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RESUMO

O transtorno depressivo maior (ou depressdo) € uma das doencas
psiquiatricas mais frequentes na populacdo, tendo o estresse cronico
como um dos principais fatores etioldgicos. Alguns estudos clinicos tém
demostrado que a suplementacgdo da vitamina D pode levar a atenuacéo
do estado depressivo. Porém, ainda pouco se sabe sobre os mecanismos
bioquimicos envolvidos nessa relacdo entre a vitamina D e a depressao.
O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da administragdo
cronica de 100 Ul/kg/dia de colecalciferol em pardmetros
comportamentais [teste de suspencdo pela cauda (TSC), teste do campo
aberto (TCA) e teste de borrifagem de sacarose (TBS)] e de estado
redox [diclorofluoresceina (DCF)], em camundongos submetidos a um
modelo de depressdo induzida pela administragdo crénica
corticosterona, o principal hormoénio do estresse em animais. Para
realizacdo desse estudo, foram utilizados camundongos adultos Swiss
fémeas. Para inducdo do comportamento tipo-depressivo, a
corticosterona (20 mg/kg) foi administrada uma vez ao dia, durante 21
dias. Para a investigacdo do efeito tipo-antidepressivo, o colecalciferol
(100 Ul/kg) ou a fluoxetina (10 mg/kg, controle positivo) foram
administrados nos ultimos 7 dias da administracdo de corticosterona.
Apos os tratamentos, foram realizados os testes comportamentais e
analises bioquimicas em amostras de hipocampo e cértex pré-frontal dos
roedores. Os animais submetidos as doses repetidas de corticosterona
apresentaram um comportamento do tipo-depressivo, evidenciado pelo
aumento significativo do tempo de imobilidade no TSC, o qual foi
reduzido significativamente com a administracdo da colecalciferol ou
fluoxetina. Além disso, os grupos tratados com colecalciferol ou
fluoxetina apresentaram menor porcentagem da unidade arbitraria de
fluorescéncia de DCF, indicando menor produgdo de espécies reativas
de oxigénio (EROS) no hipocampo. Estes resultados mostraram que 0
colecalciferol, similar a fluoxetina, tem um potencial efeito tipo-
antidepressivo, o qual pode estar relacionado & menor producdo de
EROS no hipocampo.

Palavras-chave: Colecalciferol. Depressdo. Corticosterona. EROS;
Hipocampo. Estado redox.



ABSTRACT

Major depressive disorder (or depression) is one of the most frequent
psychiatric illnesses in the population, with chronic stress being one of
the main etiological factors. Some clinical studies have shown that
vitamin D supplementation can lead to attenuation of the depressive
state. However, the biochemical mechanisms involved in the
relationship between vitamin D and depression are not very well known.
The objective of this study was to investigate the effects of
administration of cholecalciferol (vitamin D3) 100 IU/kg/day on
behavioral parameters [tail suspension test (TST), open field test (OFT),
splash test (ST)] and redox state [dichlorofluorescein (DCF)] in mice
undergoing a model of depression induced by chronic corticosterone
treatament, the main stress hormone in animals. For this study, adult
female Swiss mice were used. To induce depressive-like behavior,
corticosterone (20 mg/kg) was administered once a day for 21 days. For
investigation of the antidepressant-like effect, cholecalciferol (100
IU/kg) or fluoxetine (10 mg/kg, positive control) were administered
within the last 7 days of corticosterone administration. After the
treatments, the behavioral tests and biochemical analysis in the
hippocampus and prefrontal cortex of the rodent samples were
performed. Animals submitted to repeated corticosterone administration
showed a depressive-like behavior, evidenced by a significant increase
in the immobility time in the TST, which was significantly reduced by
the administration of cholecalciferol or fluoxetine. In addition, the
groups treated with cholecalciferol and fluoxetine showed lower
percentage of the arbitrary dichlorofluorescein (DCFH) fluorescence
unit, indicating lower production of reactive oxygen species (ROS) in
the hippocampus of the mice. These results showed that cholecalciferol,
similar to fluoxetine, has a potential antidepressant-like effect, which
may be related to the lower ROS production.

Keywords: : Cholecalciferol. Depression. Corticosterone. ROS.
Hippocampus. Redox state.
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1 INTRODUCAO

A depressao é um transtorno psiquiatrico que tem como principal
caracteristica 0 humor deprimido e estd entre 0s que mais causam
incapacidade no mundo (WHO, 2017a). Atualmente cerca de 300
milhdes de individuos sdo diagnosticados com depressdo, sendo
mulheres e idosos a populacdo mais acometida (WHO, 2017a).

Apesar de sua etiologia ndo estar totalmente elucidada, sabe-se
gue a depressdo é uma doenca multifatorial, e os fatores ambientais
como o estresse tém sido considerados um dos seus principais
determinantes (SIEGRIST et al., 2012; OTTE et al., 2016). Além disso,
diversos mecanismos tém sido implicados na fisiopatologia da
depressdo, entre eles o processo de estresse oxidativo (LIU et al., 2015;
BLACK et al., 2015). Alguns estudos tém evidenciado sinais de danos
oxidativos como altas concentracdo de malondialdeido, um produto da
peroxidacdo lipidica tanto em amostras de urina de pessoas
diagnosticadas com depressao quanto nos tecidos do hipocampo e cortex
pré-frontal de animais submetidos a modelos experimentais de
depressdo (HAN et al, 2016; SILVA et al., 2016). Além disso, também
sdo observadas alteracdes dos parametros do estado redox como
diminuicdo da capacidade antioxidante sérica em individuos depressivos
(Liu et al., 2015) e elevada producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) no hipocampo e cortex pré-frontal em camundongos (ZHANG
etal., 2016).

Devido a complexidade do processo fisiopatologico das doencas
neurolégicas, a utilizagdo de estudos experimentais em animais de
laboratério se torna essencial, pois estes facilitam a investigacdo dos
processos a nivel celular e molecular (OTTE et al., 2016), que ainda ndo
podem ser compreendidos em pesquisas com seres humanos
(KANDRATAVICIUS et al., 2014). Logo, uma das maneiras de se
investigar a depressao, é através da sua reproducdo em roedores. Uma
das formas de inducdo da depressdo é a mimetizacdo do estresse cronico
pela administracdo de doses repetidas de corticosterona (ZHAO et al.,
2008), o principal horménio do estresse em roedores, sendo este modelo
baseado na desregulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)
(Joseph e Golden, 2016). Este modelo é considerado um método valido
e coerente (ZHAO et al., 2008), pois é observado processos bioquimicos
que tem sido implicado na fisiopatologia da depresséo, como 0 processo
de estresse oxidativo (LIU et al., 2015; SILVA et al., 2016). Além disso,
0s roedores submetidos a esse modelo apresentam comportamentos do
tipo-depressivo e anedbnico, avaliados por testes comportamentais
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como teste do nado forcado (TNF), teste de suspensdo pela cauda (TSC)
e teste de borrifagem de sacarose (TBS) (ZHAO et al., 2008; MORETTI
et al.,, 2012). Ainda, esses testes sdo considerados teste preditivos
utilizados para também avaliar o rastreamento de compostos com
propriedades tipo-antidepressivas em animais (MORETTI et al., 2012;
ROSA et al., 2014; LIEBERKNECHT et al., 2017).

A principal forma de tratamento da depresséo consiste no uso de
farmacos antidepressivos, como a Fluoxetina (KHAWAM et al., 2006;
WHO, 2017b). No entanto, nem todos 0s pacientes aderem ao
tratamento farmacoldgico, ou mesmo sentem melhoras significativas
com o seu uso (SANSONE E SANSONE, 2012; YAU et al., 2014;
ALEKHYA et al., 2015). Entre os principais motivos da ndo-aderéncia
ao tratamento farmacoldgico estdo os efeitos colaterais como
sonoléncia, disfuncdo sexual, constipacdo, ganho de peso, nauseas,
vomitos e tontura (KHAWAM et al., 2006; BET ET AL., 2013). Na
tentativa de contornar este obstaculo, investigacdes dos efeitos de
tratamentos alternativos e complementares como psicoterapia, exercicio
fisico e terapia nutricional tém sido sugeridos (HALLGREN et al.,
2017; MANOSSO et al., 2013). Dados na literatura tém evidenciado
efeitos antidepressivos de alimentos como cebola (SAKAKIBARA et
al., 2008), alho (DHINGRA; KUMAR., 2008) café (LUCAS et al.,
2011; PHAM et al., 2013), além de minerais e vitaminas, como zinco,
magnésio, selénio, vitamina C, vitamina B e vitamina E (MANOSSO;
MORETTI; RODRIGUES, 2013; BEYER; PAYNE, 2016).

Uma das vitaminas cujos possiveis efeitos antidepressivos vém
sendo investigados € a vitamina D. Além de estudos epidemiol6gicos
evidenciarem que individuos diagnosticados com depressdo apresentam
deficiéncia desse micronutriente (SHIN et al., 2016; BROUWER-
BROLSMA et al., 2016), alguns estudos clinicos tém observado que a
sua suplementagdo pode levar a melhoras no estado depressivo dos
pacientes (MOZAFFARI-KHOSRAVI et al., 2013; SEPHRMANESH et
al., 2016). Entretanto, estudos de revisdo indicam a necessidade de mais
pesquisas para melhor entender sobre a funcdo dessa vitamina e seus
mecanismos bioquimicos envolvidos na depressdo (ANGLIN et al.,
2013; PARKER; BROTCHIE; GRAHAM, 2017). Nesse contexto,
pesquisas experimentais tém mostrado que a vitamina D desempenha
importantes fungbes no sistema nervoso central (SNC), como melhora
no declinio cognitivo (ERBAS et al., 2014; ALREFAIE; ALHAYANI,
2015), inibicdo da apoptose (MPANDZOU et al., 2016), melhora na
expressdo de neurotransmissores (EYLES; BURNE; MCGRATH, 2013)
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e atenuacdo do estresse oxidativo cerebral (CHEN; LIN; CHIU, 2003;
TARBALI; KHEZRI, 2016). Além disso, um estudo em ratas
ovarectomizadas, mostrou que o colecalciferol pode apresentar efeitos
tipo-ansioliticos e tipo-antidepressivos nesses animais (FEDOTOVA et
al., 2016; FEDOTOVA,; PIVINA; SUSHKO, 2017).

