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RESUMO 

Uma série de estudos têm sugerido que o ácido ursólico (AU) possui um 

potencial como antidepressivo, sendo que este composto triterpenóide 

(isolado de plantas como Rosmarinus officinalis L.) reduz a imobilidade 

de camundongos submetidos ao teste de suspensão pela cauda (TSC). 

Este efeito tipo-antidepressivo depende, em parte da atividade 

monoaminérgica. Além disso, já foi indicado que o AU apresenta efeitos 

neuroprotetores e anti-estresse em modelos in vivo e in vitro. O presente 

trabalho verificou: a) participação de proteínas cinase e, b) o 

envolvimento da ativação da enzima antioxidante heme oxigenasse 1 

(HO-1) no efeito tipo-antidepressivo do AU no TSC em camundongos. 

Adicionalmente, utilizamos um modelo in vitro que mimetiza os efeitos 

neurotóxicos da produção exacerbada de glicocorticóides que ocorre 

frente a eventos crônicos de estresse e que, em consequência, induzem a 

morte neuronal hipocampal e podem estar relacionados com o 

desenvolvimento do transtorno depressivo maior. Com este modelo in 

vitro investigamos: c) a capacidade do AU em proteger as células HT22 

dos efeitos citotóxicos da corticosterona assim como a participação de 

proteínas cinase e de HO-1 neste efeito. O efeito tipo-antidepressivo do 

AU no TSC foi abolido pelos inibidores: H-89 (inibidor de proteína cinase 

A, PKA), KN-62 (inibidor de proteína cinase II dependente de 

Ca+2/calmodulina, CaMKII), queleritrina (inibidor da proteína cinase C, 

PKC), U0126 (inibidor da cinase regulada por sinal extracelular 1/2, 

inibidor de MEK1/2) PD09058 (inibidor de MEK1/2,) e a protoporfirina 

de zinco (inibidor de HO-1) mas não pela wortmanina ou LY294002 

(inibidores de fosfatidilinositol-3-cinase ou PI3K). A combinação de 

doses sub-efetivas de AU com a protoporfirina de cobalto (ativador de 



 

HO-1) induziu um efeito tipo-antidepressivo no TSC em camundongos. 

O tratamento dos animais com AU (assim como com PPCo) induziu um 

aumento dos níveis de HO-1 no hipocampo dos camundongos. Os ensaios 

in vitro demonstraram que a incubação durante 48 h, mas não 24 h com 5 

ou 15 µM de AU e a co-incubação durante 24 h com 50 µM de 

corticosterona protegeu as células HT22 da redução da viabilidade, da 

morte celular, do apoptose e do aumento da formação de vesículas ácidas 

sugestivas de autofagia induzidos pela corticosterona. Além disso, a 

incubação das células HT22 com AU foi capaz de reverter a redução dos 

níveis de fosforilação de ERK1/2, mas não de JNK induzidos pela 

corticosterona. O efeito citoprotetor do AU frente a citotoxicidade 

induzida pela corticosterona foi abolido por H-89, KN-62 e queleritrina, 

mas não pelo LY294002. Nenhuma das condições experimentais in vitro 

alteraram o imunoconteúdo de HO-1. Como conclusão, os dados 

presentes neste trabalho sugerem que o efeito anti-imobilidade no TSC 

em camundongos e protetor do AU frente à citotoxicidade induzida pela 

corticosterona em células HT22 depende, pelo menos em parte, da 

ativação de PKA, PKC, MEK/ERK1/2 e CaMKII, mas não de PI3K. 

Além disso, de forma diferente ao efeito citoprotetor in vitro, o efeito tipo-

antidepressivo do AU no TSC em camundongos depende também em 

parte da ativação de HO-1. Este conjunto de dados indica que o AU possui 

um potencial como antidepressivo e neuroprotetor principalmente graças 

a sua capacidade de modular vias de sinalização envolvidas na 

sobrevivência, proliferação e mecanismos antioxidantes.  

Palavras-chave: ácido ursólico, neuroprotetor, antidepressivo, 

corticosterona, proteínas cinase, HO-1. 

 



 

ABSTRACT 

Several studies have suggested that ursolic acid (UA) may have a 

potential as antidepressant, since this triterpenoid compound (isolated 

from plants such as Rosmarinus officinalis L.) induced the reduction of 

the immobility time of mice submitted to the tail suspension test (TSC). 

This antidepressant-like effect may depend, at least in part, on 

monoaminergic system. In addition, several studies reported that UA 

presented neuroprotective and anti-stress effects in in vivo and in vitro 

models. The present study evaluated: a) the involvement of protein 

kinases and, b) the participation of heme oxygenase 1 (HO-1) in the 

antidepressive-like effect of UA in the TSC in mice. Additionally, we 

performed an in vitro model that mimics the neurotoxic effect of an 

exacerbated production of glucocorticoids that occurs as a result of 

chronic stressful events, which in consequence may induce hippocampal 

neuronal loss that may be related to the development of major depressive 

disorder. Using this experimental model, we investigated c) the 

neuroprotective effect of UA against the cytotoxicity induced by 

corticosterone in HT22 cells as well as the participation of protein kinases 

and HO-1 in this effect. The antidepressant-like effect of UA was 

abrogated in the TSC by H-89 (inhibitor of protein kinase A or PKA), 

KN-62 (inhibitor of Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II or 

CaMKII), chelerythrine (inhibitor of protein kinase C or PKC), U0126 or 

PD09058 (inhibitors of mitogen-activated protein kinase 1/2 or MEK1/2) 

and zinc protoporphyrin IX (inhibitor of HO-1) but not by wortmannin or 

LY294002 (inhibitors of phosphoinositide 3-kinase, PI3K). The 

combination of sub-effective doses of cobalt protoporphyrin IX (inductor 

of HO-1) and UA induced an antidepressive-like effect in the TSC in 



 

mice. The treatment of animais with UA or PPCo induced an increased 

level of HO-1 in the hippocampus of mice. On the other hand, the in vitro 

experiments showed that the incubation for 48 but not 24 h with 5 or 15 

µM UA before the co-incubation with 50 µM corticosterone protected the 

HT22 cells from the cytotoxicity, apoptosis and formation of acidic 

vesicular organelles indicative for autophagy induced by corticosterona. 

In these experiments, the treatment of HT22 cells with UA also prevented 

the reduction of phosphorylated ERK1/2 but not JNK levels induced by 

corticosterone treatment. This cytoprotective effect of UA against 

corticosterone cytotoxicity was abolished by H-89, KN-62 and 

quelerythrine, but not by LY294002. None of the in vitro experimental 

conditions induced an alteration in the immunocontent of HO-1. As a 

conclusion, the data presented here indicated that the antiimmobility 

effect in the TSC in mice and the protective effect of UA against the 

cytotoxicity induced by corticosterone in HT22 cells may involve the 

activation of PKA, PKC, MEK/ERK1/2 and CaMKII but not PI3K 

activity. In contrast to the in vitro neuroprotective effect of UA, the 

antidepressive-like effect in the TSC in mice may depend, at least in part, 

on HO-1 activity. Finally, we can conclude that UA is a compound with 

neuroprotective and antidepressant potential for stress-related disorders 

mainly by its capacity to modulate intracellular signaling pathways 

involved in proliferation, survival and antioxidant mechanisms. 

Keywords: ursolic acid, neuroprotective, antidepressant, corticosterone, 

protein kinase, HO-1. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 ESTUDO DAS PROPRIEDADES BIOLÓGICAS DE COMPOSTOS 

FITOQUÍMICOS  

Compostos fitoquímicos possuem uma grande variedade de 

benefícios para a saúde humana e, isto deve-se principalmente ao conteúdo 

de nutracêuticos derivados de polifenóis ou terpenóides presentes nos 

diversos óleos essenciais, ervas, frutas, vegetais e temperos (DE LAS 

HERAS et al., 2003; GRASSMANN, 2005; KESERVANI et al., 2016). 

Em particular, os compostos terpenoides constituem um grupo bastante 

diverso de aproximadamente 20.000 metabólitos secundários (LIBY et al., 

2007). Estes compostos podem ser achados nos líquens, algas e musgos, 

mas também são produzidos e secretados pelas plantas tendo a função de 

se proteger das interações com insetos, patógenos e outras plantas. Os 

terpenoides são definidos principalmente pelo número de unidades de 

isopreno e grupos contendo oxigênio, como álcool, aldeído ou cetona e, 

incluem compostos como esteroides e saponinas (ZHONG e YUE, 2005; 

THOLL, 2015), como por exemplo: monoterpenoides (C10), diterpenoides 

(C20), triterpenóides (C30) e politerpenoides (C>40) (THOLL, 2015). 

Estes compostos são derivados do precursor isopentenil difosfato, o qual é 

sintetizado no citosol ou em plastídios (THOLL, 2015).  

Um grande destaque, nos últimos anos, foi colocado no estudo das 

atividades biológicas dos triterpenóides devido aos seus efeitos 

antitumorais, antivirais, antimicrobianos e anti-inflamatórios (DE LAS 

HERAS et al., 2003; THOLL, 2015). Além disso, devido à presença de 

grupos contendo hidroxila nas cadeias de carbono da sua estrutura, os 

triterpenóides possuem a capacidade de interagir e neutralizar radicais 

livres, uma caraterística importante para a atividade antioxidante destes 
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compostos (GRASSMANN, 2005; GONZALEZ-BURGOS e GOMEZ-

SERRANILLOS, 2012). Entre eles, o ácido oleanóico, o ácido betulínico 

e o ácido ursólico (AU) são triterpenóides com efeitos biológicos diversos 

que incluem efeitos antifúngicos, antivirais e antitumorais (DZUBAK et 

al., 2006; SHANMUGAM et al., 2013). Devido a esta grande variedade 

de propriedades, o estudo de extratos e de compostos derivados de AU têm 

atraído a atenção também para o seu uso no tratamento de doenças 

neurodegenerativas e de transtornos psiquiátricos. De fato, algumas 

evidencias sugerem que o AU teria um efeito dependente da transmissão 

monoaminérgica (ver Seção 1.2.2.1). Estas propriedades fazem do AU um 

composto com potencial terapêutico no tratamento de transtornos 

psiquiátricos e doenças neurodegenerativas. 

1.2 ASPECTOS BIOQUÍMICOS DO AU 

Um enfoque bem importante nos últimos anos foi dedicado ao 

estudo dos efeitos biológicos do AU (Ácido Urs-12-en-3β-ol-29-óico1 4, 

C30H48O3, PubChem CID 64945, Fig. 1.1), um triterpenóide comumente 

encontrado nas plantas. O AU é bastante utilizado como composto 

farmacológico emulsionante e inativo, como cosmético e na indústria 

alimentícia (WOZNIAK et al., 2015).  

A estrutura básica do AU compreende C (carbono)-30 unidades de 

isoprenoides formando um triterpenóide pentacíclico, que resulta em um 

peso molecular de 456,70 g (Fig. 1.1). 
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Figura 1.1: Estrutura bidimensional do AU 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A imagem foi produzida pelo autor com ChemDraw Professional 15.0 

Este metabólito foi inicialmente encontrado na cera epicuticular da 

maçã na década de 20 (ULLEVIG et al., 2011; SZAKIEL et al., 2012). 

Estudos mais recentes têm demonstrado a presença do AU em diferentes 

plantas medicinais e de consumo na dieta como Eriobotrya japonica 

(nêspera), Rosmarinus officinalis (alecrim), Asctostaphylos uva-ursi (uva 

ursina), Ocimum sanctum (manjericão santo), e também na casca da 

ameixa (Tabela 1) (JAGER et al., 2009; SZAKIEL et al., 2012). 

 

Tabela 1: Plantas e ervas que contêm AU na sua composição 

Nome botânico Nome popular Parte da planta Referência 

Acanthopanax 

sessiliflorus ciwuja  frutos (LEE et al., 2002)  

Agastache mexicana hissopo-mexicano 
inflorescências 

(GONZÁLEZ-TRUJANO et 

al., 2012)  

partes aéreas (VERANO et al., 2013)  

Arctostaphylos uva-

ursi 
uva ursina 

folhas 

(JAGER et al., 2009; 

CALIGIANI et al., 2013)  

Coffea arabica café folhas (JAGER et al., 2009) 

Corni fructus fructus corni- dogwood planta inteira  (HONG et al., 2012)  

Crataegus monogyna espinheiro comum flores (CALIGIANI et al., 2013) 

Cussonia bancoensis não especificado folhas (TAPONDJOU et al., 2003) 

Eriobotrya japonica nêspera folhas (ROLLINGER et al., 2010)  

Eucalyptus spp. eucaliptus folhas (JAGER et al., 2009) 

Gardenia 

jasminoides  jasmim de cabo frutos (KIM et al., 2012) 

Ilex paraguariensis erva mate folhas (PREDIGER et al., 2008) 
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Lagerstroemia 

speciosa resedá-gigante folhas (CALIGIANI et al., 2013) 

Lavandula 

augustifolia Mill lavanda folhas (JAGER et al., 2009) 

Mallotus peltatus não especificado folhas 

(CHATTOPADHYAY et al., 

2003) 

Malus domestica maçã casca da fruta 
(JAGER et al., 2009) 

Melissa officinalis erva cidreira verdadeira folhas (IBARRA et al., 2010) 

Mentha piperita L. menta-hortelã 

Partes aéreas sem 

as flores (SHEN et al., 2011) 

Miconia albicans canela de velho partes aéreas 

(VASCONCELOS et al., 

2006) 

Nepeta sibthorpii erva-dos-gatos partes aéreas (TAVIANO et al., 2007) 

Nerium oleander loendro folhas (JAGER et al., 2009) 

Ocimum sanctum L.  manjericão santo  planta inteira 

(JOTHIE RICHARD et al., 

2016) 

Origanum majorana orégano planta inteira 

(CHUNG et al., 2001; HEO 

et al., 2002) 

Origanum vulgare L. orégano folhas (JAGER et al., 2009) 

Ortosiphon 

stamineus chá de java partes aéreas (CALIGIANI et al., 2013) 

Plantago major sete nervos folhas (JAGER et al., 2009) 

Propolis propolis pólen (CALIGIANI et al., 2013) 

Prunus laurocerasus 

L. louro cerejo folhas 

(JETTER e SCHÄFFER, 

2001) 

Punica granatum L. romã casca de raíz (CALIGIANI et al., 2013) 

Rosmarinus 

officinalis alecrim folhas 

(MACHADO et al., 2012; 

MACHADO et al., 2013) 

Salvia elegans Vahl sálvia-ananás folhas 

(GONZÁLEZ-CORTAZAR 

et al., 2013) 

Salvia officinalis L. sálvia folhas (JAGER et al., 2009) 

Sambucus nigra L. sabugueiro folhas (JAGER et al., 2009) 

Silphium trifoliatum 

and S. integrifolium 

silfa da américa do 

norte folhas (KOWALSKI, 2007) 

Staphylea holocarpa bladdernut americano folhas e galhos (NOVOTNY et al., 2003) 

Styrax benzoin  benjoeiro exudado (CALIGIANI et al., 2013) 

Thymus vulgaris L tomilho folhas 

(ROWE e ORR, 1949; 

JAGER et al., 2009)  

Vaccinum myrtillus 

L. 
uva do monte, arando 

frutos e folhas (SZAKIEL et al., 2012) 

Vitex negundo L. vitex folhas 

(CHANDRAMU et al., 

2003) 

 

Um dado importante a ser destacado reside no fato de que tanto o 

conteúdo quanto a composição em fitoquímicos difere entre as espécies de 

plantas, principalmente devido à presença e atividade de diferentes 
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enzimas responsáveis pela síntese do composto (Fig. 1.2) (JAGER et al., 

2009). A biossíntese do AU compreende um processo de diversos passos 

que envolve o dobramento e a ciclização do esqualeno, que leva à 

formação do anel damarenilo (YU et al., 2013) (Fig. 1.2). 

Subsequentemente, este anel sofre uma expansão e extra-ciclização 

formando o quinto anel do AU (LEAL et al., 2012; DAR et al., 2016).  

Figura 1.2: Esquema simplificado da biossíntese do AU 

Nas folhas da planta Catharanthus roseus, a síntese do AU (ácido ursólico) 

começa com a ciclização do esqualeno e esta é mediada pela ação da enzima α-

amirina sintase que converte a α-amirina em AU. Finalmente, este é secretado 

e concentrado na parede das células epidérmicas da folha, onde funciona como 

metabólito secundário e permite proteger as plantas de patógenos e agressores 

externos. Adaptado de (YU et al., 2013). A figura foi produzida com permissão 

usando “Mind the Graph” (www.mindthegraph.com). 

 

A solubilidade deste composto é bastante baixa em água, no entanto 

pode ser solubilizado em álcool, NaOH e em outras soluções polares. Esta 

solubilidade limitada em água pode chegar a comprometer a 

biodisponibilidade deste composto nos órgãos e tecidos (WOZNIAK et 
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al., 2015). De acordo com as caraterísticas físico-químicas descritas 

anteriormente, estudos tanto pré-clínicos (LIAO et al., 2005; CHEN et 

al., 2011) quanto clínicos (XIA et al., 2011) já têm demonstrado a baixa 

biodisponibilidade e solubilidade reduzida do AU em água. Contudo, 

deve ser notado que a biodisponibilidade deste composto também pode 

ser influenciada por diversos fatores como diferenças individuais, 

caraterísticas da microbiota, enzimas digestivas e da matriz alimentar 

(SCHOLZ e WILLIAMSON, 2007; BOHN, 2014). Finalmente, deve-se 

destacar que este composto é capaz de atravessar a barreira 

hematoencefálica, chegando a ser detectado no cérebro uma hora após a 

sua administração (10 mg/kg, p.o.) em ratos (CHEN et al., 2011), o que 

sugere que o AU possa exercer algum efeito no sistema nervoso central 

(SNC). 

Um aspecto importante em relação à biossegurança do AU reside no 

fato de que já foi demonstrado que este pode inibir a ação das enzimas do 

citocromo P450 (KIM et al., 2004), além de inibir a captação de fármacos 

como a rosuvastatina (HUA et al., 2014) e poder inibir a ação da uridina 

5'-difosfo-glucuronosiltransferase 1A3 e 1A4, as quais metabolizam 

substratos como a clomipramina, amitriptilina, clozapina e hormônios 

esteroides (XIE et al., 2016). Atualmente o AU é comercializado como 

um suplemento nutricional e é considerado seguro devido a sua baixa 

toxicidade, sendo que a administração de até 1000 mg/kg p.o. em 

camundongos não causou efeitos tóxicos nem letais nestes animais (GAO 

et al., 2008). 
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1.2.1 Estudos clínicos com o AU 

Considerando que o AU pode ser comercializado sem restrição na 

população (LEUNG e FOSTER, 1996), torna-se importante investigar 

aspectos da farmacocinética, farmacodinâmica e efeitos secundários do 

AU em humanos. O primeiro estudo realizado em 8 indivíduos revelou que 

este composto chega a um pico de concentração plasmática superior a 1 

µg/ml, 4 h após a infusão de 98 mg/m2 de AU, i.v. nos indivíduos (XIA et 

al., 2011).  

