
1996b).

A aciio do zinco sobre canais de K* sensiveis ao ATP foi mostrada em um estudo que
utilizou sinaptossomas de hipocampo de ratos, no qual baixas concentra¢des de zinco
reduziram a liberacdo de glutamato pela ativagio de canais de K* pré-sindpticos sensiveis ao
ATP, sendo que esta agdo foi mimetizada pelo ativador de canais de K' diazéxido e foi
antagonizada pelo bloqueador de canais de K tolbutamida (BANCILA et al., 2004).

Além disso, um outro estudo mostrou que a sertralina (ISRS) reduziu a imobilidade
de camundongos no TNF e ela potencializou o efeito antidepressivo do 3,4-diaminopiridina,
bloqueador de canal de K" e do TEA e ainda reduziu a atividade do pinacidil no TNF
(YALCIN INAN et al., 2003).

Através dos estudos anteriormente mencionados, pode-se sugerir que o zinco possa
estar agindo de maneira direta ou ainda atuar modulando, via sistema serotonérgico, canais de

K", exercendo, portanto, sua atividade antidepressiva no TNF.
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CONCLUSAO

Este trabalho estendeu os dados da literatura em relacdo ao mecanismo de agdo
antidepressiva do zinco no TNF mostrando que este efeito é depende da interagdo com varios
sistemas de neurotransmissores e canais id6nicos que estdo envolvidos na fisiopatologia da
depressao.

Os resultados deste estudo sugerem que a acdo antidepressiva do zinco parece ser
mediada pela estimulagdo de receptores dopaminérgicos D,. Contudo, ndao pudemos excluir a
participacdo dos receptores D;, os quais estdo também envolvidos na fisiopatologia da
depressao (YAMADA et al., 2004), na a¢ao do zinco no TNF.

Além disso, os nossos estudos estenderam os resultados anteriores obtidos por ROSA
(2003), confirmando o envolvimento do sistema serotonérgico no efeito antidepressivo do
zinco e mostrando a participagdo dos receptores 5S-HT 4, 5-HT 5 e 5-HT,4 neste efeito.

O nosso trabalho também verificou que o efeito antidepressivo do zinco parece ser
mediado pela atuagao direta ou indireta nos receptores GABA, ou GABAg.

Estendendo, mais uma vez, os resultados obtidos por ROSA (2003), o presente estudo
também sugeriu a participacdo dos receptores 0, L € k—opidides no mecanismo de acdo
antidepressiva do zinco. Contudo, uma possibilidade a ser futuramente investigada seria
verificar se o zinco poderia promover a liberagdo de opidides enddgenos e indiretamente

ativar os receptores 0, WL e k—opidides.
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Finalmente, estes resultados sugerem que a acdo antidepressiva do zinco parece
ser mediada pelos canais de cdlcio do tipo L e T e que o zinco possa estar agindo de maneira
direta ou indireta, via sistema serotonérgico, nos canais de K* , exercendo, portanto, sua
atividade antidepressiva no TNF.

Portanto, nossos estudos demonstraram que o zinco pode estar atuando direta ou
indiretamente em diversos sistemas neurotransmissores € canais i0nicos envolvidos na
fisiopatologia da depressdo, dados que poderdo ter um valor significativo na exploracdo de

novas drogas a serem utilizadas na terapéutica.
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