Embora algumas evidéncias apontem para um efeito da vitamina
D sobre a depressdo, pouco se sabe sobre a funcdo dessa vitamina e seus
mecanismos bioquimicos envolvidos na depressdo. Isso torna esse
trabalho importante, pois pode fornecer bases mais solidas para a
compreensdo dos potenciais mecanismos antidepressivos dessa
vitamina, bem como contribuir de forma efetiva para avangos no
entendimento da fisiopatologia da depressao.

Diante disso, este trabalho apresenta a seguinte pergunta de
partida: Quais os efeitos da administracdo do colecalciferol (vitamina
D3) nos parametros comportamentais e de estresse oxidativo em
camundongos submetidos a um modelo de depressdo induzido pela
administragdo cronica de corticosterona?
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 DEPRESSAO

2.1.1 Aspectos gerais

No O transtorno depressivo maior ou depressdo é o mais comum
transtorno psiquiatrico que afeta negativamente o modo de agir, pensar e
sentir das pessoas, gerando varios problemas emocionais e fisicos (APA,
2017). E considerada a principal causa de incapacitacio do mundo,
podendo levar o individuo ao suicidio (OMS, 2017).

Segundo a organizagdo mundial da satde (2017), cerca de 300
milhGes de pessoas sofrem com este transtorno. No Brasil,
aproximadamente 5,5 milhGes de individuos possuem maior risco de ter
depressdo, sendo mais prevalente em mulheres e idosos (MUNHOZ et
al, 2016). Além disso, vale ressaltar que a alta prevaléncia da depressdo
tem gerado altos custos (cerca de 1 trilhdo a cada ano) a economia
global (OMS, 2016a), custos esses que incluem, além de gastos com
tratamentos, a perda da produtividade em consequéncia da incapacidade
gerada pela depressdo (MIRET et al., 2013).

Uma das principais formas de diagndstico dessa doenca é feita
através do Manual de Diagnostico e Estatistica dos Transtornos Mentais,
elaborado pela Associacdo Americana de Psiquiatria. O individuo €
diagnosticado quando apresentar, por um periodo minimo de 2 semanas,
cinco ou mais dos seguintes sintomas: humor deprimido; perda de
interesse ou prazer em todas ou quase todas as atividades; perda ou
ganho de peso sem explicacdo; insénia ou hipersonia; agitacdo ou
retardo psicomotor; fadiga ou perda de energia; sentimentos de
inutilidade ou culpa excessiva; diminuicdo da capacidade de
concentracdo, pensar ou indecisdo; pensamentos de morte, ideacdo ou
tentativa de suicidio. Vale ressaltar que os dois primeiros sintomas
devem estar presentes na maior parte do tempo (APA, 2013).

Sabe-se que a depressdo é uma doenca multifatorial e que sua
origem pode envolver tantos fatores genéticos ou ambientais, quanto
suas interagdes (OTTE et al., 2016). Estudos indicam que os principais
fatores ambientais associados ao desenvolvimento do transtorno séo os
eventos estressantes que afetam a qualidade de vida, alteracdo nas
condi¢des sociais, financeiras, estrutura familiar e estilo de vida, bem
como traumas, alimentacdo inadequada e pouca atividade fisica (OTTE
et al., 2016; XU et al., 2016). Além disso, uma pesquisa transversal e
longitudinal mostrou que individuos com elevado nivel de estresse no
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trabalho tém uma alta probabilidade, (variando entre 60% a 120%) de
desenvolver sintomas depressivos (SIEGRIST et al., 2012).

Apesar do grande avango no estudo da neurobiologia da
depressdo, a etiologia desse transtorno ainda ndo esta completamente
elucidada. Existem muitos mecanismos implicados em sua
fisiopatologia, como 0s sistemas neurotransmissores glutamatérgico e
monoaminérgico, desregulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA), processos inflamatorios, bem como o processo de estresse
oxidativo (NESTLER et al., 2002; BLACK et al., 2015; LIU et al.,
2015; OTTE et al., 2016).

2.1.2 Estresse Oxidativo e depressdo

O estresse oxidativo € um processo decorrente do desequilibrio
da sinalizacdo e controle redox, no qual, hd& um aumento de compostos
oxidantes em relacdo aos agentes antioxidantes, causado pelo excesso de
espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (EROS/ERNS) no organismo
(JONES, 2006; CIRCU; AW, 2010). Contudo, vale ressaltar que a
producdo de EROS e ERNs é normal em organismos aerébicos. Essas
espécies reativas podem ser oriundas de processos fisiolégicos como o
transporte de elétrons pela cadeia respiratdria mitocondrial, a sinalizagéo
celular, processos de defesas contra patdégenos e também pode ser
proveniente diretamente da oxidacdo de compostos quimicos estranhos
ao organismo (MONICZEWSKI et al., 2015; MAURYA et al., 2016).
Entretanto, a producdo excessiva de EROS/ERNs ou a diminui¢do de
defesas antioxidantes pode causar danos oxidativos, 0s quais podem
levar a danos no DNA, oxidacdo de lipidios e proteinas e até a morte
celular (CIRCU; AW, 2010; BLACK et al., 2015; MAURYA et al.,
2016).

Nesse &mbito, muitos desses danos tém sido utilizados como
biomarcadores do estresse oxidativo. Como exemplos, a peroxidacdo
lipidica, determinada pelo aumento dos compostos MDA e F2-
isoprostanos, assim como danos oxidativos ao DNA, determinados pelo
elevado nivel do composto 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG)
(BLACK et al., 2015; MAURYA et al., 2016). Além disso,
biomarcadores do estado redox como os niveis de glutationa (GSH),
atividades das enzimas antioxidantes glutationa redutase (GR),
superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX), catalase
(CAT) e produgdo de EROS tém sido importantes indicadores para
observacgéo processo do estresse oxidativo (MAURYA et al., 2016).
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O estresse oxidativo tem sido associado com muitas doencas
cronicas, principalmente as neuroldgicas como Alzheimer, Parkinson,
esquizofrenia, autismo, ansiedade e depressdo (SMAGA et al., 2015;
MANOHARAN et al., 2016). Um dos fundamentos para essa associa¢ao
é o fato do tecido nervoso ser muito sensivel ao dano oxidativo, devido
ao seu elevado teor de lipidios e alta demanda de oxigénio
(MONICZEWSKI et al., 2015).

Particularmente relevante para este trabalho, varias pesquisas tém
constatado uma relagdo entre estresse oxidativo e a depressao, indicando
que individuos depressivos apresentam elevadas concentracdes de 8-
OHdG e F2-isoprostanos (BLACK et a.l, 2015; HIROSE et al., 2016).
Além disso, um estudo realizado com idosos diagnosticados com
depressdo através de uma escala de rastreamento de depressao, apontou
uma relacdo entre elevadas concentracbes de MDA urindrio e um
aumento de aproximadamente 30% dos sintomas depressivos (HAN;
LIM; HONG, 2016). Ainda, outros estudos apontam que pacientes com
depressdo tém menor capacidade antioxidante do que individuos
saudaveis (CHANG et al., 2015; LIU et al., 2015).

A associacdo entre o estresse oxidativo e a depressdo também é
bastante evidente em estudos experimentais (Tabela 1). Essas pesquisas
tém confirmado que animais que apresentam comportamento do tipo-
depressivo exibem elevados niveis de marcadores de danos oxidativos
como a carboxilagdo proteica, 8-isoprostano e MDA, além da reducéo
dos niveis da capacidade antioxidantes, como a GSH, GR e SOD, e
aumento da producdo de EROS na regido hipocampal e no cortex pré-
frontal (PATKI et al., 2013; MELLO et al., 2014; SILVA et al., 2016,
ZHANG et al., 2016). Ainda nesse contexto, dados na literatura também
evidenciam um aumento das atividades das enzimas GR, SOD e GPX
em modelos de depressdo, possivelmente como um efeito compensatério
em razdo da produgdo excessiva de EROS (MORETTI et al., 2013;
SILVA et al., 2016)
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Tabela 1. Associacdo entre a depressdo e marcadores de estresse oxidativo em modelos animais.

Referéncia

Animais

Inducéo do
comportamento tipo-
depressivo

Parametros oxidativos

PATKI etal., 2013

Ratos machos
Sprague Dawley
e Long-Evans

Estresse induzido por
derrota social por 7 dias

Baixos niveis de GR e SOD na regido do hipocampo

MORETTI et al.,
2013

Camundongos
Swiss fémeas

Estresse de contencéo por
7 horas

Atividade elevada de GR na regido do cortex
Atividade elevada da SOD e GPX e aumento da
lipoperoxidacdo (TBARS) nas regides do cdrtex e hipocampo

MELLO etal., 2014  Ratos Wistar Estresse cronico leve por Altos niveis da carboxilacdo proteica na regido do cortex,
machos 40 dias hipocampo e estriado
Aumento da lipoperoxidagdo, na regido do cerebelo e estriado
SILVA et al., 2016 Camundongos Inducéo pela Baixos niveis de GSH na regido do hipocampo

Swiss fémeas

administracdo de
corticosterona por 21 dias

Aumento da lipoperoxidagdo (TBARS) na regido do cortex,
hipocampo e estriado
Elevada atividade de SOD na regido do cortex e hipocampo

GUPTA,;
RADHAKRISHNA
N; KURHE, 2015

Camundongos
Swiss machos

Inducéo pela
administracdo de
corticosterona por 28 dias

Baixos niveis de GSH e aumento da lipoperoxidagdo e niveis
de nitrito no cérebro total.