A fim de melhorar a solubilidade e ação nos sistemas biológicos, 

diversos pesquisadores vêm sintetizando novas formulações derivadas do 

AU (LIU, 2005; LEAL et al., 2012; DAR et al., 2016; KASHYAP et al., 

2016). Em 2013 foram publicados os resultados do primeiro ensaio clínico 

realizado na China (No 2009L00634) que investigou a administração de 

lipossomas (ou nanolipossomas contendo AU, UANL) em 63 indivíduos 

(de 18 a 75 anos), sendo 4 pacientes com tumores sólidos avançados e 59 

sujeitos saudáveis (WANG et al., 2013; ZHU et al., 2013; QIAN et al., 

2015). Os autores reportaram que após uma única administração de UANL 

(37, 74, 98 e 130 mg/m2) houve um pico de concentração de AU em 4 h 

no plasma humano dos indivíduos, um dado similar ao de trabalhos prévios 

(XIA et al., 2011). Esta nova formulação foi bastante tolerada, no entanto, 

alguns indivíduos apresentaram diarreia, náusea e distensão abdominal, 

sendo que a dose máxima tolerada correspondeu a 98 mg/m2 e alguns 

efeitos hepatotóxicos foram também relatados (WANG et al., 2013; ZHU 

et al., 2013; QIAN et al., 2015).  

Outro estudo clínico avaliou o efeito da administração de AU na 

atrofia muscular em homens que realizavam um treinamento de resistência 

(BANG et al., 2014). Neste estudo, 16 homens saudáveis (de 
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aproximadamente 28 anos) receberam uma dose diária de placebo ou de 

AU (3 cápsulas de 450 mg) via oral concomitantemente com um exercício 

de resistência durante 8 semanas (BANG et al., 2014). Os autores 

reportaram que os sujeitos que receberam as doses diárias de AU 

apresentaram uma redução da gordura corporal e um aumento da força 

muscular sem alterar a massa do músculo esquelético (BANG et al., 2014). 

Estes efeitos foram acompanhados por um aumento dos níveis de irisina e 

do fator de crescimento semelhante à insulina no sangue destes indivíduos 

(BANG et al., 2014). Nesse sentido, uma série de estudos têm sugerido 

que o aumento da produção de irisina que é estimulado pelo exercício 

físico também pode estimular a produção de neurotrofinas no hipocampo 

(WRANN et al., 2013), a neurogênese e a sinaptogênese em roedores 

(MOON et al., 2013). Estes processos desempenham um papel na função 

cognitiva, na plasticidade sináptica e na memória, sendo assim alvos 

importantes no tratamento de doenças neurodegenerativas e psiquiátricas 

(PHILLIPS et al., 2014; JODEIRI FARSHBAF et al., 2016). Portanto, 

existe a possibilidade de que o AU possa ter efeitos benéficos e 

terapêuticos relacionados com o sistema nervoso (SN) que sejam mediados 

em parte pela atividade periférica do AU no músculo esquelético. 

Adicionalmente às evidencias pré-clínicas que demonstram os 

efeitos antitumorais do AU (SHANMUGAM et al., 2013), vários estudos 

têm sugerido a sua capacidade para modular alvos moleculares que 

participam no desenvolvimento de doenças neurodegenerativas e de 

transtornos psiquiátricos (descritos na seção 1.2.2 desta Tese). Ainda, estes 

alvos poderiam mediar o efeito neuroprotetor do AU frente à 

excitotoxicidade que se observa na doença de Parkinson (DP) ou na doença 

de Alzheimer (DA) (MONTEIRO et al., 2017). 
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1.2.2 Estudos pré-clínicos dos efeitos do AU 

1.2.2.1 Estudos sobre os efeitos neuroprotetores in vitro e in vivo do AU  

Um dos primeiros estudos que investigou o efeito do AU in vivo 

sobre o SN foi conduzido por um grupo que mostrou o efeito 

antinociceptivo do AU em camundongos que receberam uma única dose 

deste composto (10 mg/kg, i.p.) (TAPONDJOU et al., 2003). Estudos 

posteriores confirmaram estes achados (VASCONCELOS et al., 2006; 

TAVIANO et al., 2007; GONZÁLEZ-TRUJANO et al., 2012; DÉCIGA-

CAMPOS et al., 2014; ZHANG et al., 2016), e um deles demonstrou que 

o sistema serotonérgico parece estar envolvido no efeito antinociceptivo 

do AU, uma vez que este efeito comportamental foi prevenido pelo 

WAY100635 (antagonista de receptores de 5-HT1A,) (VERANO et al., 

2013). Utilizando um modelo de dor neuropática crônica, um grupo 

demonstrou que a administração de AU em roedores é capaz de prevenir 

até a hiperalgesia induzida por uma lesão crônica de constrição do nervo 

ciático e de prevenir a produção de citocinas inflamatórias no nervo ciático 

e na medula espinhal de ratos (LIU et al., 2013; BHAT et al., 2016). Neste 

contexto o AU foi capaz de regenerar o nervo ciático induzindo a 

remielinação e aumentando o diâmetro do nervo até 8 semanas após a lesão 

em camundongos (LIU et al., 2013).  

Diversos estudos também demonstraram o efeito do AU em 

modelos pre-clínicos de déficit cognitivo. Um deles demonstrou que a 

administração de AU a camundongos (tratamento durante 12 semanas de 

AU 10-20 mg/kg, p.o.) preveniu o dano cognitivo induzido pela 

administração de lipopolissacarídeos (WANG et al., 2011), por uma dieta 

rica em gorduras (LU et al., 2011) e frente à D-galactose (LU et al., 2007; 
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LU et al., 2010). Estes efeitos foram associados com uma produção 

reduzida de citocinas inflamatórias no hipocampo de camundongos (LU et 

al., 2011; WANG et al., 2011), efeitos antioxidantes no cérebro total de 

camundongos (LU et al., 2007), uma redução da apoptose e da ativação da 

micróglia e dos astrócitos no córtex pré-frontal de camundongos (LU et 

al., 2010). Além disso, os efeitos comportamentais foram acompanhados 

do aumento de proteínas relacionadas com a função de memória (como a 

proteína da densidade pós-sináptica 95) no hipocampo dos camundongos 

e pela ativação da cascata de sinalização dependente de fosfatidilinositol 

3-cinase (PI3K) e proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR) (LU 

et al., 2011).  

Diversos trabalhos têm demonstrado os efeitos neuroprotetores do 

AU frente a um insulto induzido por uma hemorragia em ratos (ZHANG, 

SU, GUO, et al., 2014; ZHANG, SU, WANG, et al., 2014). Estes trabalhos 

demonstraram que a administração de uma única dose de AU (25 ou 50 

mg/kg, i.p.) em ratos imediatamente após a indução da hemorragia cerebral 

levou à melhora da função neurológica, reduziu o edema cerebral e 

atenuou a permeabilidade da barreira hematoencefálica induzidos pela 

hemorragia (ZHANG, SU, GUO, et al., 2014; ZHANG, SU, WANG, et 

al., 2014). Além disso, estes efeitos foram associados com uma redução 

dos níveis protéicos e transcritos de fatores inflamatórios e um aumento da 

sobrevivência neuronal no córtex cerebral dos animais. Ainda, foi relatado 

que o tratamento com AU reduziu os níveis de malondialdeído e aumentou 

os níveis de glutationa (GSH) no córtex cerebral dos camundongos 

lesionados com a hemorragia (ZHANG, SU, GUO, et al., 2014; ZHANG, 

SU, WANG, et al., 2014). 

Alguns estudos têm demonstrado os efeitos neuroprotetores do AU 

em modelos in vitro e in vivo de DP. O tratamento de células PC12 
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(Linhagem celular derivada de um feocromocitoma da medula suprarrenal 

de ratos) durante 48 h com AU (20-40 µM)  previamente à incubação com 

1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) por mais 24h (100 µM) 

teve um efeito antioxidante, uma vez que reduziu o conteúdo de 

componentes oxidativos como malondialdeído induzido por MPTP, e 

aumentou a glutationa e a atividade da enzima superóxido dismutase nas 

células (TSAI e YIN, 2008). Além dos efeitos antioxidantes, o AU reduziu 

os níveis de marcadores inflamatórias como a interleucina 6 e o fator de 

necrose tumoral α (TSAI e YIN, 2008). Estes achados foram reforçados 

por um estudo in vivo, no qual uma única administração de AU induziu 

uma melhora da resposta locomotora de camundongos que receberam 

MPTP pela via intraperitoneal (BROOKS e DUNNETT, 2009). Esta 

resposta foi associada com a redução da peroxidação lipídica e do estresse 

oxidativo, aumento nos níveis dopamina e seus metabólitos, bem como 

aumento no número de células positivas para a enzima tirosina hidroxilase 

na região nigrostriatal dos camundongos (RAI et al., 2016). Outro estudo 

avaliou o efeito neuroprotetor do AU frente ao dano mitocondrial em 

fibroblastos derivados de pacientes heterozigotos para parkina (um tipo 

familiar de DP) (MORTIBOYS et al., 2008). Utilizando uma cultura 

primária derivada destes fibroblastos, o estudo demonstrou que o AU foi 

capaz de reverter o dano do potencial de membrana mitocondrial (Fig. 1.3) 

e estimulou a produção de adenosina trifosfato (ATP) sem causar efeitos 

citotóxicos nas células (YEALLAND et al., 2016).  

O efeito neuroprotetor e antioxidante do AU também foi 

demonstrado em um modelo in vitro de excitotoxicidade induzida pelo 

ácido kainico (AK) (Fig. 1.3), o qual atua como agonista de receptores 

ionotrópicos de glutamato do subtipo kainato (ZHENG et al., 2011). Neste 

trabalho, com cultivos primários de neurônios hipocampais de ratos de 7 
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dias de idade, a incubação com AU (10 µM) durante 10 min antes do 

insulto com AK (150 µM) (SHIH et al., 2004) foi capaz de proteger as 

células da morte celular avaliada pela captação de iodeto de propídeo (IP), 

reduzir os níveis de espécies reativas de oxigênio (ERO), prevenir o dano 

nas membranas detectado pelo ensaio da liberação de lactato 

desidrogenase e de reduzir o dano mitocondrial induzido pelo AK (SHIH 

et al., 2004). O efeito neuroprotetor do AU também foi verificado frente à 

neurotoxina ácido domoico derivada da diatomácea Pseudo-nitzschia, a 

qual mimetiza os efeitos neurotóxicos do AK (ZHENG et al., 2011) (2 

mg/ml durante 3 semanas, i.p.) em conjunto com o AU (100 mg/kg/dia). 

Neste estudo, os camundongos que receberam ácido domoico em conjunto 

com o AU exibiram um menor dano cognitivo, uma redução do estresse 

oxidativo e um aumento da atividade mitocondrial no hipocampo reduzido 

pelo ácido domoico (Fig. 1.3). Estes efeitos parecem ser mediados em 

parte pela cascata de sinalização dependente de PI3K/Akt (proteína cinase 

B) (WU et al., 2013). 

Alguns estudos também têm demonstrado que o AU poderia ser um 

agente terapêutico para a DA (HEO et al., 2002; WILKINSON et al., 2011; 

YOUN e JUN, 2012). A formação de placas de proteínas β amiloide (Aβ) 

é uma caraterística fisiopatológica desta doença e, estes fragmentos 

induzem um efeito neurotóxico causado pelo aumento de ERO, por 

mecanismos inflamatórios e uma consequente morte neuronal 

(TAKAHASHI et al., 2017). Em um estudo de 2002, os pesquisadores 

demonstraram que o tratamento de células PC12 durante 48h com AU (0.1-

10 µM, isolado de O. majorana, Tabela 1) preveniu o efeito citotóxico de 

Aβ (10 µM incubadas durante 12h) e promoveu um efeito antioxidante 

frente à produção de ERO (Fig. 1.3) (HEO et al., 2002) induzido por 
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fragmentos proteicos Aβ (Fig. 1.3). O AU também teve um efeito anti-

apoptótico, uma vez que o AU inibiu a atividade da caspase 3 ativada em 

células PC12 tratadas com Aβ (Fig. 1.3) (HONG et al., 2012). Outros 

trabalhos in vitro reforçaram estes achados e demonstraram que o efeito 

neuroprotetor do AU pode ser mediado em parte pela inibição de cascatas 

de sinalização dependentes das proteínas cinases ativadas por mitógenos 

(MAPKs) (Fig. 1.3) (YOON et al., 2014) e da prevenção da transcrição e 

liberação de mediadores inflamatórios (YOON et al., 2014) induzidos 

pelos peptídeos Aβ (Fig. 1.3). 

Os efeitos neuroprotetores do AU in vitro foram reforçados por 

estudos realizados em modelos animais mediante injeções 

intracerebroventriculares (i.c.v.) de peptídeos Aβ em roedores (NITTA et 

al., 1994; TAKEDA et al., 2009). Utilizando este modelo, já foi 

demonstrado que a administração de AU (10-40 mg/kg, p.o.) durante 11 

dias após a administração via i.c.v. de Aβ em camundongos melhorou a 

função de memória dos animais (LIANG et al., 2016) e induziu uma 

redução do estresse oxidativo e da produção de citocinas pró-inflamatórias 

no hipocampo destes camundongos (LIANG et al., 2016).  

Além do efeito neuroprotetor do AU mediado por uma ação 

antioxidante e anti-inflamatória, já foi demonstrado que este composto 

parece atuar em células PC12 (YOUN e JUN, 2012) especificamente 

inibindo a enzima beta-secretasse 1 (Fig. 1.3), cuja atividade promove o 

acúmulo de placas amiloides pela clivagem da proteína precursora 

amiloide (CHOW et al., 2010). 

Assim como os neurônios, as células da micróglia também 

respondem ao peptídeo Aβ secretando citocinas inflamatórias e agentes 

oxidantes que promovem, por sua vez, a neurotoxicidade nos neurônios 

que as cercam (STEWART et al., 2010). Este mecanismo ocorre 
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principalmente pela união do peptídeo Aβ com o receptor CD36, um 

receptor expresso nos macrófagos e na micróglia (CORACI et al., 2002) 

que, ao se ligar a estas proteínas amiloides forma um complexo com os 

receptores do tipo Toll 4-6 ativando assim mecanismos de estresse 

oxidativo e inflamatório (CORACI et al., 2002). Neste sentido, já foi 

demonstrado que o AU (5-20 µM) é capaz de bloquear de maneira 

competitiva a ligação de fragmentos Aβ com o receptor CD36 (Fig. 1.3) 

em culturas primárias de micróglia derivadas de camundongo e em células 

imortalizadas N9 (linhagem de células imortalizadas de micróglia derivada 

de camundongo) (WILKINSON et al., 2011). Desta maneira, o AU foi 

capaz de prevenir a formação de ERO e a produção de citocinas 

inflamatórias (WILKINSON et al., 2011) nas células da micróglia (Fig. 

1.3), o que também levaria à proteção dos neurônios circundantes (Fig. 

1.3).  
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Figura 1.3: Mecanismos de neuroproteção in vitro mediados pelo AU 

 

O AU atua como neuroprotetor frente ao dano induzido por AK (A) e pelo acúmulo 

de Aβ (B). AU apresenta papel antioxidante contra a produção de ERO (A) e, pode 

reduzir o prejuízo da função mitocondrial induzido por AK (A). AU também pode 

prevenir a neurotoxicidade induzida pelos peptídeos Aβ devido a sua ação 

inibitória sobre a atividade da caspase 3 (C). O efeito inibitório do AU sobre a 

sinalização de MAPK pode mediar em parte o efeito neuroprotector contra o 

peptídeo Aβ (D). Foi demonstrado que AU reduz a fosforilação da ERK1/2, c-Jun 

NH2-proteína quinase, e p38MAPK, bem como pode impedir a translocação do 

NFκB para o núcleo (D). AU também é capaz de reduzir a produção de citocinas 

inflamatórias (D) e de atuar inibindo a BACE1, envolvida na clivagem de APP, 

reduzindo assim o acúmulo de placas Aβ (E). AU previniu a neurotoxicidade 

induzida por mecanismos ativados em células microgliais, e estes efeitos podem 

ser mediados em parte pela inibição da ligação de Aβ à CD36 (F). Finalmente, o 

AU previne a formação de ERO e a produção e secreção de citocinas inflamatórias 

(G). O comprometimento das células microgliais, por sua vez, levaria a 

neurotoxicidade nos neurônios circundantes (H). Abreviaturas: ácido kainico, KA; 

ácido ursólico, AU; proteínas β amiloide, Aβ; proteína precursora de amiloide, 
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APP; beta-secretasse 1, BACE1; espécie reativa de oxigênio, ERO; proteína 

cinase ativada por mitógenos, MAPKs; fator nuclear κB, NFκB. A figura foi 

produzida por Francis Pazini e modificada pelo autor com permissão usando 

“Servier Medical Art” (http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank). 

 

Além do efeito inibidor sobre a enzima beta-secretase 1, já foi 

sugerido que o AU possui atividade inibitória de maneira dose-dependente 

de a enzima acetilcolinesterase (Fig. 1.4) (CHUNG et al., 2001). Esta 

enzima atua catalisando a degradação da acetilcolina, sendo que a redução 

deste neurotransmissor está diretamente correlacionado com a perda de 

neurônios colinérgicos no córtex cerebral e no hipocampo de pacientes 

com DA (BIRKS, 2006).  

Estudos realizados por métodos de acoplamento molecular 

demonstraram que o AU possui uma alta afinidade sobre a enzima 

monoamina oxidase A (MAO-A) (Fig. 1.4) (SINGLA et al., 2016), a qual 

catalisa a deaminação oxidativa das monoaminas (YOUDIM et al., 2006). 

Além disso, uma avaliação in silico sugeriu que o AU poderia se ligar e 

inibir o transportador bacteriano derivado de leucina (SINGLA et al., 

2016), um homólogo dos transportadores de serotonina (5-HT), 

noradrenalina (NE), e dopamina (NYOLA et al., 2010). Além disso, o AU 

pode inibir a atividade da monoamina oxidase B (MAO-B) (Fig. 1.4) (KIM 

et al., 2012), uma enzima que oxida a feniletilamina e a dopamina 

(YOUDIM et al., 2006). A literatura também reporta que o AU poderia ter 

uma ação inibitória sobre a enzima dopamina-β hidroxilase (DBH) (KIM 

et al., 2012), a qual converte dopamina em NE (Fig. 1.4) (LEVIN et al., 

1960). Estas evidencias sugerem que o AU poderia aumentar a 

biodisponibilidade das monoaminas no espaço sináptico por inibir a DBH, 

a MAO-A e a MAO-B (Fig. 1.4). Estas propriedades fazem do AU um 

composto com potencial terapêutico no tratamento da DP e do Transtorno 

Depressivo Maior (TDM) (YOUDIM et al., 2006).  
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1.2.2.2 Evidências da modulação da via Nrf2/HO-1 no efeito 

neuroprotetor do AU  

Uma série de trabalhos têm demonstrado o papel da cascata de 

sinalização dependente do fator eritróide nuclear 2 relacionado com o fator 

2 (Nrf2) e de enzimas antioxidantes como a heme oxigenasse 1 (HO-1) nos 

efeitos neuroprotetores do AU em modelos de isquemia cerebral (LI et al., 

2013; WANG et al., 2016) e frente a um dano induzido pelo traumatismo 

encefálico (DING et al., 2017) (Fig. 1.4).  

Utilizando o modelo de isquemia cerebral, foi relatado que a 

administração aguda de AU em roedores imediatamente após a indução da 

isquemia melhorou a performance em um teste de avaliação neurológica, 

assim como promoveu a redução o tamanho da área infartada nos animais 

(LI et al., 2013; WANG et al., 2016). Estes efeitos foram associados com 

a redução do estresse oxidativo e a ativação de Nrf2, o que 

consequentemente elevou os níveis transcricionais da enzima HO-1 no 

cérebro total dos animais (LI et al., 2013; WANG et al., 2016). Além disso, 

o déficit cognitivo induzido pela isquemia cerebral em animais Nrf2-/- não 

foi revertido pelo tratamento com AU (LI et al., 2013). 