ZHANG et al., 2016

Camundongos
BALB/c machos

Estresse cronico
imprevisivel leve por 4
semanas

Elevada producéo de EROS na regiéo do cortex e do
hipocampo

EROS: Espécies reativas de oxigénio; GR: Glutationa redutase; GPX: Glutationa peroxidase; GSH: Glutationa; MDA: Malondialdeido;
SOD: Superoxido dismutase; TBARS: Substancias reativas ao acido tiobarbitlrico.
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2.1.3 Modelos animais de depressédo

O complexo mecanismo de doencas neuropsiquiatricas ainda nao
pode ser completamente entendido pelos estudos em humanos
(KANDRATAVICIUS et al, 2014). Logo, o uso de animais de
laboratério se torna necessario para pesquisas de transtornos como a
depressdo. Além disso, seus resultados podem ser importantes para
nortear posteriores investigacdes clinicas (OTTE et al., 2016).

Existem diversas metodologias para a inducdo de um
comportamento tipo-depressivo em animais. Uma delas é através da
reproducdo do estresse cronico (ZHAO et al., 2008), um dos fatores
ambientais sugeridos em sua etiologia (OTTE et al., 2016). Em
condi¢des normais, o eixo HPA é ativado em reposta ao estresse,
estimulando secre¢bes de hormdnios pelo hipotdlamo (horménio
liberador de corticotropina) e pela glandula pituitaria (horménio
adrenocorticotrofico), no qual estimula a liberacdo de glicocorticoides
como a corticosterona (em roedores) pela glandula adrenal, sendo esse
processo controlado pelo mecanismo de feedback negativo (JOSEPH,;
GOLDEN, 2016). Entretanto, a exposicdo ao estresse cronico, pode
desregular esse mecanismo que retorna esses sistemas hormonais ao
normal, levando ao aumento cronico de glicocorticoides no organismo
devido a desregulacdo do eixo HPA (JOSEPH; GOLDEN, 2016),
desregulacdo essa considerada um dos processos fisiopatoldgicos da
depressdo (OTTE et al., 2016).

Uma das formas de mimetizar esse processo de estresse crénico
em animais é pela administracdo cronica da corticosterona. Nesse
modelo sdo identificadas alteracdes bioquimicas condizentes as
observadas no processo fisiopatoldgico da depressdo, como mudancas
nos niveis de tirosina hidroxilase (um marcador da sintese de dopamina)
(ZHAO et al., 2008), reducéo dos niveis de glicogénio (ZHANG et al.,
2015), Fator neurotrdfico derivado do encéfalo (BNDF) (SHEN et al.,
2016) e apoptose celular (ZOU et al., 2016). Ainda, alteragcBes de
parametros de estresse oxidativo também sdo relatadas em alguns
estudos, como  apresentado no quadro 1 (GUPTA;
RADHAKRISHNAN; KURHE, 2015; SILVA et al., 2016). Além disso,
vale ressaltar que ZHAO et al. (2008) observaram que o tratamento
repetido com corticosterona (20 mg/Kg) induziu um comportamento
tipo-depressivo em camundongos avaliado pelos testes TNF E TSC,
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demonstrando que esse método é (til e consistente com outros modelos
de depressdo (ZHAO et al, 2008).

Ainda, é importante destacar que estudos tem indicado que
roedores fémeas sdo mais vulneraveis ao modelo de inducdo de
depressdo por estresse relacionado a desregulagdo do eixo HPA
(ANTHONY ey al. 2014). Shyla et al. (2014) em sua pesquisa mostrou
gue em um protocolo de inducdo de comportamento tipo-depressivo por
estresse crénico, os camundongos BALB/cJ fémeas apresentaram
comportamentos do tipo-depressivos no TSC e aumento do
corticosterona mais pronunciados que em machos

O comportamento tipo-depressivo pode ser avaliado através de
testes comportamentais preditivos, como os mais utilizados TNF e TSC
gue sdo teste que avaliam o tempo de imobilidade dos animais (STERU
et al., 1985). Ainda, outros testes como o Teste de borrifagem de
sacarose (TBS), utilizado para rastreamento do comportamento tipo-
anedonico, e o Teste do campo aberto (TCA) para avaliar a atividade
locomotora, também sdo amplamente utilizados (MORETTI et al., 2012;
ROSA et al., 2014; LIEBERKNECHT et al., 2017). Além disso, vale
ressaltar que esses testes também sdo muito utilizados para investigar 0s
efeitos de compostos com propriedades antidepressivas (MORETTI et
al.,, 2012; ROSA et al., 2014; LIEBERKNECHT et al., 2017). Os
detalhamentos destes testes estdo descritos na metodologia desse
projeto.

2.1.4 Tratamentos

Existem diversas formas de tratamento para depressdo, sendo a
principal a terapia farmacoldgica, que utiliza de medicamentos que
agem sobre determinados mecanismos envolvidos em sua fisiopatologia.
Como por exemplo os farmacos inibidores de recaptacéo de serotonina
como a Fluoxetina, um dos principais antidepressivos indicados pela
Organizacdo Mundial da Satide (KHAWAM; LAURENCIC; MALONE
JR., 2006; WHO, 2017b). Entretanto, muitas vezes o uso desses
antidepressivos provoca efeitos adversos como sonoléncia, espasmos
musculares, boca seca, transpiracdo intensa, disfuncdo sexual,
constipacdo, ganho de peso, nauseas, vomitos e tontura (KHAWAM;
LAURENCIC; MALONE JR., 2006; BET et al., 2013). Esses efeitos
aliados aos altos custos dos medicamentos levam muitos pacientes a
abandonarem o tratamento (SANSONE; SANSONE, 2012; ALEKHYA
et al., 2015) Pesquisas tém constatado que cerca de 50% dos pacientes
interrompem o tratamento prematuramente (SANSONE; SANSONE,
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2012; YAU et al.,, 2014; ALEKHYA et al., 2015). Na tentativa de
contornar este obstaculo, investigacdes dos efeitos de tratamentos
alternativos e complementares como psicoterapia, exercicio fisico e
terapia nutricional tém sido sugeridos (MANOSSO; MORETTI;
RODRIGUES, 2013; HALLGREN et al., 2017).

Dados na literatura ponderam que as abordagens terapéuticas
baseadas em alimentos podem ter um direcionamento mais lento, porém
mais fisioldgico e sem efeitos colaterais graves (DADNHANIA et al.,
2016), além da reducdo de custos para os cuidados com a salde
(MUSCARITOLI et al., 2016). Nessas circunstancias, pesquisas tém
indicado que a nutrigdo como terapia alternativa e/ou auxiliar tem
notaveis efeitos positivos no tratamento de doengas crénicas como a
depressdo (SARRIS, 2017).

Estudos sugerem relevantes beneficios de nutrientes e alimentos
no tratamento da depressdo. Entre essas evidéncias, destaca-se as
propriedades antidepressivas de alimentos como a cebola, orégano, alho,
alecrim, café, acido graxos, além de vitaminas e minerais (MANOSSO;
MORETTI; RODRIGUES, 2013; BEYER; PAYNE, 2016). Mlyniec et
al. (2014, 2015) constataram em seus artigos de revisdo, que a
suplementacdo com zinco, magnésio ou selénio pode melhorar a
resposta dos farmacos antidepressivos ou até mesmo exibir efeito
antidepressivo per se. Ainda, Sarris et al. (2016, 2017) concluiram em
suas revisdes que o uso de Omega 3 e de vitaminas, incluindo a
vitamina D, podem ter efeitos benéficos no tratamento da depressao.

2.2VITAMINA D

2.2.1 Aspectos gerais

A vitamina D é um micronutriente bastante estudado desde sua
descoberta em 1921 (NORMAN, 2012). Essa vitamina faz parte do
grupo de vitaminas classificadas como lipossoliveis, além de ser
considerada um hormonio esteroide (NORMAN, 2012; JOHNSON;
MOHN, 2015). Ela é obtida nas formas de colecalcifereol (vitamina D3)
e ergocalciferol (vitamina D2), considerados os principais precursores
bioldgicos inativos da vitamina D (PLUDOWSKIET et al., 2017).

Estes precursores da vitamina D sfo adquiridos através da
exposicdo solar da pele, a principal forma de obtengdo, pela dieta
(principalmente através da ingestdo de alimentos fontes, como 6leo de
figado de bacalhau, salmo e gema de ovos, alimentos fortificados como
leite, produtos lacteos e alguns cereais) e também através da sua
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suplementacdo (JOHNSON; MOHN, 2015; PLUDOWSKIET al., 2017).
Vale ressaltar que segundo a Recommended Dietary Allowances (RDA,
2011), a ingestdo diaria da vitamina D sugerida para atender as
necessidades fisioldgicas ¢ de 600Ul/d para criangas, adolescentes e
adultos saudaveis. Porém, em casos de deficiéncia a recomendacéo pode
chegar até. 50.000Ul/semana sem evidéncia de toxicidade
(PLUDOWSKIET et al., 2017).

A vitamina D desempenha importantes fun¢des bioldgicas, sendo
a principal e mais conhecida a manutencao da homeostase do célcio e do
fosforo, além da regulacdo da expressdao génica, proliferacdo e
diferenciacdo celular e relagdo com o sistema imunolégico e cerebral
(NORMAN, 2012). Entretanto, vale ressaltar que para o desempenho
dessas funcdes é necessario que a vitamina D esteja em sua forma ativa
(BINKLEY; RAMAMURTHY; KRUEGER, 2012).

O metabolismo da vitamina D (Figura 1) comec¢a quando seus
precursores inativos (vitaminas D2 e D3) sdo absorvidos no intestino
e/ou sintetizado pela pele. Uma vez dentro do organismo, vao para o
figado, no qual, por acdes de enzimas, com a 25-hidroxilase, sofrem um
processo de hidroxilacdo, tornando-se a forma 25, hidroxivitamina D
[25(OH)D] ou Calcidiol (ANDERSON; MAY; MORRIS, 2003). A
25(0OH)D é o maior metabdlito circulante da vitamina D e também é
considerada seu principal indicador, provavelmente em razdo do seu
tempo de meia vida, sua facilidade de mensuracéo e correlacdo com o
estado clinico de doencas (ANDERSON; MAY; MORRIS, 2003).