Utilizando um modelo experimental de traumatismo encefálico, os 

autores demonstraram que uma administração única de AU (100-150 

mg/kg, i.p.) foi capaz de reduzir o déficit cognitivo e o edema cerebral 

induzido pelo traumatismo encefálico (DING et al., 2017). Ainda, estes 

efeitos comportamentais foram associados com a indução de Nrf2 e um 

aumento dos níveis de HO-1 e um reduzido estresse oxidativo assim como 

um aumento do número e a sobrevivência dos neurônios do córtex cerebral 

dos animais submetidos ao protocolo de traumatismo encefálico. Similar a 
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trabalhos prévios (LI et al., 2013), o AU não apresenta efeito neuroprotetor 

em animais NRF2-/- (DING et al., 2017).  

1.2.2.3 Evidências dos efeitos do AU em modelos animais de transtornos 

psiquiátricos 

Em paralelo às ações neuroprotetores do AU frente a disfunção 

cognitiva e em processos neurodegenerativos no SNC, alguns estudos vêm 

sugerindo um possível efeito benéfico do AU frente a transtornos 

psiquiátricos. Esta hipótese se origina das evidências que demonstraram a 

ampla distribuição do AU em plantas que exercem efeitos tipo-

antidepressivos em roedores. Além disso, vários estudos têm associado a 

presença do AU com estes efeitos comportamentais das plantas em 

roedores (Tabela 1). Por exemplo, o AU constitui um dos principais 

componentes do extrato metanólico derivado de folhas de M. peltatus 

(Tabela 1), as quais são bastante utilizadas como um agente terapêutico 

antidepressivo e ansiolítico pela tribo Onge das Ilhas indianas Andamão 

localizadas sobre o Ocêano Índico (CHATTOPADHYAY et al., 2003).  

Um dos primeiros estudos que investigou o efeito tipo-

antidepressivo do AU em camundongos foi realizado pelo nosso grupo de 

pesquisa e publicado em 2012 (MACHADO et al., 2012). Neste estudo, os 

pesquisadores demonstraram que uma administração única de AU 

(derivado de R. officinalis, Tabela 1) em camundongos (0,1-10 mg/kg, 

p.o.) é capaz de reduzir o tempo de imobilidade dos animais (MACHADO 

et al., 2012) quando submetidos ao Teste de Suspensão pela Cauda (TSC) 

ou no Teste do Nado Forçado, dois testes preditivos para avaliar a ação 

tipo-antidepressiva de compostos (Ver seção 1.3.7) (KRISHNAN e 

NESTLER, 2011). De fato, o efeito tipo-antidepressivo do AU foi exercido 

em doses menores se comparado com o tratamento com fluoxetina, um 
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fármaco de ação antidepressiva e utilizado na clínica (MACHADO et al., 

2012). Este efeito comportamental do AU foi associado com a ativação de 

receptores dopaminérgicos do subtipo D1 e D2 (MACHADO et al., 2012) 

(Fig. 1.4).  

Estudos posteriores também conduzidos no nosso grupo de pesquisa 

confirmaram estes achados e também demonstraram que a combinação de 

doses sub-efetivas de AU com doses sub-efetivas de fluoxetina, 

bupropiona ou reboxetina (fármacos antidepressivos convencionais) 

exerceram um efeito tipo-antidepressivo sinérgico nos camundongos 

(COLLA et al., 2014). Estes achados sugerem que o tratamento com AU 

poderia melhorar a eficácia dos antidepressivos convencionais. 

Adicionalmente, foi mostrado o papel chave dos sistemas serotonérgicos e 

noradrenérgicos, mas não da neurotransmissão glutamatérgica ou sistema 

opioide no efeito tipo-antidepressivo do AU (Fig. 4) (COLLA et al., 2014). 

Em conjunto, estes estudos evidenciaram que os efeitos tipo-

antidepressivos do AU parecem envolver a participação da 

neurotransmissão monoaminérgica, uma caraterística chave dos 

compostos antidepressivos de recaptação tripla que atuam inibindo a 

recaptação de 5-HT, NE e DA (MARKS et al., 2008). Esta caraterística 

faz do AU um composto com ação antidepressiva bastante promissora 

sendo que, os fármacos antidepressivos de recaptação tripla constituem 

uma classe mais nova de antidepressivos que promovem uma resposta 

mais rápida e possuem melhor eficácia se comparados com os fármacos 

inibidores da recaptação simples ou dupla de monoaminas (LIANG et al., 

2008).  

Além da ação tipo-antidepressiva do AU, uma atividade tipo-

ansiolítica e um efeito em comportamentos relacionados ao sono já foram 

demonstrados em camundongos (TAVIANO et al., 2007; COLLA et al., 
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2015; JEON et al., 2015). Nesse sentido, um trabalho do nosso grupo de 

pesquisa evidenciou que, assim como o diazepam (fármaco ansiolítico de 

uso na clínica), a administração aguda de AU (em dose maior à da 

atividade tipo-antidepressiva, (10 mg/kg)) em camundongos exerceu um 

efeito tipo-ansiolítico nos animais submetidos ao Teste do Campo Aberto 

(TCA) e no labirinto em cruz elevado (COLLA et al., 2015), ambos testes 

utilizados para avaliar atividade ansiolítica (KUMAR et al., 2013). Além 

disso, o AU exerceu um efeito sedativo detectado pela redução do tempo 

de latência e o aumento da duração do sono em camundongos (TAVIANO 

et al., 2007; JEON et al., 2015). Em outro estudo, a administração de AU 

induziu um aumento dos níveis do neurotransmissor inibitório, ácido γ-

aminobutírico no diencéfalo, mesencéfalo, na ponte e medula de 

camundongos (Fig. 1.4) (JEON et al., 2015). Deve ser destacado que, a 

qualidade do sono cumpre um papel muito importante na manutenção da 

função do SNC (ANDERSON e BRADLEY, 2013), pelo qual transtornos 

relacionados com este processo estão diretamente relacionados com o 

desenvolvimento de doenças neurodegenerativas e transtornos 

psiquiátricos (ANDERSON e BRADLEY, 2013). Portanto, os efeitos 

benéficos e neuroprotetores do AU podem estar relacionados em parte com 

o seu efeito sedativo. 

1.2.2.4 Evidências da ação do AU frente ao distresse em modelos in vitro 

e in vivo 

A literatura tem evidenciado que a exposição crônica ao estresse e 

processos de distresse (ver Seção 1.3.3 desta Tese) podem levar ao 

desenvolvimento de diversos transtornos psiquiátricos e 

neurodegenerativos (ESCH et al., 2002). Nesse sentido, evidências 

provenientes de estudos in vitro avaliados em células NCI-H295R (células 
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imortalizadas derivadas de adenocarcinoma humano) e em células CHO-

K1 (células imortalizadas de ovário de hamster chinês) têm sugerido uma 

atividade protetora do AU frente ao distresse, sendo que este composto foi 

capaz de inibir a liberação de cortisol e atuou como antagonista dos 

receptores do tipo 1 do hormônio liberador de corticotrofina (CRHR1) 

(Fig. 1.4) sem causar efeito citotóxico (JOTHIE RICHARD et al., 2016). 

O cortisol e o CRHR1 cumprem um papel chave na resposta ao estresse 

(ver Seção 1.3.3), sendo que uma alteração dos padrões de atividade de 

CRHR1 ou dos níveis de cortisol sistêmicos pode modificar a homeostase 

e função de diversos sistemas biológicos (CHAPMAN et al., 2013) 

levando assim ao desenvolvimento de transtornos relacionados com o 

SNC. 

Outro estudo identificou através de uma avaliação in silico uma 

série de grupos químicos que poderiam favorecer a interação entre o AU e 

o sítio catalítico da enzima 11β-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1 

(11β-HSD1) (ROLLINGER et al., 2010), a qual atua convertendo a 

cortisona em cortisol ativo (Fig. 1.4) (ver Seção 1.3.3) (MORGAN et al., 

2009). Este efeito parece ter sido comprovado também em um modelo in 

vitro, no qual o AU foi capaz de inibir a atividade de 11β-HSD1 em células 

HEK-293 (células embrionárias de rim humano) (JOTHIE RICHARD et 

al., 2016). 

As propriedades anti-estresse do AU também foram investigadas 

em modelos animais que induzem a expressão do fenótipo tipo-depressivo 

e mimetizam as caraterísticas bioquímicas deste transtorno em 

camundongos (ver Seção 1.3.6). Por exemplo, já foi demonstrado que o 

tratamento crônico durante 7 dias com AU (0,1 mg/kg, p.o.) preveniu o 

comportamento tipo-depressivo no TSC e tipo-ansioso detectado no 

número de bolos fecais e o tempo de autolimpeza dos camundongos 



54 

 

submetidos a um protocolo de estresse crônico imprevisível (ECI) (ver 

seção 1.3.6) (COLLA, 2015). Em paralelo a estes efeitos comportamentais, 

o tratamento com AU também preveniu o aumento da expressão da 

proteína pró-apoptótica bax (proteína X associada à Bcl-2) (Ver seção 

1.3.5) e reverteu a redução da razão bcl-2 (proteína 2 de linfoma de células 

B)/bax no hipocampo dos camundongos induzidos pelo protocolo de ECI 

(COLLA, 2015). Além disso, o tratamento repetido durante 7 dias com AU 

(0,1 mg/kg, p.o.) exerceu efeitos tipo-ansiolítico no TCA, tipo-

antianedônico detectado pelo teste de consumo de sacarose e tipo-

antidepressivo no TSC nos camundongos que receberam uma 

administração crônica de corticosterona durante 21 dias (COLLA, 2015). 

Em termos bioquímicos, o tratamento crônico com AU preveniu a 

diminuição dos níveis do fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) 

no córtex pré-frontal mas, à diferença da fluoxetina, o AU não preveniu a 

alteração nos níveis séricos de corticosterona induzidos pela administração 

de doses repetidas de corticosterona nos camundongos (COLLA, 2015). 

Estes estudos reforçaram a hipótese do efeito neuroprotetor do AU frente 

às alterações da resposta ao distresse em camundongos. 
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Figura 1.4: Alvos moleculares do AU no SNC  

Diversos estudos reportaram que o AU pode atuar aumentando a produção de 

ATP e restaurando o potencial de membrana mitocondrial (A), AU também pode 

atuar inibindo 11β-HSD1, assim prevenindo a produção de cortisol (B), AU foi 

capaz de induzir a liberação de GABA (C) e de inibir a atividade de MAO-A, 

MAO-B e AChE, o qual permite o acumulo de monoaminas e acetilcolina na 

fenda sináptica (D), AU poderia inibir a atividade da DBH, o qual impede a 

conversão de dopamina em NE (E). Foi demonstrado que o AU pode atuar como 

antagonista, prevenindo a ligação de CRH com CHRH1 (F). Também foi 

mostrado que o AU poderia modular dopaminérgicos D1 e D2. (G). Alguns 

estudos sugerem que AU pode ativar a via PI3K/Akt/mTOR e Nrf2/HO-1, assim 

como inibir a atividade da sinalização dependente de MAPK/NFκβ (H). Estes 

sinais intracelulares podem mediar a produção de proteínas relacionadas com a 

memória, processos anti-inflamatórios e antioxidantes (I). Desta forma, a ação do 

AU reduziria a produção de elementos oxidantes e pró-inflamatórios. 

Abreviaturas:11β-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1, 11β-HSD1; serotonina 

5-HT; ácido ursólico, AU; acetilcolina, ACh; acetilcolinesterase, AChE; 

proteína cinase B, Akt; adenosina trifosfato, ATP; proteína cinase II dependente 

de Ca+2/calmodulina, CaMKII; receptor de hormônio liberador de 
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corticotrofina tipo 1, CHRH1; hormônio liberador de corticotrofina, CRH; 

ciclooxigenase-2, COX-2; dopamina, DA; receptores de dopamina tipo 1 e 2, D1, 

D2; dopamina beta hidroxilase, DBH; ácido γ-aminobutírico, GABA; heme 

oxigenasse 1, HO-1; interleucina 6, IL-6; oxido nítrico sintase induzível, iNOS; 

monoamina oxidase A, MAO-A; monoamina oxidase B, MAO-B; proteína cinase 

ativada por mitógenos, MAPK; metaloproteínasses de matriz, MMP; potencial 

mitocondrial, MP; proteína alvo da rapamicina em mamíferos, mTOR; 

noradrenalina, NE; fator de transcrição nuclear kappa B, NFκβ; receptor de N-

metil-D-aspartato, NMDAR; fator nuclear derivado de eritrócitos tipo 2, Nrf2; 

receptor opioide, Opioide R; proteína cinase ribossomal S6K1, p70S6kα; 

fosfatidilinositol-3-cinase, PI3K; receptor ativado por proliferadores de 

peroxissoma gama, PPARγ; proteína de densidade pós-sináptica 95, PSD95; 

retículo endoplásmico, RE; proteína ribossomal S, rpS6; inibidor de 

metaloproteinases tecidual, TIMP1; receptor tipo toll, TLR; Fator de Necrose 

Tumoral alfa, TNF-α. A figura foi produzida por Francis Pazini e modificada pelo 

autor com permissão usando “Servier Medical Art” 

(http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank). 

 

1.3 TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR (TDM) 

O TDM é considerado um dos problemas de saúde mais severos e 

devastadores de entre todos os transtornos psiquiátricos (OTTE et al., 

2016). A sua prevalência vem aumentando desde o começo do século XX 

e, estudos epidemiológicos têm demonstrado que aproximadamente 15% 

da população mundial é acometida por este transtorno (OTTE et al., 2016). 

O Brasil é um dos países com maior incidência do TDM, estima-se que 

este transtorno acometeu aproximadamente 10% da população nos últimos 

12 meses (OTTE et al., 2016) e que 17% da população terá pelo menos um 

episódio depressivo na sua vida (BROMET et al., 2011; SILVA et al., 

2014) (Fig. 1.5). Entre os sintomas clínicos relacionados à depressão 

encontram-se a perda de prazer pelas atividades diárias (anedonia), fadiga 

ou perda de energia, apatia, alterações cognitivas, psicomotoras, insônia, 

alterações do apetite e isolamento social (AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION, 2013) (Fig. 1.5). 
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Figura 1.5: Prevalência do Transtorno Depressivo Maior (TDM) ao longo da 

vida e critérios de diagnóstico segundo o DSM5 

 

Segundo BROMET et al., 2011, a prevalência ao longo da vida do TDM 

corresponde a 15% da população mundial. Segundo Silva et al 2014, a 

prevalência ao longo da vida do TDM no Brasil corresponde aproximadamente a 

17% da população. Na tabela se descrevem os critérios diagnósticos utilizados 

para avaliar o TDM nos pacientes segundo o DSM5. Abreviaturas: Transtorno 

depressivo maior, TDM; Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos 

Mentais, DSM5. A figura foi produzida pelo autor. 

 

1.3.1 Mecanismos intracelulares responsáveis pelo desenvolvimento 

do TDM e na resposta aos antidepressivos 

Dentre as diversas hipóteses neurobiológicas do TDM, a primeira a 

ser formulada constitui a teoria monoaminérgica, a qual estabelece que 

uma deficiência monoaminérgica (nos níveis de dopamina, 5-HT e NE 

e/ou dos seus receptores) no encéfalo poderia ser responsável pelo 

aparecimento de sintomas depressivos (COPPEN, 1967; HIRSCHFELD, 

2000; NUTT, 2008).  

De fato, a eficácia dos antidepressivos utilizados na atualidade é 

baseada principalmente nesta hipótese neurobiológica do TDM. No 

entanto, a fisiopatologia deste transtorno pode ser considerada altamente 
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heterogênea devido às numerosas causas e fatores que podem desencadear 

os episódios depressivos (LIEBLICH et al., 2015). Portanto, muitos outros 

fatores tanto psicossociais e diversos outros fatores biológicos além dos 

relacionados com os níveis sinápticos de monoaminas, podem contribuir 

para o desenvolvimento do TDM. Por exemplo, fatores relacionados com 

a modulação neuroendócrina, imunológica, exposição a toxinas e altos 

níveis de EROs no sangue e no encéfalo de pacientes têm sido reportados 

como mediadores da fisiopatologia do TDM.  

Ainda, a hipótese monoaminérgica não consegue explicar porque 

muitos pacientes não respondem aos agentes terapêuticos que modulam tal 

sistema de neurotransmissão, sendo que os níveis de remissão não chegam 

a superar o 30% dos pacientes (HOWLAND, 2008). Por exemplo, tem sido 

observado que uma depleção das monoaminas na fenda sináptica através 

de agentes farmacológicos nem sempre produz sintomas depressivos e que, 

um rápido incremento das monoaminas induzido pela administração de 

antidepressivos não se correlaciona diretamente com um efeito 

antidepressivo rápido (DELGADO, 2000; HIRSCHFELD, 2000). 

Corroborando este fato, diversos estudos relatam que existe um longo 

período entre o início do tratamento com fármacos antidepressivos e o 

efeito terapêutico que estes desencadeiam (TRIVEDI et al., 2006).  

Todas estas observações levaram à busca de novos alvos 

bioquímicos e hipóteses que expliquem a etiologia e a progressão deste 

transtorno (VAIDYA e DUMAN, 2001). Em particular, o tempo que 

decorre entre a administração dos antidepressivos e o seu efeito clínico 

sugere que sejam necessárias adaptações neuroquímicas a longo prazo nos 

sistemas de neurotransmissores e em seus alvos intracelulares para que 

ocorram os efeitos terapêuticos. Nesse sentido, sabe-se que a interação 

entre os neurotransmissores e seus receptores envolve a regulação de vias 
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de sinalização intracelulares e a produção de segundos mensageiros, os 

quais levam à ativação de fatores de transcrição e a síntese de neurotrofinas 

que afetam o funcionamento e a sobrevivência de neurônios (POPOLI et 

al., 2000).  

Entre os múltiplos efetores que participam deste mecanismo 

podemos destacar as proteínas cinases, proteínas que utilizam ATP para 

adicionar um grupamento fosfato a outras proteínas alvos. Desta maneira, 

as proteínas cinases modulam vias de sinalização e comunicação 

intracelular envolvidas na liberação de neurotransmissores, no ciclo celular 

e na expressão gênica (POPOLI et al., 2000). A literatura relata que o 

padrão de fosforilação destas proteínas pode estar alterado no cérebro post-

mortem e/ou em tecidos periféricos de pacientes acometidos pelo TDM e 

também parecem ter um papel no comportamento tipo-depressivo de 

animais submetidos a modelos experimentais de TDM (POPOLI et al., 

2000). Além disso, antidepressivos clássicos (como a fluoxetina, 

desipramine e imipramina) e compostos com atividade antidepressiva 

requerem da ativação de cinases como a PKA (proteína cinase A), PKC 

(proteína cinase C), CaMKII (Proteína cinase II dependente de 

Ca+2/calmodulina), MEK/ERK (sinalização Ras-Raf-MEK-ERK) e a PI3K 

para exercerem seus efeitos (Fig. 1.6) (POPOLI et al., 2000). Assim, o 

desenvolvimento do TDM pode ser associado a alterações na 

funcionalidade de proteínas no cérebro de pacientes que regulam a 

sobrevivência celular (DWIVEDI et al., 2001; MALBERG e BLENDY, 

2005; DWIVEDI et al., 2006; DWIVEDI e PANDEY, 2008; SHELTON 

et al., 2009; GALEOTTI e GHELARDINI, 2012). Deve ser notado que a 

interação de compostos antidepressivos com as cascatas de sinalização 

depende muito do composto antidepressivo em questão (DUMAN et al., 

2007). 
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A ativação de receptores metabotrópicos (como receptores 

serotonérgicos subtipos 4, 6 e 7, β-adrenérgicos e D1) a partir de 

neurotransmissores leva à ativação de uma proteína G estimuladora e 

transdutora de sinais (Fig. 1.6). Assim, esta proteína G se dissocia do 

complexo de transmembrana e ativa a adenilato ciclase, e este por sua vez 

promove a produção de um mensageiro secundário que converte ATP em 

AMPc (adenosina 3',5'-monofosfato cíclico). Esta cascata de eventos 

promove um aumento na concentração de AMPc, o qual ativa a PKA. Por 

outra parte, a ativação de receptores 5-HT subtipos 1 e 5, adrenérgicos α2 

e D2 levam à inibição da Proteína G e uma subsequente redução da 

atividade da sinalização dependente de AMPc. Em particular, PKA 

consiste em uma enzima composta por duas subunidades: duas regulatórias 

e duas catalíticas. Funcionalmente, a PKA está envolvida na síntese de 

neurotransmissores, na expressão de genes correlacionados com 

plasticidade neuronal, com a sobrevivência e a proliferação celular 

(GOULD e MANJI, 2002). Diversos estudos têm demonstrado que, uma 

desregulação da atividade e uma expressão reduzida de PKA pode estar 

diretamente relacionado com o desenvolvimento de sintomas depressivos 

(DWIVEDI e PANDEY, 2008), sendo que evidências neste sentido foram 

encontradas no córtex pré-frontal (área 10 de Brodmann) post-mortem de 

vítimas de suicídio (SHELTON et al., 2009). 