Ap6s formada, a 25(0OH)D se liga as proteinas de ligacdo de
vitamina D e segue até os rins pela corrente sanguinea, no qual sofre o
segundo processo de hidroxilacdo, transformando-se em 1,25
dihidroxivitamina D [1,25(0OH)D], também chamada de Calcitriol, sua
forma ativa (Figura 1) (ANDERSON; MAY; MORRIS, 2003). Ja
ativada, a 1,25(OH)D vai para os tecidos e 6rgdos para realizar suas
fungdes metabolicas reguladas pelos receptores intracelulares de
vitamina D (VDR), receptores estes que podem ser encontrados em
varias células e tecidos do corpo, incluindo o cérebro, que também ¢é
capaz de sintetizd-la. (ANDERSON; MAY; MORRIS, 2003;
WRZOSEK et al., 2013).

Assim, devido ao seu metabolismo e as suas agdes fisiologicas
tem-se observado a ampla relevancia da vitamina D para o estado
clinico e prevencao de algumas doengas como osteoporose, raquitismo,
doencas autoimunes e cardiovasculares, alguns tipos de canceres, além
de doencas do SNC como a depressio (BERNARD; COLON-EMERIC,
2010; GALESANU; MOCANU, 2015).
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Figura 1: Metabolismo da Vitamina D
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2.2.2 Vitamina D e depressao

Estudos tém indicado que a vitamina D possui um importante
papel no desenvolvimento e fungBes do SNC. Entre suas principais
acles no cérebro estdo a diferenciacao celular, regulacdo da sinaliza¢&o
do calcio, producdo de fatores neurotroficos, crescimento axonal,
modulagdo da produgdo de EROS (EYLES; BURNE; MCGRATH,
2013) e até inibicdo da apoptose (MPANDZOU et al., 2016). Ainda,
segundo Eyles, Burne e Mcgrath (2013), a vitamina D pode alterar a
expressdo  dos neurotransmissores dos  sitemas  colinérgicos,
dopaminérgicos e noradrenérgico. A importancia dessa vitamina pode
ser explicada pela presenca dos VDR e enzimas capazes de formar o
calcitriol no cérebro (WRZOSEK et al., 2013). Um estudo realizado em
camundongos verificou que o sistema vitamina D-VDR pode afetar
significamente o comportamento emocional, mostrando que a
deficiéncia ou o bloqueio do receptor pode aumentar os sintomas de
ansiedade (KALUEFF et al., 2004). Além disso, a caréncia da vitamina
D estd associada com o declinio cognitivo, maior frequéncia de
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deméncia, entre outras doencas psiquiatricas (EYLES; BURNE;
MCGRATH, 2013; VAN DER SCHAFT et al., 2013).

Pesquisas epidemioldgicas com adultos e idosos apontam para
uma associacdo entre baixos niveis de vitamina D e a presenca de
sintomas depressivos (SHIN et al., 2016; BROUWER-BROLSMA et
al., 2016). Moy et al. (2016), verificaram em seu estudo transversal que
2/3 das mulheres malaias que apresentavam deficiéncia de vitamina D
tinham maiores riscos para depressdao quando avaliadas pela versdo
Malaia da Escala de Depressdo, Ansiedade e Stress (DASS). (MOY et
al., 2016). Vale destacar que estudos de revisdo tém confirmado essa
relagdo entre os niveis de vitamina D e a depressdo, porém indicando a
necessidade de testes randomizados e controlados para melhor entender
a fungdo dessa vitamina e seus mecanismos bioquimicos envolvidos na
depressdo (ANGLIN et al., 2013; PARKER; BROTCHIE; GRAHAM,
2017).

Neste contexto, encontra-se na literatura cientifica alguns estudos
em humanos. Mozaffari-Khosravi et al. (2013), em seu ensaio clinico
randomizado controlado, verificaram que o grupo que recebeu injecdo
intramuscular de 300.000U1 de vitamina D teve uma melhora no estado
depressivo apresentando melhores resultados no Beck Depression
Inventory (BDI) em compara¢do com o grupo controle. Sepehrmanesh
et al. (2016), também encontraram efeitos benéficos da suplementacédo
com vitamina D nos pardmetros BDI e de estresse oxidativo em
individuos suplementados com essa vitamina durante 8 semanas
(50.000Ul/semana). Além disso, um outro estudo de 8 semanas mostrou
gue o uso da vitamina D (1500 Ul/dia) como terapia adjuvante em
combinagdo com a fluoxetina (20 mg/dia), teve melhores resultados em
comparagdo com a fluoxetina isolada, no tratamento dos sintomas
depressivos (KHORAMINYA et al., 2013). Entretanto, segundo Parker,
Brotchie e Graham (2017) esses poucos estudos tém produzido
resultados ainda inconsistente e geralmente apresentam limitacdes
metodologicas, havendo assim a necessidade de mais estudos.

Alguns estudos experimentais também tém investigado os efeitos
da suplementacdo com vitamina D sobre o0 SNC. Pesquisas mostraram
gue a administracdo de vitamina D melhorou o declinio da funcéo
cognitiva em ratos diabéticos e com doenca hepatica gordurosa (ERBAS
et al., 2014; ALREFAIE; ALHAYANI, 2015). Ainda, foi demonstrado
que a administracdo desse nutriente reduziu o fator de transcricdo NF-
KB (Fator nuclear kappa B) e aumentou as concentracGes do fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo de ratos obesos
(HAJILUIAN et al., 2017), além de melhorar a transmissdo colinérgica
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no coértex pré-frontal de ratos (ALREFAIE; ALHAYANI, 2015). Além
disso, Fedotova et al. (2016, 2017) observaram que a suplementacdo
com Colecalciferol nas dosagens de 5 mg/kg/dia e 1 mg/kg/dia ou 2,5
mg/kg/dia, por 14 dias, tiveram efeitos tipo-antidepressivos e tipo-
ansioliticos, respectivamente, em ratas ovarectomizadas.

Um outro indicativo que mostra a importancia da vitamina D no
SNC sdo as evidéncias dos seus efeitos na atenuacdo de estresse
oxidativo cerebral. Pesquisas in vitro e in vivo, sugeriram em seus
resultados que o colecalciferol tem um potencial antioxidante capaz de
prevenir a auto-oxidacdo, peroxidacdo lipidica, além de aumentar as
atividades da enzima CAT (CHEN; LIN; CHIU, 2003; LIN; CHEN;
CHAO, 2005; TARBALI; KHEZRI, 2016). Ainda, um ensaio in vitro
demonstrou que a forma ativa do Colecalciferol [lalfa, 25(0OH)2D3]
inibiu 0 aumento intracelular de EROS em uma cultura mesencefalica
(IBI et al., 2001). Por fim, é fundamental salientar que este parametro,
como ja citado, tem grande relevancia no processo fisiopatoldgico da
depressao.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da administracdo de 100 Ul/kg/dia de
Colecalciferol, nos parametros comportamentais e de estado redox, em
camundongos submetidos a um modelo de depressdo induzida pela
administragdo cronica de corticosterona.

3.2 OBEJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o efeito do Colecalciferol sobre os parametros
comportamentais no TSC, TCA e TBS em camundongos.

eInvestigar o efeito da administracdo do colecalciferol sobre os
parametros de estado redox (DCF) na regido hipocampal e do cortex
pré-frontal de camundongos.
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4 METODOS

A}.ICARACTERIZAQAO DO ESTUDO E PROCEDIMENTOS
ETICOS DA PESQUISA

O estudo é caracterizado como experimental animal e foi
desenvolvido no Laboratdrio de Neurobiologia da Depressdo da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). O projeto foi enviado e
aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC
(protocolo numero PP00795, ANEXO 1). Além disso, é importante
destacar que os procedimentos experimentais foram realizados seguindo
0s principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Todos os esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento
dos animais.

4.2 ANIMAIS

Os experimentos foram realizados usando camundongos Swiss
fémeas com idade entre 60 e 90 dias, fornecidos pelo Biotério Central da
UFSC. Os animais foram alojados em caixas coletivas (12 animais por
caixa), com livre acesso a dgua e racdo comercial para roedores. As
condi¢cdes ambientais foram controladas a fim de manter a temperatura
de 20 - 22°C e um ciclo claro-escuro de 12:12 h (07:00-19:00 h).

4.3 ESTUDO PILOTO

Inicialmente, foi realizado um estudo piloto para determinagéo da
dose efetiva do colecalciferol no teste de suspensdo pela cauda (TSC).
Para isso, trés doses de colecalciferol foram testadas. Camundongos
Swiss fémeas (n=35) foram divididos nos seguintes grupos: 1) veiculo
(grupo controle); 2) fluoxetina (10 mg/kg, controle positivo); 3)
colecalciferol 100 Ul/kg/dia, 4) colecalciferol 300 Ul/kg/dia, 5)
colecalciferol 1000 Ul/kg/dia.

Os animais foram tratados por via oral (gavagem) durante 21
dias. Vinte e quatro horas apds a Ultima administracdo dos compostos,
os animais foram submetidos ao TSC e teste de campo aberto (TCA),
conforme os protocolos dos itens 4.5.1 e 4.5.2, respectivamente.
Observou-se que todas as doses de colecalciferol foram efetivas em
mostrar um efeito tipo-antidepressivo em relacdo ao grupo controle, e
foram comparaveis aos resultados da fluoxetina (Figura 2). Desta forma,
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foi escolhida a menor dose de 100 Ul/kg/dia para realizacdo desse
estudo.