A via de sinalização intracelular mediada pela cascata de 

sinalização MEK/ERK pode ser ativada por mitógenos que se unem a 

receptores ligados a cinases que se autofosforilam e ativam uma via de 

sinalização que promove a proliferação, diferenciação e a divisão celular 

(Fig. 1.6) (SCHAEFFER e WEBER, 1999). Foi demonstrado que o efeito 

indutor da fluoxetina sobre a expressão de genes relacionados com a 

sobrevivência e a proliferação celular em culturas de astrócitos depende 
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em parte da ativação de cascatas mediadas por MEK (MERCIER et al., 

2004). Por outra parte, já foi demonstrado que uma única administração de 

fluoxetina não altera a fosforilação de ERK1/2 (cinase regulada por fatores 

extracelulares) no hipocampo, córtex cerebral ou estriado de ratos 

(FUMAGALLI et al., 2005). Em contraste, no mesmo trabalho foi 

demostrado que a administração durante 3 semanas com fluoxetina foi 

capaz de reduzir a fosforilação de ERK1/2 no hipocampo e no córtex 

cerebral de ratos (FUMAGALLI et al., 2005). Neste mesmo trabalho, os 

autores relataram que a imipramina, outro antidepressivo de uso na clínica, 

não alterou a fosforilação de ERK1/2 no hipocampo mas aumentou a 

fosforilação no córtex cerebral dos ratos (FUMAGALLI et al., 2005).  

Outras vias de sinalização controladas por Proteínas G dependem 

da ativação e formação dos segundos mensageiros inositol trifosfato e 

diacilglicerol. O primeiro atua na liberação de Ca+2
, se liga à calmodulina 

(Fig. 1.6) e ativa CaMKII, uma das proteínas mais expressas no hipocampo 

(SWULIUS e WAXHAM, 2008). Esta proteína cinase está envolvida na 

modulação da síntese de neurotransmissores, exocitose e na expressão 

gênica em neurônios (SWULIUS e WAXHAM, 2008). Além disso, a 

CaMKII é considerada como o principal componente mediador da funções 

de memória e aprendizado (LISMAN et al., 2002). A CaMKII é uma 

proteína que tem sido implicada na fisiopatologia do TDM, sendo que o 

tratamento crônico de ratos com antidepressivos pode aumentar a 

fosforilação e atividade de CaMKII no hipocampo dos animais (VAIDYA 

e DUMAN, 2001; DU et al., 2004; TIRABOSCHI et al., 2004). 

Outra proteína cinase ativada pelo aumento dos níveis Ca+2 ou de 

diacilglicerol e, cuja função também está relacionada com a fosforilação 

de resíduos de serina (Ser) e treonina (Thr) de proteínas alvo é a PKC (Fig. 

1.6) (PARKER e MURRAY-RUST, 2004). Especificamente, no SN esta 
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proteína regula funções neuronais como excitação frente à liberação de 

neurotransmissores como 5-HT e glutamato, crescimento e proliferação 

celular (KANASHIRO e KHALIL, 1998). Alguns estudos clínicos têm 

sugerido a participação da PKC na fisiopatologia do comportamento 

suicida, uma vez que em tecido cerebral (áreas 8 e 9 de Brodmann) post-

mortem de vítimas de suicídio foi encontrado uma redução na sua atividade 

catalítica, no seu substrato e na sua expressão (PANDEY et al., 1997). 

Além disso, já foi observado que existe uma redução da expressão de PKC 

no córtex pré-frontal de pacientes depressivos (SHELTON et al., 2009). 

Em resposta a fatores de crescimento, hormônios e citocinas, PI3K 

também pode ser ativada, a qual recruta e ativa proteínas como Akt (Fig. 

1.6) (BRAZIL et al., 2004). Assim, esta cascata de sinais está envolvida 

no metabolismo, no transporte de glicose, na proliferação e na morte 

celular (BRAZIL et al., 2004). A via de sinalização mediada por PI3K/Akt 

tem sido implicada na produção de citocinas anti-inflamatórias, um alvo 

importante também na fisiopatologia do TDM (BRAZIL et al., 2004). 

Além disso, alguns estudos têm implicado esta cascata em processos de 

plasticidade sináptica, aprendizado, memória e na modulação do humor 

(BUDNI et al., 2012; KITAGISHI et al., 2012).  

A fosfoproteína neuronal dependente de AMPc e dopamina 

(DARPP-32) constitui um dos componentes celulares integradores da 

informação que chega dos neurônios dopaminérgicos (em diversos 

tecidos), de diversos neurotransmissores, neuropeptídios e hormônios. 

Existe uma interação importante entre a DARPP-32 e a PKA (Fig. 1.6). 

Por exemplo, dependendo do seu estado de atividade, a DARPP-32 pode 

tanto ativar como inibir a fosforilação e atividade de PKA (Fig. 1.6). Além 

disso, diversos estudos têm relacionado a atividade de DARPP-32 com o 

desenvolvimento dos transtornos psiquiátricos (TORRES et al., 2009; 
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KUNII et al., 2014) e com o comportamento tipo-depressivo em roedores 

(GUITART e NESTLER, 1992; SVENNINGSSON et al., 2002; ROSA et 

al., 2007). É importante mencionar que, a 5-HT e a administração aguda 

ou crônica de fluoxetina incrementam a fosforilação do resíduo de Thr34 e 

diminuem a fosforilação do resíduo de Thr75 da DARPP-32 no hipocampo 

de camundongos (SVENNINGSSON et al., 2002). Além disso, a ativação 

de DARPP-32 (como consequência da fosforilação do resíduo Thr34) 

regula a fosforilação de outras cinases como CaMKII, ERK1/2 e PKA (Fig. 

1.6) (SVENNINGSSON et al., 2005; NICIU et al., 2013) envolvidas em 

processos de adaptação neuronal pela inibição da proteína fosfatase 1, 

potencializando a transmissão dopaminérgica (YGER e GIRAULT, 2011). 
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Figura 1.6: Cascatas de sinalização intracelular envolvidas no 

desenvolvimento do TDM e na resposta aos fármacos antidepressivos 

 

Os compostos antidepressivos modulam diversas vias de sinalização intracelular 

mediadas pela ativação da proteína G ou ligação de neurotrofinas aos seus 

receptores. Estes, uma vez ativados, podem modular várias vias de sinalização 

intracelulares, incluindo a via de AMPc/PKA. AMPc amplifica o sinal 

intracelular e leva à fosforilação e ativação de PKA. Uma via de sinalização 

dependente de sinais mitogênicos e modulada por antidepressivos é mediada por 

MAPK/ERK. Esta cascata de fosforilação começa quando Ras é ativada e 

fosforila Raf-1, o qual fosforila e ativa MEK e, este concomitantemente ativa 

outras cinases como ERK1/2. Além disso, a ação de antidepressivos pode 

depender da produção de segundos mensageiros como Ca+2, o qual ativa CaMKII 

e PKC. Assim como a via MEK/ERK, PI3K/Akt pode ser ativada por sinais 

extracelulares e, está envolvida nos mecanismos de ação de fármacos 

antidepressivos. PKA também pode modular a atividade de DARPP-32. DARPP-

32, por sua vez, promove um feedback positivo na via de AMPc/PKA assim como 

na atividade de MEK/ERK e CaMKII. Note-se que algumas vias e proteínas 

foram omitidas para maior clareza. Abreviaturas: adenilato ciclase, AC; 

Adenosina 3',5'-monofosfato cíclico, AMPc; proteína cinase regulada por sinal 

extracelular, ERK; proteína cinase A, PKA; proteína cinase B, Akt; proteína 

cinase C, PKC; proteína ligadora de nucleotídeo guanosina, proteína G; 

fosfatidilinositol-3-cinase, PI3K; fosfoproteína neuronal dependente de AMPc e 

dopamina, DARPP-32; proteína cinase ativada por mitógeno, MEK; proteína 
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cinase II dependente de Ca+2/calmodulina II, CaMKII; proteína treonina/serina 

cinase proto-oncogen RAF 1, Raf-1; RAt Sarcoma vírus, Ras. A figura foi 

produzida pelo autor com permissão usando “Servier Medical Art” 

(http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank). 

 

Além da alteração de monoaminas na fenda sináptica e de vias de 

sinalização intracelular, novos alvos e mecanismos responsáveis pelo 

desenvolvimento do TDM já foram relatados. Por exemplo, estudos 

clínicos evidenciaram a existência de processos oxidativos, caracterizado 

pelo o aumento de EROs e/ou redução de defesas antioxidantes no soro e 

cérebro de pacientes acometidos pelo TDM (RYBKA et al., 2013; PALTA 

et al., 2014; SPIERS et al., 2014). Além disso, a literatura reporta que 

vários tratamentos antidepressivos poderiam atuar modulando vias de 

defesa antioxidante (ZAFIR et al., 2009; BEHR et al., 2012; 

SCAPAGNINI et al., 2012; LEE et al., 2013) e que, o aumento destes 

elementos no cérebro como consequência do tratamento com 

antidepressivos, pode proteger e prevenir a expressão de comportamentos 

tipo-depressivo nos roedores (ZAFIR et al., 2009; BEHR et al., 2012).  

A sinalização intracelular mediada pelo Nrf2 constitui um dos 

principais elementos de defesa frente ao estresse oxidativo (NGUYEN et 

al., 2009). Como mostrado na Fig. 1.7, em condições basais o Nrf2 está 

localizado no citosol e associado a uma proteína repressora Keap1 

(proteína 1 associada à proteína epicloridrina tipo Kelch), que torna o Nrf2 

inativo e leva a sua degradação proteossomal. Contudo, após a ativação de 

cinases como a PI3K (NAKASO et al., 2003), PKC (ZHANG et al., 2013) 

e ERK (XU et al., 2006), Nrf2 pode ser fosforilado em resíduos de Ser ou 

Thr, o que induz a sua dissociação do complexo formado com Keap1 e 

permite a sua translocação para o núcleo (Fig. 1.7). No núcleo, o Nrf2 se 

liga ao elemento responsivo a antioxidantes (ARE) e assim induz a 
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transcrição e expressão de diversas enzimas detoxificantes de fase II, como 

a heme oxigenasse 1 (HO-1), quinona oxidoreductase 1 e glutationa S-

transferase (Fig. 1.7) (ALAM et al., 1999).  

 
Figura 1.7: Mecanismo de ativação da cascata de sinalização dependente de 

Nrf2/HO-1 

 

Em condições basais, Nrf2 está associado com Keap1 no citosol, o qual 

consequentemente é marcado para ser degradado no sistema de ubiquitinação. 

Frente a um evento de estresse oxidativo, diversas proteínas cinase fosforilam Nrf2 

e facilitam a liberação de Keap1. Como consequência, Nrf2 se transloca para o 

núcleo, onde promove a transcrição de genes antioxidantes de fase II e a tradução 

de enzimas antioxidantes. Note-se que algumas vias e proteínas foram omitidas 

para maior clareza. Abreviaturas: elemento responsivo a antioxidantes, ARE; 

proteínas cinase reguladas por sinal extracelular, ERK; heme oxigenasse 1; HO-

1; proteína cinase C, PKC; fosfatidilinositol-3-cinase, PI3K; proteína 1 associada 

à proteína epicloridrina tipo Kelch, Keap1; fator nuclear derivado de eritrócitos 

tipo 2, Nrf2; NAD(P)H desidrogenase [quinone] 1, NQO1; superóxido dismutase, 

SOD; ubiquitina, Ub. (Adaptado de (CHEN et al., 2014). A figura foi produzida 

pelo autor com permissão usando “Servier Medical Art” 

(http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank). 

 

Dentre as enzimas induzidas por Nrf2, a heme oxigenasse (HO) têm 

se destacado como um dos mediadores mais importantes da resposta 

celular antioxidante e em mecanismos de neuroproteção (SCHIPPER, 
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2000; LIN et al., 2012; CHEN, 2014). A HO constitui uma proteína de 

choque térmico de 32kDa com diversas isoformas, sendo que a isoforma 2 

constitui a forma constitutiva e a 1 a forma induzível frente a situações de 

estresse celular (MAINES et al., 1986). A função catalítica de HO-1 

consiste na degradação do cofator heme e na consequente formação de 

monóxido de carbono, Fe+2 e biliverdina, os quais funcionam como 

quelantes e sequestram radicais livres (SCHIPPER, 2000). A HO-1 

também pode ser induzida por diversos agentes oxidantes, íons metálicos 

e citocinas inflamatórias (Fig. 1.7) (APPLEGATE et al., 1991). Esta 

enzima está expressa no cérebro e em tecidos como o fígado, baço e rim 

(TENHUNEN et al., 1969; EWING e MAINES, 1991). Em condições 

basais, a expressão de HO-1 é bastante baixa no cérebro de roedores 

(BARAÑANO e SNYDER, 2001; SCHIPPER, 2004), entretanto, ao 

ocorrer um insulto a expressão de HO-1 é induzida na micróglia e em 

alguns neurônios e astrócitos (LU e ONG, 2001; MUÑOZ et al., 2005; 

SCHIPPER e SONG, 2015). 

De fato, já foi descrito que camundongos knockout para Nrf2 (Nrf2-

/-) exibem um comportamento tipo-depressivo (MARTÍN-DE-

SAAVEDRA et al., 2013). Este fenótipo comportamental parece estar 

associado ainda com níveis reduzidos de dopamina e 5-HT e aumento dos 

níveis de glutamato no córtex pré-frontal desses animais (MARTÍN-DE-

SAAVEDRA et al., 2013). Além disso, a administração crônica de 

corticosterona já foi associada com uma redução dos níveis de Nrf2 no 

córtex cerebral e no hipocampo de ratos (MENDEZ-DAVID et al., 2015). 

Destaca se que, o tratamento com a fluoxetina reverteu estes efeitos 

(MENDEZ-DAVID et al., 2015).  

Diversas atividades neuroprotetoras mediadas pela HO-1 já foram 

relatadas em modelos experimentais in vitro e in vivo (LINKER et al., 
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2011; CHEN et al., 2013). Além disso, na literatura já foi evidenciado que, 

uma redução da expressão de HO-1 no soro e no sangue de pacientes pode 

estar correlacionada com o aumento de sintomas depressivos (RYBKA et 

al., 2013; ROBACZEWSKA et al., 2016). Por outra parte, a indução da 

expressão de HO-1 parece ser também um mediador importante da ação 

de antidepressivos de uso na clínica (ABDEL-WAHAB e SALAMA, 

2011; MARTÍN-DE-SAAVEDRA et al., 2013) e de compostos que 

exercem ação tipo-antidepressiva em roedores (BETTIO et al., 2014; 

MORETTI et al., 2014; CUNHA et al., 2016; FREITAS et al., 2016). Por 

exemplo, um estudo demonstrou que a inibição de HO-1 preveniu o efeito 

tipo-antidepressivo do zinco, do ácido ascórbico e da creatina, no entanto, 

a combinação de doses sub-efetivas destes compostos com doses sub-

efetivas de um indutor de HO-1 exerceu um efeito sinérgico e induziu um 

comportamento tipo-antidepressivo em camundongos submetidos ao TSC 

(MORETTI et al., 2014; CUNHA et al., 2016; MANOSSO et al., 2017).  

A ativação de proteínas cinase e da enzima HO-1 está amplamente 

associada ao aumento da fosforilação do elemento de resposta à ligação do 

AMPc (CREB) (POPOLI et al., 2000; KRÖNKE et al., 2003; DI 

BENEDETTO et al., 2007), o qual leva à transcrição e tradução de fatores 

neurotróficos (FIENBERG e GREENGARD, 2000; POPOLI et al., 2000; 

QI et al., 2014). Os fatores neurotróficos estão implicados nos processos 

de sobrevivência, proliferação e plasticidade neural, e correlacionados com 

a modulação do humor de indivíduos (HASHIMOTO et al., 2004; DURIC 

e DUMAN, 2013). Além disso, sugere-se que a atividade de proteínas 

cinases e a síntese de fatores tróficos está também implicada na ação dos 

fármacos antidepressivos (SCHMIDT et al., 2008). Neste sentido, o TDM 

vem sendo associado a uma disfunção neurotrófica, a qual pode levar a 
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alterações particularmente na anatomia e na função das estruturas límbicas 

encefálicas que controlam o humor (BANASR et al., 2011). 

1.3.2 O papel do hipocampo no TDM 

A diversidade de sintomas caraterísticos do TDM pode ser em parte 

um reflexo das alterações em diversas regiões encefálicas (HOROWITZ, 

2016). Nesse sentido, diversos estudos de imagem e em tecidos post-

mortem de pacientes com TDM têm revelado a existência de alterações 

anatômicas no córtex pré-frontal, no córtex cingulado, estriado, amigdala, 

tálamo e hipocampo destes indivíduos (DREVETS et al., 1997; 

RAJKOWSKA et al., 1999; RAJKOWSKA, 2000; LIOTTI e MAYBERG, 

2001; MIGUEL-HIDALGO e RAJKOWSKA, 2003; SAMUELS e HEN, 

2011). Estas regiões encefálicas parecem interagir funcionalmente, sendo 

que qualquer alteração em alguma das regiões pode explicar a 

complexidade dos sintomas depressivos (SAMUELS e HEN, 2011). 

Em particular, o hipocampo constitui a maior região do sistema 

límbico, o qual inclui também a amigdala, a área septal, o hipotálamo e o 

córtex cingulado, todas regiões chave no processamento do humor 

(RAJMOHAN e MOHANDAS, 2007). A função do hipocampo está 

associada principalmente a formação de memórias e a navegação espacial, 

mas também já foi associada a regulação do estresse (CAMPBELL e 

MACQUEEN, 2004). Alterações nesta região estão envolvidas no 

desenvolvimento de doenças neurodegenerativas e de transtornos 

psiquiátricos (CAMPBELL e MACQUEEN, 2004; EGELAND et al., 

2015). Desta maneira, a função hipocampal pode ser dividida segundo dois 

domínios principais: uma região dorsal cuja principal função é a 

modulação cognitiva (memória) e a região ventral que controla a emoção 

e a resposta ao estresse (FANSELOW e DONG, 2010).  
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Diversos estudos têm demonstrado o papel do hipocampo na 

fisiopatologia do TDM e na resposta aos fármacos antidepressivos. Alguns 

trabalhos demonstraram que lesões no hipocampo ventral (HENKE, 1990) 

ou dorsal (FANSELOW e DONG, 2010) podem levar a alterações do 

humor e na resposta ao estresse. Nesse sentido, vários estudos vêm 

evidenciando o fato de que pacientes com TDM apresentam uma redução 

e/ou perda de até 10% (VIDEBECH e RAVNKILDE, 2004) do volume 

hipocampal (COLE et al., 2011), principalmente em casos de depressão 

recorrente (SHELINE et al., 1996; SHELINE et al., 1999; BREMNER et 

al., 2000; MACQUEEN et al., 2003; CAMPBELL et al., 2004; 

MCKINNON et al., 2009; ARNONE et al., 2013). Esta atrofia hipocampal 

também foi descrita no hipocampo de roedores submetidos a modelos 

experimentais, nos quais foram induzidos comportamentos tipo-

depressivos (CZÉH et al., 2001; DUMAN e LI, 2012). Em alguns casos, 

esta atrofia hipocampal está associada tanto com o aparecimento de 

sintomas depressivos quanto com disfunções cognitivas observadas nos 

pacientes e em modelos pré-clínicos (VON GUNTEN et al., 2000). Mais 

importante ainda, o tratamento com antidepressivos é capaz de reverter a 

atrofia hipocampal em roedores (MAGARIÑOS et al., 1999; MALBERG 

et al., 2000) e de pacientes com TDM avaliados em estudos de imagem 

(YOUNG, 2002; SHELINE et al., 2003; CAMPBELL et al., 2004; 

ARNONE et al., 2013). Neste ponto, o hipocampo representa uma região 

de convergência entre diversos sistemas biológicos no desenvolvimento do 

TDM e na resposta aos fármacos antidepressivos (HOROWITZ, 2016).  

Diversas hipóteses surgiram para explicar esta atrofia do hipocampo 

(SAPOLSKY, 2000; 2015). Por exemplo, alguns estudos evidenciaram 

uma associação entre a diminuição dos níveis de neurotrofinas no 

hipocampo e o comportamento tipo-depressivo de roedores ou com os 
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sintomas depressivos em pacientes (BAYER et al., 2000; CHEN et al., 

2001; DUMAN e MONTEGGIA, 2006; DUMAN e LI, 2012). Além desta 

hipótese neurotrófica, outros estudos sugerem que o distresse pode 

desencadear um efeito neurotóxico nesta região encefálica. 

1.3.3 O efeito do distresse no hipocampo e seu papel no 

desenvolvimento do TDM 

O neurobiólogo Philip W. Gold foi pioneiro em estudar a resposta 

ao estresse e o primeiro em postular a hipótese neuro-hormonal, o qual 

sugere que o TDM poderia se desenvolver como consequência de 

alterações na resposta ao estresse (GOLD et al., 1988).  

A resposta ao estresse constitui uma resposta fisiológica frente a 

situações ameaçadoras que permite a adaptação, a preparação do 

organismo e manter a homeostasia. Esta resposta é mediada pela ativação 

do SN simpático e do eixo neuroendócrino hipotálamo-pituitária-adrenal 

(HPA) (Fig. 1.8) (MCEWEN et al., 2015). Em resposta ao estresse, os 

neurônios do núcleo paraventricular do hipotálamo liberam o hormônio 

liberador de corticotrofina (CRH) (Fig. 1.8A), o qual se liga a CRHR1 na 

glândula pituitária da hipófise anterior (Fig. 1.8B). A ativação deste 

receptor, por sua vez, estimula a liberação do hormônio 

adrenocorticotrófico que, ao chegar à glândula suprarrenal (Fig. 1.8C) 

estimula a síntese e a liberação de glicocorticóides da zona fasciculata 

desta glândula para a corrente sanguínea (Fig. 1.8E). Os glicocorticóides 

também podem ser sintetizados a partir de cortisona e outros esteroides 

pela enzima 11β-HSD1 em diversos tecidos incluindo o hipocampo, 

adrenal, fígado e tecido adiposo (Fig. 1.8D) (YAU e SECKL, 2012). 

Finalmente, os glicocorticóides promovem efeitos sistêmicos como a 

regulação do metabolismo, da atividade anti-inflamatória e 
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imunossupressora, que medeiam a resposta fisiológica frente ao estresse e 

a qual finaliza no hipocampo mediante um sistema de retroalimentação 

negativa (Fig. 1.8F). O principal glicocorticóide em primatas é o cortisol, 

enquanto que, a corticosterona corresponde ao principal glicocorticóide em 

roedores (GOOSENS e SAPOLSKY, 2007). 

A resposta intracelular aos glicocorticóides está mediada 

principalmente pela atividade de dois subtipos de receptores de 

glicocorticóides: receptores de mineralocorticoides (MR) e receptores de 

glicocorticóides (GR) (Fig. 1.8G). Dependendo das concentrações de 

glicocorticóides, estes ativam MR ou GR, devido às diferenças de 

afinidade destes pelos hormônios (Fig. 1.8G e 1.9), sendo que MR possui 

uma alta (até 10 vezes maior) e GR uma baixa afinidade, 

correspondentemente (ANACKER et al., 2011). Por tanto, em 

concentrações baixas de glicocorticóides, são ocupados principalmente os 

sítios de ligação de MR, enquanto que frente a concentrações altas de 

glicocorticóides, estes hormônios se ligam nos sítios de ligação de MR e 

também, a continuação nos de GR (MCEWEN et al., 2015).  

Na ausência de glicocorticóides, GR encontra-se inativo no citosol 

formando um complexo com outras proteínas (MCEWEN et al., 2015). 

Assim que o glicocorticóide ingressa na célula, o GR dissocia-se do 

complexo e torna-se ativado. Este mecanismo permite que GR se 

transloque para o núcleo e se ligue ao elemento responsivo a 

glicocorticóides (GRE) mediante o domínio central de ligação ao DNA na 

região do promotor do gene alvo. Esta resposta genômica modula a 

transativação de genes alvo anti-inflamatórios ou a transrepressão de genes 

de resposta pró-inflamatória (MCEWEN et al., 2015). Além disso, GR 

interage e modula a função de diversos fatores de transcrição incluindo o 

fator de transcrição nuclear kappa B e atua na remodelação da cromatina 
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(Fig. 1.8H). Alternativamente, os glicocorticóides atuam modulando 

mecanismos rápidos não genômicos que incluem a ativação de proteínas 

anti-inflamatórias, alteração dos níveis de Ca+2, atividade de proteínas 

cinase, inibição da fosforilação oxidativa e redução da produção de ATP 

(Fig. 1.8H) (FARIA e LONGUI, 2006; STAHN e BUTTGEREIT, 2008). 

A literatura relata que baixas concentrações de glicocorticóides 

promovem uma ação neuroprotetora (MCEWEN et al., 2015), sendo que 

a ação destes hormônios é essencial para o desenvolvimento neural, a 

diferenciação e a manutenção da função neural. Inclusive, concentrações 

de glicocorticóides (de até 300 nM) exercem efeitos neuroprotetores frente 

a insultos neurotóxicos induzidos pelos peptídeos Aβ e o NMDA. Estes 

efeitos parecem ser mediados pela ativação de MR, o qual leva à produção 

de neurotrofinas e promove também efeitos antioxidantes (ABRAHAM et 

al., 2001). Entretanto, altas concentrações de glicocorticóides (maior a 300 

nM) levam a uma redução da excitabilidade e à neurotoxicidade 

principalmente dos neurônios da região CA1 no hipocampo de ratos 

(ABRAHÁM et al., 2006; MCEWEN et al., 2015).  

O aumento exacerbado de glicocorticóides pode estar relacionado 

com alterações na função do eixo HPA e na resposta ao estresse, como 

consequência de uma disfunção do estado fisiológico e psicológico do 

organismo conhecida como distresse, onde há uma falha na resposta 

adaptativa a situações ameaçadoras que ocorrem de forma aguda e/ou 

crônica (MOBERG, 1987). Em situações de exposição a estímulos 

estressores de maneira recorrente e crônica, os níveis de glicocorticóides 

aumentam excessivamente ou por longos períodos, provocando falhas na 

expressão e na atividade de GR e MR e, em consequência nos mecanismos 

de retroinibição, o qual leva a uma hiperativação persistente do eixo HPA 

(SAPOLSKY, 2015). Alguns estudos demonstraram que os sintomas 
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depressivos podem ser desencadeados por uma alteração da reatividade do 

eixo HPA (YOUNG et al., 1994), o qual pode também modificar a resposta 

do paciente ao tratamento com antidepressivos (YOUNG et al., 2004). 

Acredita-se ainda que o distresse seja responsável pelo desenvolvimento 

da maioria dos casos de TDM (HAMMEN, 2005). A literatura relata 

também que o distresse está associado a uma diminuição de fatores tróficos 

e a uma consequente perda de neurônios e atrofia de estruturas encefálicas, 

em especial do hipocampo (SMITH et al., 1995; GREISEN et al., 2005). 

Estas evidências surgiram a partir de estudos com modelos experimentais 

de estresse crônico, onde foi observado que o comportamento tipo-

depressivo em roedores e em primatas não humanos estava associado com 

a redução do volume hipocampal (UNO et al., 1994; CZÉH et al., 2001; 

LEE et al., 2001; LUCASSEN et al., 2001; KRISHNAN e NESTLER, 

2011; MORETTI et al., 2012).  

Figura 1.8: Funcionamento e regulação do eixo hipotálamo-pituitária-

adrenal (HPA) 

 

O funcionamento do eixo HPA começa quando o hipotálamo secreta o CRH para 

a hipófise anterior onde estimula a síntese e liberação de ACTH. Este por sua vez, 



75 

 

é liberado na corrente sanguínea e atua no córtex da glândula suprarrenal, onde 

estimula a secreção de hormônio cortisol, quem chega até o hipocampo e atua na 

finalização da resposta. Em diversos tecidos, o cortisol é sintetizado a partir da 

oxidação de cortisona mediado pela 11β-HSD1 (que se encontra no hipocampo, 

córtex cerebral e nos tecidos adiposo e fígado). Nos tecidos alvo, o cortisol se liga 

e ativa os receptores GR ou MR, os quais se translocam para o núcleo da célula e 

se ligam aos elementos de resposta a glicocorticóides promovendo a transcrição 

gênica e gerando uma série de respostas sistêmicas dependendo da concentração e 

da função do eixo HPA. Abreviaturas: 11β-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1, 

11β-HSD1; hormônio adrenocorticotrófico, ACTH; receptor de glicocorticoide, 

GR; elemento responsivo a glicocorticóides, GRE; hormônio liberador de 

corticotrofina, CRH; receptor de mineralocorticoide, MR (Adaptado de (YAU e 

SECKL, 2012). A figura foi produzida pelo autor com permissão usando “Mind 

the Graph” (www.mindthegraph.com). 

 

O hipocampo constitui um dos principais alvos de ação dos 

glicocorticóides no SNC (MCEWEN et al., 2015) devido ao fato de que 

tanto o hipocampo de roedores (REUL e DE KLOET, 1985; MORIMOTO 

et al., 1996; NISHI et al., 2007) quanto o de humanos (WANG et al., 2013) 

expressam alto conteúdo de GR e MR, o que evidencia a sensibilidade 

destes tecidos aos efeitos deletérios do excesso de glicocorticóides. Além 

disso, o hipocampo é uma das regiões que controla os mecanismos de 

retroinibição do eixo HPA responsáveis pela normalização dos níveis de 

glicocorticóides e o fim da resposta ao estresse (Fig. 1.8). Portanto, um 

aumento da atividade do eixo HPA combinado com um bloqueio do 

mecanismo de retroalimentação negativo próprio deste sistema pode levar 

a um dano neuronal, uma perda do controle da liberação de CRH, e da 

atividade dos receptores correspondentes principalmente no hipocampo. 

Em consequência, esta cascata de eventos resulta em um aumento 

continuado dos níveis de glicocorticóides que induz um dano no tecido 

(CAMPBELL e MACQUEEN, 2004).  

Uma série de estudos reportaram que a produção excessiva de 

glicocorticóides, como resultado da exposição a situações de distresse e 
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da hiper-reatividade do eixo HPA, pode danificar o tecido hipocampal de 

animais (SAPOLSKY et al., 1985; UNO et al., 1989; SAPOLSKY et al., 

1990). O primeiro estudo que demonstrou uma correlação negativa entre 

o excesso nos níveis de glicocorticóides e a redução importante do 

volume hipocampal em primatas que sofriam de situações crônicas de 

distresse foi publicado em 1994 (UNO et al., 1994). Além disso, diversos 

estudos evidenciaram uma correlação negativa entre a exposição ao 

distresse e o volume hipocampal de pacientes depressivos quando 

comparado com o volume hipocampal de pacientes saudáveis 

(BREMNER et al., 1995; GILBERTSON et al., 2002; VYTHILINGAM 

et al., 2002). Estes achados também foram observados em indivíduos com 

hipercortisolemia (BREMNER et al., 1995; STARKMAN et al., 1999; 

LUCASSEN et al., 2001; GEERLINGS e GERRITSEN, 2017). De fato, 

a redução dos níveis de corticosterona após o tratamento de pacientes com 

síndrome de Cushing (mediante a resseção cirúrgica de uma parte da 

glândula pituitária), ou após um procedimento de adrenalectomia em ratos 

é capaz de reverter a perda neuronal e a atrofia do hipocampo induzida 

pelo nível excessivo de corticosterona (STEIN e SAPOLSKY, 1988; 

CAMERON e MCKAY, 1999; STARKMAN et al., 1999). Além disso, o 

tratamento crônico com antidepressivos clássicos pode atuar como 

neuroprotetor e é capaz de reverter algumas destas alterações 

bioquímicas, estruturais e comportamentais relacionadas ao distresse 

(VINET et al., 2004; PITTENGER e DUMAN, 2008; BRAVO et al., 

2009; MORETTI et al., 2012; FREITAS et al., 2015; FREITAS et al., 

2016).  
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1.3.4 Mecanismos celulares e moleculares do efeito neurotóxico de 

glicocorticóides no hipocampo 

O mecanismo subjacente aos efeitos neurotóxicos dos níveis 

exacerbados de  glicocorticóides (Fig. 1.9A) no hipocampo ainda não 

foram totalmente elucidados, entretanto sabe-se que estes efeitos são 

mediados pela ativação de GR (Fig. 1.9B-C), que promove nas células a 

inibição do transporte de glicose (Fig. 1.9H), alteração da transmissão 

sináptica (Fig. 1.9I), exacerbação da sinalização glutamatérgica e alteração 

da concentração intracelular de Ca+2 (Fig. 1.9F) (SAPOLSKY et al., 1985; 

SAPOLSKY, 2000; CAMPBELL e MACQUEEN, 2004; SAPOLSKY, 

2015). Entretanto, um bloqueio da produção de neurotrofinas induzido 

pelos glicocorticóides (Fig. 1.9D) é capaz de alterar as cascatas de 

sinalização intracelular envolvidas na sobrevivência celular (Fig. 1.9E-K) 

(SAPOLSKY, 2015). Como consequência da redução de mitógenos (Fig. 

1.9G), tem sido reportado que os glicocorticóides induzem a parada do 

ciclo celular em células de osteosarcoma humano (ROGATSKY et al., 

1997). Outro estudo já demonstrou que o tratamento de neurônios 

derivados de hipocampo de ratos com dexametasona (glicocorticóide 

sintético e ligante de GR) induz o bloqueio da transcrição de bdnf  (Fig. 

1.9D) (COSI et al., 1993). Ainda, o excesso de glicocorticóides pode 

diminuir as defesas antioxidantes e promover a geração de EROs (Fig. 

1.9J), dano no DNA e disfunção mitocondrial nos neurônios hipocampais 

(SAPOLSKY, 2015). Como consequência, a exposição a glicocorticóides 

aumenta a sensibilidade de neurônios a posteriores insultos e a perda da 

resposta ao glicocorticóides (STEIN-BEHRENS et al., 1994; MCEWEN 

et al., 2015). Finalmente, estes fatores podem levar os neurônios à 

disfunção e morte (Fig. 1.9L) (CAMPBELL e MACQUEEN, 2004; 

KOSTEN et al., 2008).  
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Figura 1.9: Mecanismos celulares e moleculares envolvidos na 

neurotoxicidade induzida pela corticosterona 

Níveis exacerbados de glicocorticóides promovem a ativação do receptor GR, o 

qual se transloca para o núcleo e induz a transcrição de genes e a tradução de 

proteínas relacionadas com a morte celular. Além disso, a ativação de GR inibe a 

produção de BDNF, inibe a atividade de proteínas cinase envolvidas na 

sobrevivência celular, o transporte de glicose e promove a disfunção da 

neurotransmissão, altera a homeostase de Ca+2 e aumenta a produção de ERO. 

Todos estes eventos levam à disfunção e morte celular. Abreviaturas: fator 

neurotrófico derivado de encéfalo, bdnf; receptor de glicocorticoide, GR; receptor 

de mineralocorticoide, MR. A figura foi produzida pelo autor com permissão 

usando “Servier Medical Art” (http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank). 

1.3.5 Mecanismos de morte celular envolvidos na neurotoxicidade 

dos glicocorticóides 

Existem diversos tipos de mecanismos de morte celular, os quais 

podem ser globalmente caraterizados como: necrose ou apoptose 

(NIKOLETOPOULOU et al., 2013). Em particular, a necrose consiste em 

um tipo de morte celular no qual as células recebem um dano que promove 

principalmente a desorganização do citoplasma, a perda da integridade da 

membrana plasmática e uma consequente ruptura celular que causa a 

liberação do conteúdo citosólico, o qual promove danos nos tecidos 
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circundantes (FINK e COOKSON, 2005). Dependendo dos níveis de 

glicocorticóides, em alguns casos é possível observar a morte celular por 

necrose (REAGAN e MCEWEN, 1997).  

A diferença da necrose, que não requer de gasto energético ou de 

uma orquestra de mecanismos moleculares, a apoptose constitui um 

processo de morte celular programada (FINK e COOKSON, 2005). Do 

ponto de vista celular, este tipo de morte é caraterizado pela retração 

celular, o qual promove a perda da adesão à matriz extracelular e das 

células circundantes. Além disso, pode ser observada a disfunção de 

organelas, a condensação da cromatina e prolongamentos da membrana 

celular e do núcleo, os quais se desintegram e formam fragmentos ou 

corpos apoptóticos. Estes corpos apoptóticos podem ser fagocitados e 

removidos pelas células do sistema imune (FINK e COOKSON, 2005). 

Nesse sentido, diversos estudos têm demonstrado que neurônios derivados 

do tecido hipocampal expostos a concentrações tóxicas de glicocorticóides 

parecem ter aspecto e morfologia de apoptose (Fig. 1.10) (HASSAN et al., 

1996; REAGAN e MCEWEN, 1997).  

Em termos moleculares, o processo apoptótico induzido pelos 

glicocorticóides pode ser mediado pela ativação de GR (Fig. 1.10) 

(GOULD e CAMERON, 1996; HASSAN et al., 1996; ALMEIDA et al., 

2000). A ativação deste receptor pode levar à modulação da via intrínseca 

da apoptose, a qual é regulada principalmente por proteínas da família Bcl-

2 (FINK e COOKSON, 2005). Entre elas, as proteínas Bcl-2 e a proteína 

2 de linfoma de células B extralarga são consideradas anti-apoptóticas e 

estas inibem a liberação do citocromo c da mitocôndria para o citosol (Fig. 