Figura 2. Efeito do tratamento (21 dias) com veiculo, fluoxetina ou
Colecalciferol (Vitamina D3) no TSC (figura 2A) e TCA (figura 2B)

3 Veiculo O Veicule

= F\uoxennva 10 mkikg Figura 18 Bl Fluoxetina 10 mg/kg
33 Colecalciferol 100 Ulkkg 3 Colecalciferol 100 Ulkg

. Colecalciferol 300 Ulikg o0 . Colecalciferol 300 Ulikg
3 Colecaldiferol 1000 Ulkg 3 Colecalciferol 1000 Ulikg

fﬁiﬁi :ﬁiﬁi

TSC: Teste de suspensdo pela cauda; TCA: Teste do campo aberto. Cada coluna
representa a meédia + EPM. de 7 animais. A andlise estatistica foi realizada por
ANOVA de uma via, seguido por teste post-hoc de Newman-Keuls. * p <0,05 e
** p <0,01 em comparagdo com o grupo controle. Fonte: A autora

Figura 1A
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4.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizados 48
camundongos, os quais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos
(Figura 3):

1) Grupo controle sem administracdo da corticosterona, o qual foi
subdividido em: a) veiculo (agua destilada) + veiculo (6leo de girassol);
b) veiculo (Agua destilada) + fluoxetina; c) veiculo (dgua destilada) +
colecalciferol.

2) Grupo experimental com administracdo da corticosterona, o
qual foi subdividido em: a) corticosterona + veiculo (6leo de girassol);
b) corticosterona + fluoxetina; c) corticosterona + colecalciferol.

Esses grupos receberam o tratamento (como descrito nos itens
4.4.1 e 4.4.2) diariamente (sempre as 13h30min). Vinte e quatro horas
ap6s a Ultima administracdo dos compostos, 0s animais foram
submetidos aos testes comportamentais.
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Figura 3. Fluxograma do estudo

Variaveis de exposigio

Grupo Controle ‘Grupo Corticosterona
Veiculo Veiculo Veiculo Corticosterona Corticosterona Corticosterona
+ + + + + +
Veiculo Fluoxetina Colecalciferol Veiculo Flu Colecalciferol
Variaveis desfecho
| Parédmetros Comportamentais | | Pardmetros do estado redox |
T5C
TBS DFC-DA

TCA

TSC: Teste de suspensdo pela cauda; TBS: Teste de borrifagem de sacarose;
TCA: Teste do campo aberto; DCF-DA: Diclorofluoresceina.
Fonte: A autora, 2017

4.4.1 Vitamina D e depressdo Inducdo do comportamento tipo-
depressivo induzido pela administracdo de corticosterona

Os camundongos foram tratados por via oral (gavagem), com 20
mg/kg de corticosterona ou veiculo (agua destilada) durante 21 dias para
a inducdo do comportamento tipo-depressivo (Figura 4), conforme Rosa
et al. (2014). A corticosterona foi dissolvida em agua destilada com 2%
de Tween 80 e 0,2% de dimetilsulféxido (DMSO). E para evitar
qualquer possivel efeito desses solventes os veiculos (agua destilada) de
cada grupo também receberam a mesma quantidade em porcentagem de
DMSO e Tween 80.

4.4.2 Investigacao do efeito da colecalciferol no modelo de depresséo
induzida por corticosterona

A fim de verificar o efeito tipo-antidepressivo da colecalciferol,
as dosagens de 100 Ul/kg/dia de colecalciferol, o veiculo (6leo de
girassol) ou 10 mg/kg de fluoxetina (controle positivo) foram
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administradas imediatamente apds a administracdo da corticosterona,
durante os Ultimos 7 dias da administracdo da corticosterona (Figura 4)
(Adaptado de Rosa et al., 2014).

Figura 4. Linha temporal do experimento

Veiculo
Corticosterona (20 mg/kg)
. 15

Il
T

4 N
2
N
N

}-s2==» DCF-DA

Veiculo TCA
Fluoxetina (10 mg/kg) oX
Colecalciferol(100 Ul/kg/dia)

TSC: Teste de suspensdo pela cauda; TBS: Teste de borrifagem de sacarose;
TCA: Teste do campo aberto; DCF-DA: Diclorofluoresceina
Fonte: Adaptado de Rosa et al, 2017

4.5 ANALISE COMPORTAMENTAL
4.5.1 Teste da suspensdo pela cauda (TSC)

Esse teste é baseado na avaliagdo do tempo de imobilidade do
animal, o qual é avaliado de acordo com o0 método descrito por Steru et
al. (1985). Os camundongos foram suspensos 50 cm acima do chdo pela
cauda, a qual foi fixada com fita adesiva em uma superficie lisa. O
tempo de imobilidade foi registrado durante 6 minutos. No modelo de
depressao induzida por corticosterona é observado o aumento do tempo
de imobilidade neste teste (Zhao et al., 2008, Rosa et al., 2014). Uma
reducdo do tempo de imobilidade é observada apds a administracdo de
compostos com propriedades antidepressivas (Steru et al., 1985).

4.5.2 Teste do campo aberto (TCA)

Com o objetivo de eliminar a possibilidade de que alteragdes no
tempo de imobilidade no TSC sejam devidos a uma modificagdo na
atividade locomotora dos animais causada pelos compostos, 0s
camundongos foram submetidos a uma sessdo no TCA, como descrito
por Rodrigues et al., (1996). O teste foi realizado 10 minutos ap6s o
TSC, em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x 50 cm altura, com o
chéo dividido em 12 quadrados iguais. O nimero de quadrados cruzados
com as quatro patas (cruzamentos) foi registrado em uma sessdo de 6
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minutos. O aparelho foi limpo com uma solucéo de etanol a 10% entre
os testes, a fim de esconder rastros de outros animais.

4.5.3 Teste de borrifagem de sacarose

O TBS é utilizado para avaliar o comportamento de auto-limpeza
(grooming) dos animais, ap6s a vaporizagdo dos mesmos com solugéo
de sacarose a 10%. Tal teste foi realizado 10 minutos ap6s o TCA. O
tempo de laténcia e o tempo total de auto-limpeza foram avaliados
durante 5 minutos. O TBS é um marcador valido de comportamento
tipo-aneddnico para modelos de inducdo ao estresse, uma vez que 0S
animais submetidos a estes modelos apresentam um menor tempo de
auto-limpeza quando comparados aos animais controle (Kalueff et al,
2002; Moretti et al., 2012).

4.6 EUTANASIA

Imediatamente apds os testes comportamentais, os animais foram
decapitados (sem o uso de anestesia) e tiveram seus encéfalos removidos
e dissecados sobre a placa de Petri invertida sobre o gelo para retirada
dos tecidos hipocampo e cortex pré-frontal. Esses tecidos foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°
para posterior realizacdo de dosagens bioquimicas.

4.7 MENSURAGAO DO ESTADO REDOX

A mensuragdo do parametro do estado redox foi realizada a partir
de amostras armazenadas de tecidos do hipocampo e cértex pré-frontal.
As amostras foram homogeneizadas em tampdo TFK 50mM, EDTA
1mM e azida sédica 1 mM (pH 7,4) (1:10 peso/volume) e centrifugadas
a 1000g em uma temperatura de 4°C, por 10min. O sobrenadante foi
separadopara realizacdo dos ensaios bioquimicos. Os parametros
analisados foram os niveis de DCF- DA.

4.7.1 Determinacdo do DCF-DA

Esse método foi utilizado para determinar EROS através de
reacdo fluorimétrica com o 2, 7 diclorofluoresceina (DCFH) que é a
forma ndo fluorescente deste composto. Esta reage com EROS
formando o a diclorofluoresceina (DCF) corante que emite fluorescéncia
e pode ser quantificado de acordo como descrito por Hempel et al.,
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(1999). Sendo assim, a andlise da producéo de EROS foi feita através da
leitura na Multileitora Infinite M200 (Tecan), com excitacdo em 585nm
e emissdo de 520nm em amostras previamente incubadas com DCFH.
Os resultados foram expressos em unidade arbitraria de fluorescéncia,
com o grupo controle sendo expresso como 100% e os demais grupos
calculados em comparacéo a esse valor.

4.7.2 Determinacédo de proteinas

O conteudo de proteinas das amostras foi determinado pelo
método colorimétrico, utilizando a albumina bovina sérica como padrédo
(LOWRY et al., 1951).

4.8 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados foram apresentados em média = EPM. Os resultados
foram analisados por ANOVA de uma ou duas vias, seguidos do teste
post hoc de Newman Kewlls, quando apropriado. Para realizacdo dos
testes foi utilizado o software Statistica 7.0. Foram considerados
significativos os valores de P<0,05.
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5 RESULTADOS

Os resultados provenientes do projeto de dissertacdo serdo
submetidos na forma de artigo ao periédico PHARMACOLOGY,
BIOCHEMISTRY AND BEHAVIOR que tem o fator de impacto
(2017) de 2.538, cujo o qualis para Nutricdo é A2. As normas de
submissdo ao periddico desejado estdo disponiveis no seguinte link:
https://www.elsevier.com/journals/pharmacology-biochemistry-and-
behavior/0091-3057/quide-for-authors

EFEITOS DO COLECALCIFEROL NOS PARAMETROS
COMPORTAMENTAIS E DE ESTRESSE OXIDATIVO EM
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A UM MODELO DE
DEPRESSAO INDUZIDO POR CORTICOSTERONA

RESUMO:

O transtorno depressivo maior (ou depressdo) é uma das doencas
psiquiatricas mais frequentes na populacdo, tendo o estresse cronico
como um dos principais fatores etioldgicos. Alguns estudos clinicos tém
demostrado que a suplementacdo da vitamina D pode levar a atenuagdo
do estado depressivo. Porém, ainda pouco se sabe sobre os mecanismos
bioguimicos envolvidos nessa relacdo entre a vitamina D e a depressao.
O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da administragdo
crobnica de 100 Ul/kg/dia de colecalciferol em parametros
comportamentais [teste de suspenc¢do pela cauda (TSC), teste do campo
aberto (TCA) e teste de borrifagem de sacarose (TBS)] e de estado
redox [diclorofluoresceina (DCF)], em camundongos submetidos a um
modelo de depressdo induzida pela administracdo cronica
corticosterona, o principal horménio do estresse em animais. Para
realizacdo desse estudo, foram utilizados camundongos adultos Swiss
fémeas. Para inducdo do comportamento tipo-depressivo, a
corticosterona (20 mg/kg) foi administrada uma vez ao dia, durante 21
dias. Para a investigacdo do efeito tipo-antidepressivo, o colecalciferol
(100 Ul/kg) ou a fluoxetina (10 mg/kg, controle positivo) foram
administrados nos Gltimos 7 dias da administracdo de corticosterona.
Apobs os tratamentos, foram realizados os testes comportamentais e
andlises bioquimicas em amostras de hipocampo e cortex pré-frontal dos
roedores. Os animais submetidos as doses repetidas de corticosterona
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apresentaram um comportamento do tipo-depressivo, evidenciado pelo
aumento significativo do tempo de imobilidade no TSC, o qual foi
reduzido significativamente com a administracdo da colecalciferol ou
fluoxetina. Além disso, o0s grupos tratados com colecalciferol ou
fluoxetina apresentaram menor porcentagem da unidade arbitraria de
fluorescéncia de DCF, indicando menor producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROS) no hipocampo. Estes resultados mostraram que 0
colecalciferol, similar a fluoxetina, tem um potencial efeito tipo-
antidepressivo, o qual pode estar relacionado a menor producdo de
EROS no hipocampo.