1.10). Quando a célula recebe sinais para entrar em apoptose ou como 

consequência da ausência ou da deficiência de fatores de sobrevivência 

(Fig. 1.10), na presença de danos irreversíveis ao DNA e frente a uma 
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disfunção da homeostasia intracelular de Ca+2, as proteínas 1 

antagonista/exterminadora de Bcl-2/Bax (proteínas pro-apoptóticas) se 

translocam para a mitocôndria e ativam a liberação de citocromo c, o qual 

em consequência ativa uma cascata de sinalização intracelular mediada por 

caspases que modula a morte celular (Fig. 1.10) (YOULE e STRASSER, 

2008). Em alguns casos, a função de Bax é bloqueada quando forma um 

complexo com Bcl-2 (Fig. 1.10), entretanto, quando as proteínas pró-

apoptóticas induzem a liberação do citocromo c, estas são capazes de se 

ligar ao fator de ativação de protease associada à apoptose 1 e a caspase-9, 

ativando a cascata de caspases efetoras (Fig. 1.10) (FINK e COOKSON, 

2005).  

Figura 1.10: Mecanismos anti e pró-apoptóticos induzidos pela 

corticosterona 

A sinalização dependente da ativação de GR pode atuar como neuroprotetor ou 

neurotóxico dependendo da concentração e do tecido alvo. Por um lado, a 

corticosterona atua induzindo a transcrição de proteínas pró-apoptóticas e 
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inibindo proteínas anti-apoptóticas, o que conduz à formação de homodímeros de 

Bax na membrana mitocondrial, o qual promove a liberação de citocromo c e a 

consequente ativação da cascata de sinalização depende de caspases. Por outra 

parte, uma concentração baixa de corticosterona atua como protetora ao induzir 

a transcrição de proteínas anti-apoptóticas e inibir proteínas pró-apoptóticas. 

Abreviaturas: proteína X associada à Bcl-2, bax; proteína 1 

antagonista/exterminadora de Bcl-2, bak; Proteína 2 de linfoma de células B, 

bcl-2; Proteína 2 de linfoma de células B extralarga, bcl-xl; receptor de 

glicocorticoide, GR; proteína de choque térmico 90, HSP90. (Adaptado de 

(GRUVER-YATES e CIDLOWSKI, 2013). A figura foi produzida pelo autor com 

permissão usando “Servier Medical Art” (http://www.servier.com/Powerpoint-

image-bank). 

 

A morte celular por apoptose já foi observada no córtex entorrinal, 

hipocampo (giro dentado, regiões CA1 e CA4) e subículum de pacientes 

com TDM (LUCASSEN et al., 2001; DUMAN, 2004; KOSTEN et al., 

2008). Além disso, já foi demonstrado que as proteínas relacionadas com 

a apoptose são expressas no hipocampo (LI et al., 2010) e que, o 

mecanismo neurotóxico de glicocorticóides parece ser mediado em parte 

pela indução do incremento dos níveis de Bax e da redução de Bcl-2 

(ALMEIDA et al., 2000). Um estudo revelou uma alta frequência de um 

polimorfismo no gene bcl-2 (relacionado com uma redução dos níveis de 

Bcl-2) em pacientes com TDM resistentes ao tratamento (ZHANG, C. et 

al., 2014). Entretanto, o aumento da expressão de bax está relacionada 

com a DP (TATTON et al., 2003), DA (SU et al., 1997) e em transtornos 

psiquiátricos (MANJI et al., 2012). A ativação de Bax já foi associada em 

modelos de indução do fenótipo tipo-depressivo em roedores (WANG et 

al., 2011). Além disso, já foram relatados polimorfismos no gene que 

codifica para a fator de ativação de protease associada à apoptose 1, o 

qual promove uma maior predisposição ao TDM (HARLAN et al., 2006). 

Por outro lado, o tratamento com antidepressivos é capaz de estimular a 

expressão de proteínas anti-apoptóticas no hipocampo de camundongos 

(MURRAY e HUTSON, 2007). Contudo, deve ser destacado que o 
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mecanismo neurotóxico dos glicocorticóides não somente envolve a 

ativação de apoptose, uma vez que outros tipos de morte celular podem 

ser desencadeados por estes hormônios (REAGAN e MCEWEN, 1997). 

Nesse sentido, existem relatos na literatura de que os 

glicocorticóides podem induzir a morte de células em tecidos periféricos 

(no músculo e em células tumorais) mediante autofagia (GRANDÉR et al., 

2009; TRONCOSO et al., 2014). Além disso, a corticosterona também 

pode induzir a citotoxicidade mediante o mecanismo de autofagia em 

tecidos neurais. Por exemplo, um estudo demonstrou que o modelo de ECI 

é capaz de aumentar a expressão de efetores autofágicos, um efeito que foi 

associado com a perda de neurônios hipocampais em ratos (HOU et al., 

2015). Além disso, a deprivação de folato em culturas de células HT22 

(derivadas de hipocampo de camundongo) induz a ativação de GR, a 

expressão de genes relacionados com a autofagia e a neurotoxicidade 

nestas células (SUN et al., 2016). 

Sob condições fisiológicas, a autofagia é um mecanismo celular 

imprescindível para a sobrevivência de células, uma vez que nestas 

condições a célula recicla e processa preferencialmente proteínas e 

organelas disfuncionais ou danificadas (LI et al., 2014). O mecanismo da 

autofagia envolve a formação de pequenos fagóforos ou complexos 

lisossomais, os quais se formam resumidamente em 5 passos (Fig. 1.11) 

(LI et al., 2014). O processo começa com a indução mediada pelos 

complexos de proteínas Atg (genes ligados a autofagia) (Fig. 1.11A) 

seguido do recrutamento de proteínas e lipídeos que formarão o 

autofagossoma na etapa de nucleação vesicular (Fig. 1.11B), o qual 

envolve a ativação do complexo PI3K/Beclina-1. Na sequência, ocorre a 

conjugação de proteínas Atg e a cadeia leve 3 da proteína 1 associada a 

microtúbulos (Fig. 1.11C), proteínas similares as do sistema de ubiquitina, 
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as quais medeiam a fusão ou acoplamento e formação do autofagossoma 

(Fig. 1.11D). Finalmente, o autofagossoma se fusiona na dupla membrana 

do lisossomo para formar o autolissosomo, onde ocorre a degradação e 

reciclagem do material citoplásmico (Fig. 1.11E) (LI et al., 2014). 

Figura 1.11: Mecanismo celular de autofagia 

 

O processo de autofagia compreende 5 passos principais: A) Indução, B) 

nucleação e recrutamento de componentes celulares e proteínas disfuncionais, C) 

elongação e formação do autofagossomo, D) fusão do autofagossomo com o 

lisossomo e, E) formação do autolisossomo e degradação ou reciclagem dos 

componentes. A figura foi produzida pelo autor com permissão usando “Servier 

Medical Art” (http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank). 

 

Além de ser considerado um processo fisiológico, a autofagia é 

conhecida como um tipo de morte celular tipo II (LI et al., 2014). Contudo, 
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apesar de ser independente de caspases, seu mecanismo está bastante 

relacionado com a necrose e a apoptose, sendo que o excesso de autofagia 

é induzido em condições patológicas e pode levar à morte celular (LI et 

al., 2014). Ainda, diversos estudos têm demonstrado que a autofagia está 

envolvida na neurotoxicidade hipocampal em doenças neurodegenerativas 

e na isquemia cerebral (LI et al., 2014). Por exemplo, um estudo in vitro 

revelou que o tratamento de neurônios derivados de uma cultura primária 

hipocampal com peptídeos Aβ ou com corticosterona foi capaz de 

promover a agregação de proteínas sinápticas, a disfunção neuronal e a 

morte por apoptose (WUWONGSE et al., 2013). Este processo foi 

mediado em parte pelo aumento da expressão de proteínas da cadeia leve 

3 da proteína 1 associada a microtúbulos (WUWONGSE et al., 2013). 

Neste mesmo trabalho, os autores demonstram que o tratamento com 

antidepressivos foi capaz de prevenir estes efeitos neurotóxicos e de 

reduzir a autofagia induzida pela corticosterona (WUWONGSE et al., 

2013). Estes dados sugerem que a neurotoxicidade induzida pela 

corticosterona em situações de estresse e relacionados com o 

desenvolvimento do TDM podem envolver em parte, processos de morte 

celular mediados por autofagia. 

Com base no exposto até o momento, nota-se que o TDM é um 

transtorno multifacetado, com diversos mecanismos fisiopatológicos 

envolvidos. Ainda, diversos outros fatores podem estar envolvidos na 

fisiopatologia do TDM, incluindo alteração da plasticidade sináptica, 

neurogênese, processos inflamatórios, estresse nitrosativo, disfunção 

monoaminérgica e glutamatérgica, os quais estão fora do objetivo desta 

tese.  
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Na tentativa de melhor entender sobre esse transtorno de humor, 

bem como descobrir estratégias para melhorar o tratamento, modelos 

experimentais de depressão in vivo e in vitro são de grande valia. 

1.3.6 Modelos in vivo para o estudo de efeitos e mecanismos de 

compostos com ação tipo-antidepressiva 

O estudo do potencial antidepressivo de compostos pode ser 

investigado utilizando testes preditivos de atividade antidepressiva como 

o TSC. Quando expostos a este teste, os animais expressam um aumento 

do tempo de imobilidade, uma resposta que é considerada de desespero 

comportamental relacionado com um comportamento tipo-depressivo. 

Além disso, são utilizados modelos experimentais nos quais os animais são 

expostos a situações de distresse, como o ECI. O fenótipo tipo-depressivo 

em animais também pode ser induzido farmacológicamente pelo 

tratamento crônico com corticosterona. A utilização destes modelos 

permite investigar também possíveis mecanismos envolvidos no efeito 

tipo-antidepressivo de compostos (KRISHNAN e NESTLER, 2011). 

1.3.7 Modelos in vitro de neurotoxicidade e investigação do 

mecanismo intracelular dos antidepressivos 

Cultivos celulares são utilizados principalmente para conhecer os 

efeitos específicos de um composto em um determinado tipo celular 

(JANTAS, 2016). Ainda, com estes modelos é possível verificar os 

achados de modelos in vivo e conhecer novos alvos do mecanismo 

intracelular de um determinado composto com ação antidepressiva 

(JANTAS, 2016). Considerando que o hipocampo é uma das principais 

estruturas encefálicas reguladoras do humor e constitui uma das regiões 
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mais afetadas pelos hormônios associados ao estresse, pois contém uma 

alta densidade de GR, é necessário investigar modelos celulares derivados 

de culturas hipocampais. 

A linhagem HT22 deriva de células clonais hipocampais de 

camundongo que foram imortalizadas utilizando o antígeno SV-40T 

sensível à temperatura (MORIMOTO e KOSHLAND, 1990) e são 

extremamente fáceis de utilizar e manipular. Estas células são 

especialmente vulneráveis a danos com glicocorticóides como a 

dexametasona e corticosterona. A primeira evidência de que 

glicocorticóides são diretamente tóxicos em células hipocampais surgiu 

há aproximadamente 30 anos, quando foi demonstrado que a incubação 

de células HT22 com corticosterona aumenta a suscetibilidade destas aos 

efeitos tóxicos de insultos metabólicos, sendo este efeito bloqueado por 

RU486, antagonista de GR (SAPOLSKY et al., 1988), o que evidencia 

que estas células expressam GR (BEHL et al., 1997). Estes dados indicam 

ainda que as HT22 podem ser consideradas de células tipo-neurônios 

imaturos (ou neuroblastos) (EGELAND et al., 2015). Diversos autores 

confirmaram que as células HT22 são sensíveis ao estímulo com 

glicocorticóides, o que faz destas um excelente modelo para estudar a 

indução da morte celular por glicocorticóides (BEHL et al., 1997; XU et 

al., 2011; XU et al., 2013; FREITAS et al., 2015; ZHENG et al., 2015). 

Além disso, as células HT22 são úteis para investigar mecanismos de 

regulação mediados pela expressão de genes ativados por GR frente a 

diversos fatores (JANTAS, 2016) assim como a relação entre a 

sinalização mediada pela ativação de GR e mecanismos do TDM 

(JANTAS, 2016).  

Estas células também expressam marcadores colinérgicos 

(transportador de colina, transportador vesicular de acetilcolina e 
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receptores muscarínicos de acetilcolina), pelo qual podem ser uma 

ferramenta no estudo de mecanismos relacionados com o TDM e a DA 

(JANTAS, 2016). 

Apesar de aparentemente não expressar receptores ionotrópicos 

glutamatérgicos, esta linhagem é uma das mais sensíveis a elevadas 

concentrações de glutamato (MAHER e DAVIS, 1996). Por esta razão, 

as células HT22 são utilizadas como modelo de excitotoxicidade 

oxidativa induzida pela depleção de glutationa e de cisteína (MAHER e 

DAVIS, 1996; LIU et al., 2009; HE et al., 2013). Esta linhagem expressa 

receptores de dopamina (ISHIGE et al., 2001; LUEDTKE et al., 2012), e 

enzimas que metabolizam monoaminas como MAO-A e MAO-B 

(MAHER e DAVIS, 1996).  

Finalmente, vários estudos têm investigado o potencial 

neuroprotetor de compostos com ação antidepressiva frente a diversos 

insultos e mecanismos neurotóxicos utilizando as células HT22 (BEHL 

et al., 1997; XU et al., 2011; XU et al., 2013; FREITAS et al., 2015; 

ZHENG et al., 2015). 
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2. JUSTIFICATIVA 

Considerando as evidências expostas até o momento, pode ser 

destacado que o TDM é um dos transtornos psiquiátricos mais prevalentes 

no mundo, de fisiopatologia heterogênea e complexa. Além disso, as 

terapias com fármacos de ação antidepressiva disponíveis atualmente 

apresentam uma baixa eficiência na clínica, podem causar diversos efeitos 

colaterais e levam à redução da adesão do paciente ao tratamento. Portanto, 

são necessários a busca e o estudo de novos alvos e estratégias 

farmacológicas para a prevenção e tratamento do TDM. Considerando os 

diversos efeitos biológicos, o potencial neuroprotetor e o perfil 

farmacológico seguro do AU, podemos inferir que este composto constitui 

um putativo composto antidepressivo com promissória aplicação para o 

tratamento do TDM.  

Até o momento sabe-se que os efeitos tipo-antidepressivos do AU 

envolvem a atividade monoaminérgica e ativação de receptores 

dopaminérgicos, entretanto até o momento não se conhecem os alvos e os 

mecanismos intracelulares mediado por este efeito.  

A presente tese foi dividida em 3 capítulos. O objetivo principal do 

primeiro e segundo capítulo desta tese corresponde ao estudo do 

mecanismo intracelular do efeito tipo-antidepressivo. Ainda, estudos 

prévios constataram um possível efeito neuroprotetor do AU frente a 

diversos insultos no SNC, sendo que até o momento não se sabe o seu 

efeito nem se conhecem os mecanismos intracelulares do AU frente a um 

insulto neurotóxico com corticosterona como modelo in vitro de distresse. 

Este constitui o principal objetivo do terceiro capítulo deste trabalho. 

Parte do último capítulo foi realizado sob supervisão da Profa. Dra. 

Manuela G. López no Laboratório 4 do Instituto Teófilo Hernando, 
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Departamento de Farmacología y Terapéutica, Facultad de Medicina, 

Universidad Autónoma de Madrid/UAM (Madri, Espanha). 
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3. HIPÓTESE 

Tanto o efeito tipo-antidepressivo do AU no TSC em 

camundongos como seu efeito neuroprotetor em células HT22 envolvem 

a ativação de vias de sinalização dependentes de PKA, PKC, MEK/ERK, 

CaMKII, PI3K e da enzima HO-1, bem como a inibição de apoptose e 

autofagia induzida pela corticosterona. 
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4. OBJETIVO GERAL 

• Investigar os mecanismos envolvidos no efeito tipo-antidepressivo e 

neuroprotetor do AU. 

4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Investigar as vias de sinalização celular implicadas no efeito tipo-

antidepressivo do AU. (Desenvolvido no Capítulo I) 

• Investigar a participação de HO-1 no efeito tipo-antidepressivo do AU. 

(Desenvolvido no Capítulo II) 

• Investigar o potencial neuroprotetor do AU e seus mecanismos 

celulares e moleculares envolvidos frente ao estresse celular induzido pela 

corticosterona. (Desenvolvido no Capítulo III) 
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5. Capítulo I: VIAS DE SINALIZAÇÃO INTRACELULAR 

IMPLICADAS NO EFEITO TIPO-ANTIDEPRESSIVO DO 

ÁCIDO URSÓLICO EM CAMUNDONGOS 

Considerando que os compostos antidepressivos disponíveis 

atualmente podem modular diferentes vias de sinalização intracelular por 

meio da ativação de proteínas cinases (POPOLI et al., 2000) e que o AU 

exerce efeito tipo-antidepressivo no TSC, cujo efeito depende dos sistemas 

dopaminérgico (MACHADO et al., 2012), serotonérgico e noradrenérgico 

(COLLA et al., 2014); nesta primeira etapa o objetivo geral foi investigar 

as vias de sinalização intracelulares envolvidas no efeito tipo-

antidepressivo do AU em camundongos. 

5.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Investigar a influência da inibição farmacológica das vias de sinalização 

intracelulares mediadas por PKA, PKC, CaMKII, MEK/ERK1/2, 

PI3K/Akt no efeito tipo-antidepressivo do AU. 

• Investigar o efeito do AU sobre o nível de fosforilação de DARPP-32 

(Thr75) no hipocampo de camundongos. 

5.2 MATERIAL E MÉTODOS 

5.2.1 Animais 

 Foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos Swiss 

(35±10 g, n = 8-10, 2-3 meses de idade), aleatoriamente distribuídos entre 

os grupos e mantidos em condições padrão de biotério (20-22 °C e 

aproximadamente 70% de umidade), com livre acesso à água e comida, em 

ciclo claro/escuro de 12:12 horas (luzes acessas às 07:00hs). Os animais 

foram divididos em grupos de até 14 animais por caixa (gaiolas de 
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prolipropileno com as seguintes dimensões 41x34x16 cm e cobertas com 

piso coberto de serragem). Os animais foram aclimatados na sala de 

experimentação 24h antes dos testes comportamentais e os experimentos 

foram realizados no ciclo claro entre as 11 e 17h. Os experimentos foram 

previamente aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Santa Catarina (Protocolo CEUA 00795, em 

anexo a esta Tese) e todos os esforços foram tomados para manter o bem-

estar dos animais e diminuir o número de animais utilizados. 

5.2.2 Agentes farmacológicos 

 Foram utilizados: AU, queleritrina, H-89, PD98059, U0126, KN-

62, wortmanina, LY294002 e, dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma, USA). O 

AU foi dissolvido em água destilada com 10% de Tween 80 e 1% de 

DMSO. Os inibidores farmacológicos foram dissolvidos em solução salina 

(NaCl 0,9%) e 1% de DMSO.  

5.2.3 Desenho experimental 

 Para verificar quais proteínas cinases estão envolvidas no efeito 

tipo-antidepressivo do AU, os camundongos receberam via gavagem (p.o.) 

uma dose ativa de AU (0,1 mg/kg, p.o.) ou do veículo (água destilada 

contendo 10% de Tween 80 e 1% de DMSO) 60 min antes do TSC para 

permitir que a droga exerça seu efeito (Fig. 5.1). Quarenta e cinco minutos 

depois de administrado o AU ou veículo, os animais receberam o veículo 

(solução salina contendo 1% de DMSO) ou inibidores de cinases: H-89 

(inibidor de PKA, 1 µg/sítio, i.c.v.), KN-62 (inibidor de CaMKII, 1 

µg/sítio, i.c.v.), queleritrina (inibidor de PKC, 1 µg/sítio, i.c.v.), U0126 

(inibidor de MEK1/2, 5 µg/sítio, i.c.v.), PD98059 (inibidor de MEK1/2, 5 
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µg/sítio, i.c.v.), wortmanina (inibidor irreversível de PI3K, 0,1 µg/sítio, 

i.c.v.) ou LY294002 (inibidor de PI3K, 10 nmol/sítio, i.c.v.) (Fig. 1.1). 

Todos os inibidores e seus veículos correspondentes foram administrados 

via i.c.v. em um volume final de 5 µl por sítio. Quinze minutos após a 

administração dos inibidores foram realizados os testes comportamentais 

(Fig. 5.1). Os inibidores foram administrados em um volume constante de 

10 mg/kg de peso corporal. Tanto as vias de administração quanto as doses 

utilizadas neste estudo, incluindo a dose ativa do AU, foram baseadas em 

estudos prévios do nosso laboratório e da literatura que confirmam a 

eficácia dos protocolos acima descritos e nenhuma das doses causa uma 

alteração locomotora no TCA (MACHADO et al., 2012; COLLA et al., 

2014; CUNHA et al., 2014; MANOSSO et al., 2015). 

Figura 5.1: Protocolo experimental para a investigação do papel de proteínas 

cinase no efeito tipo-antidepressivo do AU no teste de suspensão pela cauda 

(TSC) em camundongos 

Camundongos Swiss macho receberam uma dose oral de AU (0,1 mg/kg) ou 

veículo e, 45 minutos depois receberam por via i.c.v. o inibidor farmacológico ou 

veículo. Decorridos 15 min, os animais foram submetidos a testes 

comportamentais: Teste de suspensão pela cauda e o Teste do campo aberto, os 

quais foram avaliados durante 6 min. Abreviaturas: dia, d; 

intracerebroventricular, i.c.v.; grama, g; per os, p.o. A figura foi produzida pelo 

autor. 

5.2.4 Injeções i.c.v.  
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As injeções i.c.v. foram realizadas utilizando uma microseringa 

Hamilton 25 µl conectada a uma agulha de calibre 26. Previamente à 

injeção, os animais foram levemente anestesiados com éter (apenas o 

necessário para a perda do reflexo postural) e em seguida, o uma assepsia 

no local da injeção foi realizada com 70% etanol. A agulha foi inserida 

unilateralmente 1 mm para dentro do ponto equidistante de cada olho da 

linha média e perpendicular ao plano do crânio conforme trabalhos prévios 

(LAURSEN e BELKNAP, 1986; MAURICE et al., 1996; CUNHA et al., 

2016). Um volume de 5 µl de salina estéril (veículo) ou droga (dissolvida 

em solução salina estéril) foi injetado diretamente no ventrículo lateral 

esquerdo de cada camundongo. Os resultados de camundongos que 

receberam uma injeção no local errado ou apresentaram sinais de 

hemorragia cerebral foram excluídos da análise (menos de 5%). Este tipo 

de protocolo já foi validado previamente em diversos estudos (BUDNI et 

al., 2012; MORETTI et al., 2014; MANOSSO et al., 2015; CUNHA et al., 

2016; MANOSSO et al., 2017). Ainda, é importante destacar que 

utilizando o mesmo protocolo, um estudo prévio verificou que uma 

solução de isociocianato de fluoresceína conjugado com a lectina ConBr 

injetado via i.c.v. se distribui através do ventrículo lateral e se concentra 

mais caudalmente no hipocampo dos camundongos (BARAUNA et al., 

2006). 

5.2.5 Teste de Suspensão pela Cauda (TSC) 

Os camundongos foram suspensos pela cauda 50 cm acima do 

chão por uma fita adesiva presa cerca de 1 cm a partir da ponta da cauda 

(Fig. 5.2). A duração total da imobilidade (ausência de movimento ou 

movimentos pendulares) foi registrada durante um período de 6 minutos, 

sendo uma diminuição do tempo de imobilidade considerada um efeito 
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tipo-antidepressivo (STERU et al., 1985). Todas as contagens de tempo 

foram realizadas manualmente por um observador cego ao tratamento. 

Figura 5.2: TSC 

Esquema representativo do fenótipo comportamental de um camundongo 

submetido ao TSC. Na posição A o animal é considerado imóvel, na situação B 

o animal está realizando um movimento completo do corpo. A duração total de 

imovilidade é contabilizada durante 6 min por um observador cego ao tratamento. 

Autor: André Colla. 

 

5.2.6 Teste do Campo Aberto (TCA) 

Para descartar a possibilidade de que uma alteração no tempo de 

imobilidade dos camundongos no TSC possa ter sido causada devido a 

uma alteração na atividade locomotora dos animais, os camundongos 

foram analisados no TCA. Foi utilizada uma caixa de madeira (40×60×50 

cm) de cor branca, com 12 quadrantes iguais representados no piso (Fig. 

5.3). O número de cruzamentos dos quadrantes realizados pelos 

camundongos foi contado por um período de 6 minutos. O piso do aparato 

foi limpo com uma solução de etanol 10% entre os testes (RODRIGUES 

et al., 1996). Todas as contagens foram realizadas manualmente por um 

observador cego ao tratamento. 
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Figura 5.3: Teste de campo aberto 

Esquema da atividade locomotora de um animal submetido ao TCA. Durante 6 

min um observador cego ao tratamento contabiliza a quantidade de quadrantes 

que o animal realiza, a qual é expressa como número de cruzamentoes. Autor: 

André Colla. 

 

5.2.7 Análise do imunoconteúdo das proteínas por Western Blot 

 Para avaliar a fosforilação de DARPP-32 (forma fosforilada do 

resíduo Thr75 e forma total), os camundongos receberam uma dose ativa de 

AU (0,1 mg/kg, p.o.) ou veículo 60 min antes da eutanásia. Os animais 

foram mortos rapidamente por decapitação e, a continuação, o encéfalo de 

cada animal foi removido e os hipocampi (estruturas direita e esquerda) 

foram dissecados sobre uma placa de Petri invertida sobre gelo, e coberta 

com um papel filtro embebido em solução salina. Finalizada a obtenção da 

estrutura, cada amostra foi imersa imediatamente em nitrogênio líquido e 

armazenada a −80°C até a sua análise.  

 Posteriormente, as estruturas foram mecanicamente 

homogeneizadas utilizando um tampão contendo 50 mM TRIS pH 7.0, 1 

mM ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 100 mM de fluoreto de 

sódio, 0,1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil, 2 mM Na3VO4, 1% Triton X-

100, 10% glicerol, e um coquetel de inibidor de proteases (Amresco, 

código M222) (MANOSSO et al., 2015). As amostras obtidas foram 
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levadas a centrifugação (10.000 g por 10 min a 4°C), o sobrenadante foi 

diluído em Stop solution dodecil sulfato de sódio ou SDS 8% (contendo 

10% SDS, 100 mM EDTA, 500 mM TRIS) e o conteúdo proteico foi 

quantificado utilizando uma curva de albumina sérica bovina como 

estândar e seguindo o protocolo de Peterson (PETERSON, 1977). A 

eletroforese foi realizada em minigel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) 

onde foram aplicados uniformemente 60 µg de proteína e as proteínas 

foram transferidas para membranas de nitrocelulose utilizando um aparato 

de transferência semi-dry (1,2 mA/cm2; 1,5 h) (MANOSSO et al., 2015). 

Para verificar a eficiência da transferência, as membranas foram incubadas 

com solução de Ponceau e, a continuação foram lavadas com agua miliQ 

e bloqueiadas com 2% albumina sérica bovina (diluído em solução salina-

tris tamponada ou TBS) durante 60 min a temperatura ambiente. Após o 

bloqueio, as membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos (ver 

Tabela 2) primários (diluídos em TBS + 0,1% Tween 20 ou TBS-T junto 

com 2% albumina): anti-fosfo DARPP-32 Thr75 (rabbit, 32 kDa, Novus 

Biologicals, 1:5.000), anti-total DARPP-32 (rabbit, 32 kDa, Abcam, 

1:20.000) e anti- β-actina (mouse, 43 kDa, Santa Cruz, 1:2000) overnight 

e logo após com os anticorpos secundários correspondentes (também 

diluídos em TBS-T+ 2% albumina) durante 60 min (ver Tabela 2). A 

imunorreação das bandas foi realizada utilizando um kit de 

quimioluminescência (ECL™ Select Western Blotting Detection Reagent, 

código RPN2235, GE Healthcare, Sigma, Brasil) e as imagens foram 

capturadas utilizando o protocolo “Blot” e a opção “Chemi Hi resolution” 

do software ImageLab ©Bio-Rad em um fotodocumentador ChemiDoc 

MP® BioRad® do Laboratório Multiusuário de Estudos em Biologia 

(LAMEB) do CCB/UFSC. Todos os passos de bloqueio e incubação foram 

seguidos de repetidas lavagens (3 vezes de 5 min) com TBS-T. A 
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densidade das bandas foi avaliada por densitometria ótica (DO) no 

programa ImageLab versão 5.2.1 (©Bio-Rad laboratories). O nível de 

fosforilação de DARPP-32 foi determinado como a razão da DO entre 

fosfo-DARPP-32 Thr75 e total-DARPP-32, e a fosforilação total de fosfo-

DARPP-32 Thr75 e total-DARPP-32 foram determinados como a razão da 

DO entre fosfo-DARPP-32 Thr75 ou total-DARPP-32 e β-actina, 

respetivamente.  

5.2.8 Análise estatística 

A comparação entre os grupos experimentais e controles foi 

analisada por análise de variância (ANOVA) de duas vias e quando 

apropriado, as análises foram seguidas do teste posthoc Newman-Keuls. A 

análise do da fosforilação no sítio 75 de DARPP-32 foi realizada pelo teste 

t de Student unilateral. Foram considerados valores de p<0,05 

estatisticamente significantes e os resultados em todos os experimentos 

foram expressos com média + erro padrão da média (E.P.M.). Os valores 

foram analisados utilizado o programa StatSoft v. 7 e os gráficos foram 

realizados com o software GraphPad Prism v. 6.0.  

5.3 RESULTADOS 

Em todos os grupos experimentais o AU exerceu um efeito tipo-

antidepressivo (p<0,05) nos camundongos no TSC (n do controle = 10, n 

dos grupos AU, H-89 e AU vs H-89 = 8). O tratamento dos animais com 

H-89 (1 µg/sítio, i.c.v., inibidor da PKA) preveniu este efeito do AU (Fig. 

5.4B). A ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significante e as 

análises posthoc revelaram diferenças no tratamento com AU (F [1,30] = 
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4,70; p<0,05), H-89 (F [1,30] = 14,50; p<0,001) e na interação AU x H-89 

(F [1,30] = 6,20; p<0,05).  

O tratamento dos camundongos com queleritrina (1 µg/sítio, i.c.v, 

inibidor de PKC) 15 min antes do TSC aboliu a redução do tempo de 

imobilidade induzida pelo AU (Fig. 5.4C) (n do controle = 8, n dos grupos 

AU, queleritrina e AU vs queleritrina = 9). A análise estatística ANOVA 

seguida do posthoc Newman Keuls revelou uma diferença no tratamento 

com AU (F [1,31] = 8,27; p<0,01), queleritrina (F [1,31] = 5,67; p<0,05) e na 

interação AU x queleritrina (F [1,31] = 10,34; p<0,01).  

A Figura 5.4D mostra que a diminuição do tempo de imobilidade 

induzida pelo AU no TSC (p<0.001) foi abolida pela administração do 

inibidor de CaMKII, KN-62 (1 µg/sítio, i.c.v.) (n de de cada grupo = 8). A 

ANOVA de duas vias seguido da análise posthoc demonstrou diferenças 

no tratamento com AU (F [1,28] = 6,25; p<0,05), KN-62 (F [1,28] = 11,31; 

p<0,01) e na interação AU x KN-62 (F [1,28] = 9,20; p<0,01).  

Adicionalmente, observamos que a administração de dois 

inibidores de MEK/ERK1/2 (PD98059 e U0126, ambos 5 µg/sítio, via 

i.c.v.) reverteu o efeito tipo-antidepressivo do AU no TSC (Figuras 5.4E-

F). A ANOVA de duas vias demonstrou um efeito do AU (F [1,31] = 15,69; 

p<0,001) e da interação AU x PD98059 (F [1,31] = 7,54; p<0,01) e do 

tratamento com PD98059 (F [1,31] = 5,36; p<0,05) (n do controle, PD98059 

e AU = 9, n de AU vs H-89 = 8). No experimento com U0126, a ANOVA 

revelou um efeito do tratamento com AU (F [1,29] =6,90; p<0,05), U0126 

(F [1,29] = 10,53; p<0,01) e AU x U0126 (F [1,29] = 11,64; p<0,01) (n do 

controle, PD98059 e AU = 8, n de AU vs H-89 = 9).  
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Figura 5.4: Efeito do tratamento com inibidores de cinases no efeito tipo-

antidepressivo do AU no TSC 

 

Protocolo experimental (A). Efeito da administração de uma dose efetiva de AU 

(0,1 mg/kg, p.o.) ou veículo seguido da administração de: H-89 (inibidor de PKA, 

1 µg/sítio, i.c.v.) (B), queleritrina (inibidor de PKC, 1 µg/sítio, i.c.v.) (C), KN-62 

(inibidor de CaMKII, 1 µg/sítio, i.c.v.) (D), PD98059 (5 µg/sítio, i.c.v.) (E) e 

U0126 (5 µg/sítio, i.c.v.) (F), ambos inibidores de MEK/ERK1/2 no efeito tipo-

antidepressivo do AU no TSC. Os valores estão expressos como média + E.P.M. 

(n = 8-10). **p<0,01 e ***p<0,001 quando comparado com veículo, ##p<0,01 e 
###p<0,001 quando comparado com AU (Teste ANOVA de 2 vias seguida pelo 

posthoc de Newman-Keuls). 

Em outro grupo de experimentos foi investigada a participação de 

PI3K no efeito tipo-antidepressivo do AU no TSC. A administração de 
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LY294002 (10 nmol/sítio, i.c.v.) ou de wortmanina (0,1 µg/sítio, i.c.v.) não 

alterou os efeitos do AU no TSC (p>0,05) (Fig. 5.5B-C). 

Figura 5.5: Efeito do tratamento com inibidores de PI3K no efeito tipo-

antidepressivo do AU no TSC 

 

Protocolo experimental (A). Efeito da administração de uma dose efetiva de AU 

(0,1 mg/kg, p.o.) ou veículo seguido da administração de: LY294002 (inibidor de 

PI3K, 10 nmol/sítio, i.c.v.) (B) ou wortmanina (inibidor de PI3K, 0,1 µg/sítio, 

i.c.v.) (C) no efeito tipo-antidepressivo do AU no TSC. Os valores estão expressos 

como média + E.P.M. (n = 8-10). *p<0,05 e ***p<0,001 quando comparado com 

veículo (Teste ANOVA de duas vias seguida pelo posthoc de Newman-Keuls). 

Para descartar a possibilidade de que uma alteração no tempo de 

imobilidade dos camundongos no TSC possa ter sido causada devido a 

uma alteração na atividade locomotora dos animais, os camundongos 

foram analisados no TCA. A análise estatística revelou que nenhum 

tratamento farmacológico afetou o número de cruzamentos no TCA 

(p>0,05) (Fig. 5.6). 
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Figura 5.6: Efeito do tratamento com inibidores de cinases no 

comportamento locomotor de camundongos tratados com AU no TCA 

Protocolo experimental (A). Efeito da administração de dose efetiva de AU (0,1 

mg/kg, p.o.) ou veículo seguido da administração de: H-89 (inibidor de PKA, 1 

µg/sítio, i.c.v.) (B), queleritrina (inibidor de PKC, 1 µg/sítio, i.c.v.) (C), KN-62 

(inibidor de CaMKII, 1 µg/sítio, i.c.v.) (D), PD98059 (5 µg/sítio, i.c.v.) (E) e 

U0126 (5 µg/sítio, i.c.v.) (F), ambos inibidores de MEK/ERK1/2; LY294002 (G), 
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ou wortmanina (inibidores de PI3K, 10 nmol/sítio e 0,1 µg/sítio, i.c.v.) (H) na 

alteração da atividade locomotora no TCA. Os valores estão expressos como 

média + E.P.M. (n = 8-10). (Teste ANOVA de duas vias). 

Na segunda etapa do trabalho foram investigados os níveis de 

fosforilação de DARPP-32 Thr75 em homogenatos de hipocampo obtidos 

de camundongos tratados com uma dose ativa de AU (0,1 mg/kg) 60 min. 

A análise semi-quantitativa por DO revelou que os níveis de fosforilação 

no sítio 75 de DARPP-32 no hipocampo dos camundongos tratados 

durante 60 min com AU teve redução de aproximadamente 20 a 30% nos 

níveis de p-DARPP-32 Thr75 (Fig. 5.7A) e do imunoconteúdo total de 

DARPP-32 (Fig. 5.7B), respectivamente nos hipocampos em relação ao 

controle (t (8) =1,86; p<0,05 e t (8) =2,02; p<0,05, respectivamente). 

Contudo, a razão p-DARPP-32 Thr75/t-DARPP-32 foi similar tanto nos 

animais controle quanto nos animais que receberam AU durante 60 min 

(p>0,05) (Fig. 5.7C). 
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Figura 5.7: Efeito da administração de AU (0,1 mg/kg, p.o.) durante 60 min 

nos níveis de p-DARPP-32 Thr75, t-DARPP-32 e nos níveis de fosforilação de 

DARPP-32 Thr75 no hipocampo de camundongos 

Fosfo-DARPP-32 Thr75 foi determinada pela relação da DO da forma fosforilada 

de DARPP-32 e da DO da banda de ß-actina (A). Os níveis totais de DARPP-32 

foram quantificados pela razão da DO de DARPP-32 total e a DO de ß-actina (B). 

Em camundongos tratados com AU, a razão entre a forma fosforilada e total de 

DARPP-32 foi similar ao grupo controle (C). O painel D mostra membranas 

representativas de blot da imunoreatividade de amostras hipocampais para p-

DARPP-32 Thr75, t-DARPP-32 e ß-actina (D). Os resultados estão expressos como 

porcentagem do controle (média + E.P.M. de 5 amostras). *p<0,05 comparado ao 

grupo controle (Teste t de Student, unilateral). 

5.4 DISCUSSÃO 

Uma das hipóteses mais modernas da etiologia neurobiológica do 

TDM propõe a existência de uma possível relação entre o mecanismo de 

ação dos compostos antidepressivos e uma modulação de vias de 

sinalização intracelulares relacionadas com a neuroplasticidade e a 

sobrevivência de neurônios, cujo processo mediaria os efeitos tardios e 
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adaptativos dos fármacos antidepressivos na remissão de sintomas 

(POPOLI et al., 2000; NICIU et al., 2013). Diversos componentes 

participam de vias de transdução de sinais, assim destacamos: receptores 

acoplados a proteína G, proteínas cinases e fosfatases e fatores de 

transcrição. Especificamente, um grande número de evidências tem 

implicado as vias de sinalização intracelular mediadas por PKC, PKA, 

CaMKII, MEK/ERK1/2 e PI3K na fisiopatologia do TDM e nos 

mecanismos envolvidos nos efeitos dos antidepressivos (POPOLI et al., 

2000). Nosso grupo de pesquisa tem estudado diversos compostos com 

ação tipo-antidepressiva e, recentemente foram descritos efeitos 

promissores do AU, um composto triterpeno, que exerce efeitos tipo-

antidepressivos em diversos modelos preditivos e em modelos de 

depressão em camundongos, como o ECI e administração crônica de 

corticosterona. Trabalhos prévios do nosso grupo já demonstraram que os 

sistemas de neurotransmissão serotoninérgica, noradrenérgica e 

dopaminérgica contribuem com o efeito tipo-antidepressivo do AU (Fig. 