PALAVRAS-CHAVES: Colecalciferol; Depressdo; Corticosterona;
EROS; Hipocampo; Estado redox.

DESTAQUES:

*A suplementacdo de colecalciferol reverteu 0 comportamento do tipo-
depressivo em camundongos submetidos ao tratamento com
corticosterona.

A suplementacdo de colecalciferol atenuou a producdo de espécies
reativas de oxigénio no hipocampo dos camundongos.

*Os efeitos da colecalciferol foi similar aos da fluoxetina (controle
positivo).

ABREVIACOES:

DCF — Diclorofluoresceina; DCFH - 2, 7 diclorofluoresceina; DMSO -
Dimetilsulféxido; EROS - Espécies reativas de oxigénio; HPA -
Hlipotalamo-pituitaria-adrenal; NADPH —Fosfato de dinucledtido de
nicotinamida e adenina; TBS - Teste de borrifagem de sacarose; TCA -
Teste do campo aberto; TNF - Teste do nado forcado; TSC - Teste de
suspensdo pela cauda; VDR - Receptores intracelulares de vitamina D
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1. Introducédo

A depresséo é um transtorno psiquiatrico que tem como principal
caracteristica o humor deprimido e anedonia, e esta entre 0s que mais
causam incapacidade no mundo. Cerca de 300 milhdes de individuos
sdo diagnosticados com depressdo, sendo mulheres e idosos as
populacdes mais acometidas (WHO, 2017a). A principal forma de
tratamento da depressdo consiste no uso de farmacos antidepressivos,
como a fluoxetina (Khawam et al., 2006; WHO, 2017b). No entanto,
nem todos os pacientes aderem ao tratamento farmacol6gico, ou mesmo
sentem melhoras significativas com o seu uso (Sansone e Sansone,
2012; Yau et al.,, 2014; Alekhya et al., 2015). Entre os principais
motivos da ndo-aderéncia ao tratamento farmacoldgico estdo os efeitos
colaterais como sonoléncia, disfungdo sexual, constipacdo, ganho de
peso, nauseas, vomitos e tontura (Khawam et al., 2006; Bet et al., 2013).
Na tentativa contornar este obstaculo, investigac@es dos efeitos de novas
alternativas de tratamento como psicoterapia, exercicio fisico e terapia
nutricional tém sido sugeridos (Hallgren et al., 2017; Manosso et al.,
2013).

Estudos tém evidenciado efeitos benéficos de nutrientes como
vitaminas para o tratamento da depressdo (Manosso et al., 2013; Beyer e
Payne, 2016). Uma das vitaminas, cujos possiveis efeitos
antidepressivos vém sendo observados, é a vitamina D. Além de estudos
epidemiol6gicos evidenciarem que individuos diagnosticados com
depressdo apresentam deficiéncia desse micronutriente (Shin et al.,
2016; Brouwer-Brolsma et al., 2016), alguns estudos clinicos tém
observado que a suplementacdo pode levar a melhoras no estado
depressivo dos pacientes (Mozaffari-Khosravi et al., 2013; Sephrmanesh
et al., 2016). Além disso, pesquisas experimentais tém observado que o
colecalciferol (vitamina D3) pode apresentar efeitos benéficos ao
sistema nervoso central, como melhora no declinio cognitivo (Erbas et
al.,, 2014; Alrefaie e Alhayani, 2015), melhora na sintese de
neurotransmissores (Eyles et al., 2013) e atenuacao do estresse oxidativo
cerebral (Chen et al., 2003; Tarbali e Khezri, 2016). Entretanto, pouco
se sabe sobre a funcdo dessa vitamina e seus mecanismos bioquimicos
envolvidos na depressao.

Modelos experimentais que tentam mimetizar comportamentos
do tipo-depressivos tém sido uma estratégia para tentar compreender a
génese da depressdo, bem como investigar os efeitos de novos
tratamentos. A administracdo de doses repetidas de corticosterona tem
sido considerado um método valido e consistente para a inducdo do
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comportamento tipo depressivo em camundongos (Zhao et al., 2008). A
corticosterona é o principal horménio do estresse em roedores, sendo
este modelo baseado na desregulacdo do eixo hipotalamo-pituitario-
adrenal (HPA) (Joseph e Golden, 2016). Este modelo mimetiza o estado
de estresse crbnico, um dos principais fatores etiolgicos da depresséo
(Otte et al., 2016). Além disso, nesse modelo é observado processos
bioquimicos que tem sido implicado na fisiopatologia da depressao,
como 0 processo de estresse oxidativo (Gupta et al., 2015; Liu et al.,
2015; Silva et al., 2016). Alguns estudos tém evidenciado sinais de
danos oxidativos como altas concentracdo de malondialdeido, um
produto da peroxidagdo lipidica tanto em amostras de urina de pessoas
diagnosticadas com depressao quanto nos tecidos do hipocampo e cortex
pré-frontal de animais submetidos a modelos experimentais de
depressdo (Han et al, 2016; Silva et al., 2016). Além disso, também sdo
observadas alteracGes dos parametros do estado redox como diminuigdo
da capacidade antioxidante sérica em individuos depressivos (Liu et al.,
2015) e elevada producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) no
hipocampo e cortex pré-frontal em camundongos (Zhang et al., 2016).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo
investigar os efeitos da administracio de 100 Ul/kg/dia de
colecalciferol, em parametros comportamentais e de estado redox em
camundongos submetidos a um modelo de depressdo induzida pela
administragdo cronica de corticosterona.

2. Materiais e Métodos
2.1 Animais

Os experimentos foram realizados usando camundongos Swiss
fémeas com idade entre 60 e 90 dias, fornecidos pelo Biotério Central da
UFSC. Os animais foram alojados em caixas coletivas (12 animais por
caixa), com livre acesso a dgua e racdo comercial para roedores. As
condi¢Bes ambientais foram controladas a fim de manter a temperatura
de 20 - 22°C e um ciclo claro-escuro de 12:12 h (07:00-19:00 h). Os
animais foram usados seguindo os principios éticos do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Os experimentos
foram realizados apGs a aprovacéo do protocolo pelo Comité de Etica da
instituicdo. Todos os esforgcos foram feitos para minimizar o sofrimento
dos animais.



39

2. 2 Tratamento farmacolégico

Inicialmente, foi realizado um estudo piloto para determinacéo da
dose efetiva do colecalciferol no teste de suspensdo pela cauda (TSC).
Para isso, trés doses de colecalciferol foram testadas. Camundongos
Swiss fémeas (n=35) foram divididos nos seguintes grupos: 1) veiculo
(grupo controle); 2) fluoxetina (10 mg/kg, controle positivo); 3)
colecalciferol 100 Ul/kg/dia, 4) colecalciferol 300 Ul/kg/dia, 5)
colecalciferol 1000 Ul/kg/dia.

Considerando as a¢des gendmicas do colecalciferol, inicialmente
sugerimos que ele poderia ter efeitos tipo-antidepressivos apds o
tratamento cronico, e assim 0s animais foram tratados por via oral
(gavagem) com veiculo, colecalciferol ou fluoxetina uma vez ao dia por
21 dias. Vinte e quatro horas ap6s a Ultima administracdo dos
compostos, os animais foram submetidos a TSC e teste de campo aberto
(TCA).

A dose de 100 Ul/kg/dia foi escolhida para avaliar os efeitos do
colecalciferol no modelo de depressdo induzido pela corticosterona.
Para induzir o comportamento tipo-depressivo os camundongos foram
tratados por via oral (gavagem), com 20 mg/kg de corticosterona ou
veiculo (agua destilada) durante 21 dias, conforme Rosa et al. (2014). A
corticosterona foi dissolvida em agua destilada com 2% de Tween 80 e
0,2% de dimetilsulféxido (DMSO). E para evitar qualquer possivel
efeito desses solventes os veiculos (agua destilada) de cada grupo
também receberam a mesma quantidade em porcentagem de DMSO e
Tween 80.

A fim de verificar o efeito tipo-antidepressivo da colecalciferol,
as dosagens de 100 Ul/kg/dia de colecalciferol, o veiculo (6leo de
girassol) ou 10 mg/kg de fluoxetina (controle positivo) foram
administradas imediatamente apds a administragdo da corticosterona,
durante os Ultimos 7 dias da administracdo da corticosterona (Adaptado
de Rosa et al., 2014).

Os animais (n=48) foram divididos aleatoriamente conforme os
grupos a seguir: a) veiculo + veiculo (6leo de girassol); b) veiculo +
fluoxetina; c) veiculo + colecalciferol; d) corticosterona + veiculo (6leo
de girassol); e) corticosterona + fluoxetina; f) corticosterona +
colecalciferol. Esses grupos receberam o tratamento diariamente
(sempre as 13h30min). Vinte e quatro horas apés a Ultima administracdo
dos compostos, o0s animais foram submetidos aos testes
comportamentais.
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2. 3 Anélise comportamental
2. 3.1 Teste da suspensdo pela cauda (TSC)

Esse teste é baseado na avaliacdo do tempo de imobilidade do
animal, o qual é avaliado de acordo com 0 método descrito por Steru et
al. (1985). Os camundongos foram suspensos 50 cm acima do chédo pela
cauda, a qual foi fixada com fita adesiva em uma superficie lisa. O
tempo de imobilidade foi registrado durante 6 minutos. No modelo de
depressdo induzida por corticosterona é observado o aumento do tempo
de imobilidade neste teste (Zhao et al., 2008, Rosa et al., 2014). Uma
redugdo do tempo de imobilidade é observada ap6s a administracdo de
compostos com propriedades antidepressivas (Steru et al., 1985).

2. 3. 2 Teste do campo aberto (TCA)

Com o objetivo de eliminar a possibilidade de que alteragdes no
tempo de imobilidade no TSC sejam devidos a uma modificacdo na
atividade locomotora dos animais causada pelos compostos, 0s
camundongos foram submetidos a uma sessdo no TCA, como descrito
por Rodrigues et al., (1996). O teste foi realizado 10 minutos ap6s o
TSC, em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x 50 cm altura, com o
chao dividido em 12 quadrados iguais. O nimero de quadrados cruzados
com as quatro patas (cruzamentos) foi registrado em uma sessdo de 6
minutos. O aparelho foi limpo com uma solucéo de etanol a 10% entre
os testes, a fim de esconder rastros de outros animais.

2. 3. 3 Teste de borrifagem de sacarose (TBS)

O TBS é utilizado para avaliar o comportamento de auto-limpeza
(grooming) dos animais, ap6s a vaporizacdo dos mesmos com solucédo
de sacarose a 10%. Tal teste foi realizado 10 minutos ap6s o TCA. O
tempo de laténcia e o tempo total de auto-limpeza foram avaliados
durante 5 minutos. O TBS é um marcador valido de comportamento
tipo-aneddnico para modelos de indugdo ao estresse, uma vez que 0S
animais submetidos a estes modelos apresentam um menor tempo de
auto-limpeza quando comparados aos animais controle (Kalueff et al,
2002; Moretti et al., 2012).
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2.4 Determinacdo do DCF- DA

As mensuracbes do DCF-DA foram realizadas a partir de
amostras de tecidos do hipocampo e coértex pré-frontal. As amostras
foram homogeneizadas em 50mM tampéo fosfato salino pH 7,4, EDTA
1mM e azida s6dica 1 mM (1:10 peso/volume) e centrifugadas a 1000g
em uma temperatura de 4°C, por 10min. O sobrenadante foi reservado
para realizacdo dos ensaios bioquimicos.

A determinacdo do DCF-DA foi utilizado para determinar a
producdo de EROS através de reagdo fluorimétrica com o 2, 7
diclorofluoresceina (DCFH), que é a forma ndo fluorescente deste
composto. O DCFH reage com EROS formando o a diclorofluoresceina
(DCF), corante que emite fluorescéncia e pode ser quantificado de
acordo como descrito por Hempel et al., (1999). Sendo assim, a andlise
da producdo de EROS foi feita através da leitura na Multileitora Infinite
M200 (Tecan), com excitacdo em 585nm e emissdo de 520nm em
amostras previamente incubadas com DCFH. Os resultados foram
expressos em unidade arbitraria de fluorescéncia, com o grupo controle
sendo expresso como 100% e os demais grupos calculados em
comparagdo a esse valor.

2. 5 Determinacdo de Proteinas

O conteldo de proteinas das amostras foi determinado pelo
método colorimétrico, utilizando a albumina bovina sérica como padrédo
(Lowry et al., 1951).

2. 6 Processamento e analise dos dados

Os dados foram apresentados em média + EPM. Os resultados
foram analisados por ANOVA de uma ou duas vias, seguidos do teste
post hoc de Newman Kewills, quando apropriado. Para realizacdo dos
testes foi utilizado o software Statistica 7.0. Foram considerados
significativos os valores de P<0,05.

3. Resultados

3. 1 O colecalciferol apresenta efeito tipo-antidepressivo comparavel a
fluoxetina
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Apos 21 dias de tratamento, nds observamos que todas as doses
do colecalciferol foram efetivas em mostram um efeito tipo-
antidepressivo, e foram comparaveis ao resultado da fluoxetina (Figura
1). Assim, a menor dose (100 Ul/kg) foi escolhida para esse estudo.

Na figura 2A sdo apresentados os resultados do efeito da
administracdo de veiculo, fluoxetina ou colecalciferol sobre o tempo de
imobilidade no TSC, ap6s o tratamento com corticosterona. A
administragdo cronica (21 dias) de corticosterona aumentou
significamente o tempo de imobilidade dos animais (p<0,01), sugerindo
um comportamento tipo-depressivo. O tratamento com colecalciferol
provocou um efeito tipo-antidepressivo, uma vez que reverteu o
aumento do tempo de imobilidade (p <0,01) induzido pela
corticosterona. Este resultado foi comparavel ao grupo tratado com
fluoxetina (p <0,01).

A figura 2B mostra os resultados do TCA. Observou-se que ndo
houve nenhuma diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05), sugerindo
gue o tratamento com corticosterona, colecalciferol ou fluoxetina ndo
causam alteragcBes motoras aos animais. Na figura 3 sdo apresentados 0s
resultados do TBS. Néo foi observado efeitos dos tratamentos no tempo
de autolimpeza dos animais, tanto no tempo de laténcia para o primeiro
grooming (p>0,05) (Figura 3A) quanto no tempo total de limpeza
(p>0,05) (Figura 3B).

[ Veiculo 3 Veiculo
Figura 1A M Fluosetina fmdg. Figura 18 B Fluoxeting 10 mgikg
3 Colecalciferol 100 Ultkg [ Colecalciferol 100 Ultkg
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Figura 1. Efeito do tratamento (21 dias) com veiculo, fluoxetina ou colecalciferol no TSC
(figura 1A) e TCA (figura 1B). Cada coluna representa a média + EPM. de 7 animais. A
andlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguido por teste post-hoc de
Newman-Keuls. * p <0,05 e ** p <0,01 em comparagdo com o0 grupo controle.

TSC: Teste de suspenséo pela cauda; TCA: Teste do campo aberto.
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Figura 2. Efeito do tratamento de 7 dias com veiculo, fluoxetina ou colecalciferol no
tempo de imobilidade no TSC (Fig. 2A) e atividade locomotora no TCA (Fig. 2B)
em camundongos submetidos a 21 dias de administracdo de corticosterona. Cada
coluna apresenta a media £ EPM (n=7). *p<0,05 **p<0,01 comparado com o grupo
controle. ##p<0,01 comparado com o grupo veiculo + corticosterona (ANOVA de
duas vias, seguida de teste post hoc de Newman-Keuls).

TSC: Teste de suspenséo pela cauda; TCA: Teste do campo aberto.
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Figura 3. Efeito do tratamento de 7 dias com veiculo, fluoxetina ou colecalciferol no
tempo de laténcia (Fig. 3A) e tempo total de autolimpeza (Fig. 3B) no TBS em
camundongos submetidos a 21 dias de administracdo de corticosterona. Cada coluna
apresenta a media £ EPM (n=7). (ANOVA de duas vias).

TBS: Teste de borrifagem de sacarose
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3. 2 O tratamento com colecalciferol atenuou a producéo de EROS no
hipocampo dos camundongos.

Na figura 4 estdo apresentados os efeitos do tratamento de 7 dias
com veiculo, fluoxetina ou colecalciferol na producdo de espécies
reativas de oxigénio, nas regides da hipocampo e cortex pré-frontal.
Observou-se que os grupos tratados com a colecalciferol ou fluoxetina
tiveram uma redugdo significativa (p<0,05) porcentagem da unidade
arbitraria de fluorescéncia de DCF, indicando menor producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) no hipocampo (Figura 4A). Na
regido do cdrtex pré-frontal ndo foi constatado nenhuma diferenca
estatistica (p>0,05) (Figura 4B).

Figura 4A L Veiculo Flgwa 4B = Veiculo
150 @8 Fluoxetina 10 mgikg == Fluoxetina 10 matkg
= Colecalciferol 100 Ultkgfdia L Colecalciferol 100 Ulkgidia
&
3 100

T SN

Veleulo Corticosterona 20 mglkg Velculo Corticosterana 20 mgikg

role)

3
By
s

Figura 4. Efeito do tratamento de 7 dias com veiculo, fluoxetina ou colecalciferol na
producéo de espécies reativas de oxigénio (expresso em U. A. de fluoresccia) no
hipocampo (Fig. 4A) e cortex pré-frontal (Fig. 4B) de camundongos. Cada coluna
representa a média + EPM (n=6-8). **p<0,001 e *p<0,005 comparado ao grupo
controle. (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post-hoc da Newman-Keuls).

U. A.: Unidade arbitaria

4. Discussao

Neste trabalho foi observado que a suplementacdo de 100
Ul/kg/dia de colecalciferol apresentou um efeito similar ao da fluoxetina
(controle positivo) na reversdao do comportamento do tipo-depressivo
em camundongos submetidos a administracdo cronica de corticosterona,
bem como na atenuagdo da produgdo de EROS no hipocampo dos
camundongos.

A administracdo crénica de corticosterona tem sido considerado
um modelo experimental atil e consistente na mimetizagdo dos
comportamentos tipo depressivos em roedores (Zhao et al., 2008),
tornando este modelo de grande valia para investigar ndo somente 0s
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mecanismos fisiopatoldgicos da depressdao como também os efeitos de
terapias e novos farmacos para o tratamento dessa doenga. Estudos tém
evidenciando que doses repetidas de corticosterona levam a alteracfes
nos TSC e teste do nado forcado (TNF), que sdo testes preditivos muito
utilizados para avaliar o comportamento tipo-depressivo e também
rastreamento de compostos com propriedades tipo-antidepressivas em
animais (Zhao et al. 2008; Rosa et al. 2014; Gupta et al. 2015).
Corroborando com isso, em nossa pesquisa foi observado que o0s
camundongos submetidos a administragdo crdnica de corticosterona
apresentaram um comportamento do tipo-depressivo, determinado pelo
maior tempo de imobilidade no TSC em comparagdo com 0 grupo
controle.

Ainda, animais submetidos a protocolos de inducéo de depressdo
pela administracdo crénica de corticosterona, podem apresentar um
comportamento do tipo-anedénico evidenciado pelo reducdo do tempo
de autolimopeza. (Rosa et al., 2014; Camargo et al., 2018). Porém, nédo
foi encontrado nenhuma alterac&o significativa no tempo de autolimpeza
dos animais em nosso estudo. De acordo com nossos resultados,
Olescowicz et al. (2017) também nédo observou um comportamento tipo-
anedbnico em camundongos Swiss fémeas submetidas a doses repetidas
de corticosterona no TBS. Essas diferentes respostas podem estar
relacionadas a varios fatores como a variabilidade de respostas das
cepas, estresse decorrente ao processo € manuseio em que 0S
camundongos foram submetidos, bem como a influéncia sexo dos
animais (Curtis et al.,2004; Balcombe et al., 2004; Yalcin et al.,2008).

A inducdo do comportamento tipo-depressivo em roedores tem
sido bastante utilizada para investigar os eventuais efeitos de novos
tratamentos como terapias nutricionais através da suplementacdo de
nutrientes (Manosso et al, 2013). Com destaques para vitaminas, Moretti
et al. (2012, 2013) sugeriram que 0 &cido ascorbico (vitamina C) pode
ser uma alternativa para a atenuacdo do comportamento tipo-depressivo
em animais sujeitos a modelos de depressdo induzidos por estresse
cronico imprevisivel e estresse de contengdo. Rosa et al. (2014),
observaram que o &cido folico (vitamina B9) também tem um provével
efeito tipo-antidepressivo em camundongos submetidos ao modelo de
depressao induzido pela administracdo cronica de corticosterona.

Em nosso estudo foi confirmado o efeito tipo-antidepressivo da
administracdo de 100 Ul/kg/dia de colecalciferol (Vitamina D3). Os
grupos tratados com esse micronutriente apresentaram uma diminuicéo
significativa do tempo de imobilidade no TSC, tanto em comparagéo ao
grupo controle, quanto aos animais submetidos a corticosterona (Figura
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2A). Esse efeito foi semelhante ao observado nos grupos tratados com
fluoxetina (controle positivo). Corroborando com o0s nossos resultados,
um estudo realizado com ratas ovarectomizadas concluiu que a
colecalciferol na dosagem de 5 mg/kg/dia (= 200.000 UI), durante 14
dias, também apresentou uma acdo tipo-antidepressiva no TNF
(Fedotova et al, 2016). Outro estudo, também identificou que 2,5
png/kg/dia (= 100 UI) de colecalciferol, nos ultimos 7 dias de
administracdo crbnica de corticosterona, atenuou 0 comportamento tipo-
depressivo em camundongos machos no TSC (Camargo et al., 2018).

Esse potencial efeito antidepressivo do colecalciferol tem sido
bastante relatada na literatura cientifica através de estudos
observacionais e clinicos (Anglin et al., 2013; Parker et al., 2017).
Porém, ainda pouco se sabe sobre 0s mecanismos bioquimicos
envolvidos na relacdo entre essa vitamina e a depressdo. Entretanto,
sabe-se que ha muitas vias e mecanismos envolvidos no
desenvolvimento desse transtorno. Além dos mais elucidados como
alteragdes nos sistemas neurotransmissores glutamatérgico e
monoaminérgico (Sanacora et al, 2012; Otte et al., 2016), os danos
oxidativos, assim como em outras doencas neurolégicas, também tém
sido implicados na fisiopatologia da depressdo (Smaga et al., 2015;
Manoharan et al., 2016). Um dos fundamentos para essa associacéo € o
fato do tecido nervoso ser muito sensivel ao processo de estresse
oxidativo, devido ao seu elevado teor de lipidios e da alta demanda de
oxigénio (Moniczewski et al., 2015).

Observou-se que alguns biomarcadores do estado redox, como a
diminuicdo da capacidade antioxidante e o aumento da producdo de
EROS, aparecem alterados no transtorno depressivo (Liu et al., 2015;
Silva et al. 2016; Zhang et al., 2016). Desta forma, pard@metros de estado
redox sdo bastante utilizados nos estudos para verificar a participacédo
deste sistema na fisiopatologia de doencas neuropsiquiatricas como a
depressdo. Em nosso trabalho, observamos que houve uma diminuicéo
significante na producdo de EROS nos grupos tratados com
colecalciferol e fluoxetina, na regido do hipocampo (Figura 4A). Este
achado sugere um possivel mecanismo para o efeito tipo-antidepressivo
do colecalciferol. Sabe-se que producdo excessiva de EROS ou a
diminuicdo de defesas antioxidantes pode causar danos oxidativos
(Moniczewski et al., 2015), que podem alterar as funcgdes fisioldgica das
células (Maurya et al, 2016), ou até mesmo levar a apoptose (Circu e
Aw, 2010), implicando no desenvolvimento da depressdo (Maurya et al.,
2016).
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Esse efeito da vitamina D na atenuacdo de EROS, também foi
observado em outros estudos. Yang et al. (2016) demostraram que a
1,25 dihidroxivitamina D ou calcitriol, a forma ativa da vitamina D,
inibiu a producdo de EROS e apoptose em culturas de células
mesoteliais peritoneais. Manna et al. (2017) observaram que a
suplementacdo de 67 Ul/Kg/dia de calcitriol, reduziu a produgédo de
EROS em culturas de adipdcitos e tecido adiposo de camundongos
diabéticos. No tecido cerebral, um ensaio in vitro demonstrou que o
calcitriol inibiu o aumento intracelular de EROS em uma cultura
mesencefalica (Ibi et al., 2001). Essa acdo inibitoria da vitamina D na
producdo de EROS pode estar sendo regulado por muitas vias de
sinalizacdo. Uma das sugestBes na literatura sdo as vias mediadas pelo
sistema de enzimas NADPH oxidase (NOX), uma das principais fontes
de produgdo intracelular de EROS (Kim et al, 2015). Estudos mostraram
gue o tratamento com a calcitriol atenuou a expressdo de NOX nas
células neurais (Cui et al., 2017) e do tecido adiposo (Manna et al.,
2017). Ainda, é importante destacar que além dos nossos achados,
alguns dados tém evidenciado um importante papel neuroprotetor da
vitamina D. Pesquisas experimentais tém mostrado que ela pode
melhorar o declinio cognitivo (Erbas et al., 2014; Alrefaie e Alhayani,
2015), inibir a morte celular (Mpandzou et al., 2016), além de melhorar
a sintese de neurotransmissores (Eyles et al., 2013). Esses feitos podem
ser explicados pela presenca dos receptores de vitamina D (VDR) e
enzimas capazes de formar o calcitriol no cérebro (Wrzosek et al.,
2013). Um estudo realizado com camundongos verificou que o sistema
vitamina D-VDR pode afetar significamente o comportamento
emocional, mostrando que a deficiéncia ou o blogueio do receptor pode
aumentar os sintomas de ansiedade (Kalueff et al., 2004).

O nosso trabalho ¢ um dos poucos a estudar os efeitos da
colecalciferol em um modelo animal de depressdo associado com
desregulacdo no eixo HPA. Consequentemente, n6s mostramos que 0
colecalciferol tem um potencial efeito tipo-antidepressivo possivelmente
mediados pela atenuagdo da producdo de EROS. Apesar do nosso estudo
apresentar algumas limitacbes como a falta de andlises de mais
parametros para fundamentar nossos achados (como o0s niveis
circulantes de vitamina D, verificagdo da ativacdo do sistema vitamina
D-VDR no tecido cerebral, além de outros parametros do estado redox),
nossos resultados podem fornecer novas informagdes bem como
proposicbes para a compreensdo dos potenciais mecanismos
antidepressivos dessa vitamina, além de contribuir de forma efetiva para
avancos no entendimento da fisiopatologia da depresséo.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nos resultados, esse trabalho mostrou que a
suplementacéo do colecalciferol pode ter um efeito tipo-antidepressivo
no TSC e atenuar a producdo de EROS em camundongos submetidos a
um modelo de depressdo induzida pela administracdo crénica de
corticosterona. A confirmacdo do efeito tipo-antidepressivo desse
nutriente em um modelo que mimetiza a depressdo em humanos, bem
como a caracterizacdo dos mecanismos responsaveis por esse efeito
representa um avango nessa area de estudo.

Além disso, esse trabalho torna-se importante, pois podera
fornecer bases mais soOlidas para a compreensdo dos potenciais
mecanismos antidepressivos dessa vitamina. E como perspectivas dar a
continuidade dessa pesquisa (sobre possiveis mecanismos bioquimicos
do colecalciferol envolvidos na depressdo) através de realizacdes de
novos projetos, que incluam as andlises de mais pardmetros para
fundamentar nossos achados (como 0s niveis circulantes de vitamina D,
verificacdo da ativacdo do sistema vitamina D-VDR no tecido cerebral,
além de outros parametros do estado redox). E considerando o impacto
social da depressdo, esses estudos pode contribuir para o
estabelecimento de possiveis alternativas terapéuticas que possam
auxiliar no tratamento convencional para esse transtorno.
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