5.8) (MACHADO et al., 2012; COLLA et al., 2014), entretanto até o 

momento não tinham sido avaliadas o papel de vias intracelulares 

envolvidas neste efeito. Neste estudo, uma atenção especial foi dada as 

proteínas cinases relacionadas com vias de sinalização intracelular 

envolvidas no controle da neuroplasticidade e na sobrevivência neuronal e 

demonstramos pela primeira vez a contribuição de proteínas cinases, 

relacionadas com o sistema monoaminérgico, PKA, PKC, MEK/ERK 1/2 

e CaMKII no efeito anti-imobilidade do AU no TSC.  

Diversos autores têm demonstrado que a desregulação da 

atividade e uma expressão reduzida de PKA está diretamente relacionada 

com o desenvolvimento de sintomas depressivos (DWIVEDI e PANDEY, 

2008), sendo que evidências neste sentido foram encontradas no córtex 
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pré-frontal (área 10 de Brodmann) post-mortem de vítimas de suicídio 

(SHELTON et al., 2009). De fato, existem trabalhos que mostraram que o 

H-89, um inibidor competitivo do sítio de ligação ao ATP na subunidade 

catalítica de PKA (MURRAY, 2008), bloqueia os efeitos tipo-

antidepressivos observados nos camundongos tratados com fluoxetina ou 

submetidos à acupuntura, duas abordagens clínicas utilizadas no 

tratamento do TDM (LIU et al., 2012). Ainda, Brański e col. (2008) 

demonstraram que a administração de um ativador da atividade de PKA, 

8-Br-AMPc, promoveu efeitos tipo-antidepressivos diminuindo o tempo 

de imobilidade de camundongos no TSC (BRAŃSKI et al., 2008). Nossos 

resultados parecem estar de acordo com os descritos previamente, visto 

que no nosso estudo o tratamento de camundongos com H-89 aboliu 

completamente o efeito tipo-antidepressivo do AU no TSC (Fig. 5.8). 

Além disso, H-89 bloqueou o efeito lipolítico do AU em adipócitos de 

cultura primária (LI et al., 2010) o que sugere que outros efeitos periféricos 

do AU dependam da atividade de PKA. 

Utilizando o inibidor KN-62, composto que atua interagindo com 

o sítio de ligação de CaMKII à calmodulina (DAVIES et al., 2000), 

também demonstramos que CaMKII participa dos efeitos do AU no TSC. 

Existem vários relatos que indicam que a CaMKII é uma enzima que está 

implicada na fisiopatologia do TDM. Estudos clínicos já demonstraram 

que existe uma diminuição na expressão de CaMKIIα (isoforma α de 

CaMKII, expressa quase exclusivamente no encéfalo) no córtex pré-frontal 

tanto de pacientes com TDM quanto de pacientes com transtorno bipolar 

(XING et al., 2002). Além disso, Shi e col. (2012) reportaram uma relação 

entre polimorfismos em genes relacionados com a cascata de sinalização 

mediada por CaMK e a remissão dos sintomas após o tratamento 

antidepressivo (SHI, et al., 2012). Ainda, estudos pré-clínicos 
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demonstraram que o tratamento agudo com imipramina ou terapia 

eletroconvulsiva aumentaram a atividade de CaMKII no hipocampo dos 

camundongos (PILC et al., 1999). Nossos resultados corroboram com 

estes e outros estudos prévios (Fig. 5.8), os quais demonstraram que o KN-

62 aboliu o efeito tipo-antidepressivo do zinco (MANOSSO et al., 2015), 

ácido ferúlico (ZENI et al., 2012) e da creatina (CUNHA et al., 2014). 

As proteínas cinases estudadas neste trabalho estão envolvidas nos 

mecanismos intracelulares de neuroplasticidade e de produção de fatores 

neurotróficos que asseguram a sobrevivência neuronal (POPOLI et al., 

2000). Entre eles, a via de sinalização regulada pelo BDNF, a qual constitui 

uma das cascatas mais estudadas. Esta cascata pode ativar as seguintes 

proteínas cinases: inositol trifosfato, MAPK e PI3K (NICIU et al., 2013). 

PKC constitui um dos principais efetores relacionados à cascata de 

sinalização intracelular dependente de inositol trifosfato. Após sua 

ativação, a PKC regula a liberação de neurotransmissores e a plasticidade 

sináptica pela fosforilação de outros substratos, tais como CREB, canais 

iônicos e outras vias de sinalização (ABRIAL et al., 2011; ABRIAL et al., 

2013). Estudos clínicos demonstraram que existe uma diminuição da 

expressão de PKC no córtex pré-frontal de pacientes depressivos 

(SHELTON et al., 2009) e uma redução nos sítios de ligação para PKC em 

tecido cerebral post-mortem (áreas 8 e 9 de Brodmann) de vítimas de 

suicídio (PANDEY et al., 1997). Ainda, estudos pré-clínicos reportaram 

um papel de PKC na atividade antidepressiva da cetamina (RÉUS et al., 

2011) e da terapia eletroconvulsiva (KIM et al., 2010) duas abordagens 

muito aplicadas para o tratamento da depressão refratária a tratamentos 

farmacológicos convencionais. Nosso trabalho está de acordo com estes 

achados visto que a queleritrina, um alcaloide bezofenantiridina que atua 

como inibidor seletivo da PKC (HERBERT et al., 1990), reverteu a 
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redução no tempo de imobilidade exercido pelo AU no TSC (Fig. 5.8). 

Estes dados complementam e corroboram outros achados sobre a relação 

entre a ativação de PKC e efeitos tipo-antidepressivo do AU no TSC, assim 

como foi previamente observado em relação a compostos com potencial 

antidepressivo como o zinco e a creatina (CUNHA et al., 2014; 

MANOSSO et al., 2015). De acordo com nossos achados, a incubação de 

células adiposas 3T3-L1 com AU estimulou a captação de glicose em um 

mecanismo dependente da fosforilação e ativação de PKC, uma evidência 

que sugere que esta proteína cinase participa nos efeitos periféricos do AU 

(HE et al., 2014). 

  Diversos estudos têm identificado a via de sinalização mediada 

por MEK/ERK1/2 como um alvo para o tratamento do TDM. Estudos 

clínicos demonstraram uma expressão e ativação reduzida de ERK1/2 no 

córtex pré-frontal post-mortem de vítimas de suicídio (DWIVEDI et al., 

2001) e uma desregulação de Raf, uma proteína que atua alguns passos 

antes na cascata de MEK/ERK (Fig. 5.8) (DWIVEDI et al., 2006). Estudos 

in vitro demonstraram que a incubação de astrócitos com fluoxetina 

promoveu um aumento nos níveis de fosfo-ERK1/2 (MERCIER et al., 

2004). De forma similar, estudos pré-clínicos demonstraram que o 

tratamento de camundongos submetidos a um protocolo de estresse e 

tratados com imipramina aumentou os níveis de fosfo-ERK1/2 no 

hipocampo destes animais (LEEM et al., 2014). Além disso, o bloqueio da 

atividade de MEK, mediante o tratamento com PD184161 (inibidor da 

fosforilação de ERK1/2), (KLEIN et al., 2006), preveniu o efeito tipo-

antidepressivo da desipramina e da sertralina no Teste do Nado Forçado e 

o efeito de desipramina no TSC em camundongos (DUMAN et al., 2007). 

No nosso trabalho também observamos um bloqueio do efeito do AU no 

TSC em camundongos tratados com dois inibidores de MEK/ERK1/2 que 
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exibem um mecanismo de ação diferente (Fig. 5.8). PD098049 liga-se às 

enzimas inativas MEK1 e MEK2, prevenindo a sua ativação pela Raf e em 

consequência inibe a ativação de ERK1/2 (DUDLEY et al., 1995). U0126 

inibe diretamente a atividade catalítica da enzima ativa MEK1 e bloqueia 

então a atividade de MEK1/2 (FAVATA et al., 1998). Esta cascata de 

sinalização também foi implicada nos efeitos do AU na indução da 

captação de glicose nos músculos (CASTRO et al., 2015) e na liberação 

de proteínas inflamatórias em macrófagos (IKEDA et al., 2007).  

Um achado muito interessante do nosso trabalho constitui o fato 

de que os efeitos tipo-antidepressivos do AU parecem não depender da 

ativação de PI3K. A neurotransmissão mediada pela dopamina e a 5-HT é 

responsável em parte pela regulação da cascata de transdução de sinais 

mediada por PI3K/Akt e, em humanos, foi demonstrada uma redução da 

atividade de PI3K e a Akt1 (isoforma de Akt) no córtex pré-frontal ventral 

de pacientes depressivos (KAREGE et al., 2011). Estudos pré-clínicos 

reportam que diversos compostos como o ácido ferúlico (ZENI et al., 

2012), ácido fólico (BUDNI et al., 2012), creatina (CUNHA et al., 2016) 

e fator trefoil 3 (SHI, H. S. et al., 2012) exercem uma ação tipo-

antidepressiva por um mecanismo dependente da ativação da via de 

sinalização celular mediada por PI3K. Entretanto, no nosso trabalho a 

wortmanina e LY294002 (ambos inibidores de PI3K) não aboliram a 

atividade tipo-antidepressiva de AU no TSC. Estes resultados sugerem que 

a sinalização celular mediada por PI3K/Akt parece não estar implicada nos 

efeitos do AU no TSC. Uma possível explicação pode estar relacionada ao 

fato de que a via de sinalização intracelular mediada por PI3K pode ser 

ativada indiretamente via receptores glutamatérgicos (GUILLET et al., 

2005) e, como já foi demonstrado previamente, estes receptores parecem 

não contribuir para os efeitos tipo-antidepressivos do AU no TSC (COLLA 
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et al., 2014). Contudo, deve-se notar que ainda receptores dopaminérgicos 

D2 e D3 e o receptor 5-HT1A também são capazes de modular a cascata 

PI3K/Akt (BEAULIEU et al., 2007; BEAULIEU, 2012). Desta forma, são 

necessários estudos futuros para excluir o envolvimento da via sinalização 

dependente de PI3K nos efeitos tipo-antidepressivos do AU no TSC. Em 

contraste com os nossos achados, a capacidade do AU em estimular a 

captação de glicose nos adipócitos (HE et al., 2014), seus efeitos 

neuroprotetores (LU et al., 2011; WU et al., 2013) e a indução da autofagia 

em células tumorais cervicais TC-1 parecem depender da ativação da 

cascata dependente de PI3K (LENG et al., 2013).  

Nosso estudo também investigou o efeito do tratamento com AU 

nos níveis de DARPP-32 no hipocampo camundongos. Esta fosfo-proteína 

atua como integradora de vias de sinalização intracelulares contribuindo 

na regulação da atividade das proteínas cinases e fosfatases 

(SVENNINGSSON et al., 2004). Especificamente, DARPP-32 é ativada 

pela via de sinalização dependente de AMPc/PKA (Fig. 1.6) e, em 

consequência ocorre um aumento na fosforilação do resíduo Thr34 que 

paralelamente induz a diminuição na fosforilação do resíduo Thr75. No 

entanto, quando a atividade de PKA é inibida, a fosforilação do sítio Thr34 

diminui, aumentando a fosforilação no resíduo Thr75 (SVENNINGSSON 

et al., 2004). Estudos em humanos relataram um aumento da expressão de 

um polimorfismo de t-DARPP-32 (RNAm truncado, sem a região 

codificante para o NH2-terminal Thr34 e o domínio inibidor de proteína 

fosfatase 1, o qual restringe a sinalização dopaminérgica) no córtex pré-

frontal post-mortem de pacientes com esquizofrenia e depressão bipolar 

(TORRES et al., 2009; KUNII et al., 2014). Além disso, alguns estudos 

têm reportado a participação desta proteína nos efeitos tipo-

antidepressivos da fluoxetina, imipramina e na terapia eletroconvulsiva 
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(GUITART e NESTLER, 1992; SVENNINGSSON et al., 2002; ROSA et 

al., 2007). Svenningsson e col. (2002) demonstraram que os efeitos tipo-

antidepressivos exercidos pela administração aguda e crônica de fluoxetina 

são associados a um incremento na fosforilação de Thr34 e uma diminuição 

concomitante da fosforilação de Thr75 no hipocampo dos camundongos 

(SVENNINGSSON et al., 2002). Nosso trabalho demonstrou que o efeito 

tipo-antidepressivo do AU (em 60 min) parece estar associado com níveis 

reduzidos de DARPP-32 total e de fosfo-DARPP-32 no resíduo Thr75 no 

hipocampo de camundongos. Além disso, nosso trabalho demonstra uma 

similaridade na taxa de fosforilação do resíduo Thr75 no hipocampo de 

camundongos tratados com AU durante 60 min. Estes dados sugerem que 

a administração de AU poderia ter afetado especificamente mecanismos 

pós-traducionais envolvidos na atividade de DARPP-32. Possivelmente, 

uma redução dos níveis de DARPP-32 tenha reduzido a disponibilidade 

dos sítios a serem fosforilados, o que foi de fato observado quando 

comparamos os níveis de fosfo-DARPP-32 Thr75 com os níveis de β-actina 

(controle de carga proteica). Contudo, outros estudos se fazem necessários 

para melhor averiguar o papel de DARPP-32 no efeito tipo-antidepressivo 

do AU. 

Como conclusão, este capítulo apresenta evidências sobre a 

contribuição de diversas cinases no efeito tipo-antidepressivo agudo do 

AU no TSC. Estudos prévios têm demonstrado que os efeitos tipo-

antidepressivos do AU dependem em parte da neurotransmissão 

dopaminérgica (MACHADO et al., 2012; COLLA et al., 2014), 

serotonérgica e noradrenérgica (COLLA et al., 2014). Estes sistemas são 

componentes chave para a sobrevivência neuronal, a neurogênese e a 

resposta aos antidepressivos (Fig. 5.8). Além disso, diversos estudos têm 

demonstrado que as vias de sinalização dependentes de CaMKII, PKA e 
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PKC, podem modular eventos relacionados com a liberação de 

neurotransmissores (LEENDERS e SHENG, 2005). A sinalização 

dependente de MEK/ERK também regula a captação de dopamina assim 

como a expressão e atividade de receptores de dopamina, sendo que os 

receptores D1 e D2 são capazes de ativar esta cascata de sinalização (YAN 

et al., 1999; NEVE et al., 2004). Deve ser ressaltado que a ativação da via 

de sinalização mediada por MEK/ERK pode modular e ativar Akt, o que 

sugere uma interação entre as diversas cascatas de sinalização 

intracelulares, sendo que a ativação ou inibição de uma pode modular a 

atividade de outra (ZHOU et al., 2015). Além disso, os sistemas 

monoaminérgicos podem ativar a via MEK/ERK (D'SA e DUMAN, 

2002). Ainda, receptores dopaminérgicos D1 e D2 podem ativar outras 

proteínas cinase como PKA, PKC, ERK1/2 e CaMKII (YAN et al., 1999; 

NEVE et al., 2004). Portanto, estes resultados sugerem que, o possível 

efeito tipo-antidepressivo do AU está relacionado em parte com a sua 

atividade sobre os sistemas dopaminérgicos e serotonérgicos 

(MACHADO et al., 2012; COLLA et al., 2014) e a ativação de múltiplas 

vias de sinalização intracelular que convergem na expressão ou produção 

de neurotrofinas. Além disso, é possível que a ativação destas vias 

promova ao mesmo tempo a ativação dos receptores dopaminérgicos e 

estimulem a liberação de neurotransmissores na fenda sináptica. Este e 

outros estudos similares reforçam a hipótese de que os processos de 

neuroplasticidade e os mecanismos de compostos com ação antidepressiva 

que contribuem significativamente para a melhora dos sintomas do TDM 

dependem em parte da ativação de proteínas cinases implicadas na 

sobrevivência e plasticidade neuronal. Portanto, nossos resultados 

sugerem que o AU constitui uma promissora e potencial estratégia 

antidepressiva. 
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Figura 5.8: Vias de sinalização intracelular envolvidas no efeito tipo-

antidepressivo do AU 

 

O efeito tipo-antidepressivo da administração aguda de AU (0,1 mg/kg, p.o.) no 

TSC é dependente da disponibilidade de monoaminas na fenda sináptica e 

ativação de receptores dopaminérgicos D1 e D2. Subsequentemente, são ativadas 

diversas vias de sinalização intracelulares, incluindo a dependente de 

PKA/AMPc, que amplifica o sinal intracelular através da ativação da PKA. Além 

disso, AU pode ativar a via dependente de MEK/ERK. Outra via que participa do 

efeito tipo-antidepressivo é a dependente de CaMKII, ativada pelo influxo de 

Ca+2. O AU também pode ativar PKC que se desloca da membrana plasmática 

para o citosol. Esta hipótese está evidenciada pelo fato que de H-89 (um inibidor 

de PKA), KN-62 (inibidor de CaMKII), PD098059 e U0126 (inibidores de 

MEK/ERK 1/2) e queleritrina (inibidor de PKC) aboliram o efeito tipo-

antidepressivo do AU no TSC. Em conjunto, a ativação destas vias de sinalização 

pode induzir a expressão gênica relacionada com a melhora do transtorno do 

humor e mediar os efeitos tipo-antidepressivos do AU no TSC em camundongos. 

Abreviaturas: 5-HT, serotonina; ácido ursólico, AU; Adenosina 3',5'-

monofosfato cíclico, AMPc; proteína cinase II dependente de Ca+2/calmodulina 

II, CaMKII; dopamina, DOP; receptores de dopamina tipo 1 e 2, D1; D2; proteína 

cinase regulada por sinal extracelular, ERK; proteína cinase ativada por 
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mitógeno, MEK; proteína cinase A, PKA; proteína. A figura foi produzida pelo 

autor com permissão usando “Servier Medical Art” 

(http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank) 
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6. Capítulo II: PAPEL DA HO-1 NO EFEITO TIPO-

ANTIDEPRESSIVO DO ÁCIDO URSÓLICO EM 

CAMUNDONGOS 

O TDM pode ser causado por uma alteração das defesas antioxidantes 

(RYBKA et al., 2013; PALTA et al., 2014; SPIERS et al., 2014), sendo que 

a via de sinalização dependente de Nrf2/HO-1 constitui um regulador da 

resposta antioxidante, da sobrevivência e proteção do SNC (NGUYEN et 

al., 2009). Quando Nrf2 é ativado este se dissocia de Keap1 e trasloca-se 

para o núcleo onde promove a transcrição de genes que codificam algumas 

enzimas antioxidantes, como a HO-1 (ALAM et al., 1999). Algumas 

evidências experimentais indicaram que vias de sinalização celular 

mediadas por PKC (ZHANG et al., 2013) e ERK (XU et al., 2006) ativam 

Nrf2. Além disso, compostos com atividade antioxidante e que atuam 

modulando a via Nrf2/HO-1 podem constituir estratégias interessantes no 

tratamento do TDM (ZAFIR et al., 2009; BEHR et al., 2012). Portanto, 

considerando que o AU exerce efeitos tipo-antidepressivos em 

camundongos quando submetidos a diversos modelos preditivos de 

atividade antidepressiva, o qual parece ser mediado em parte pela ativação 

de PKC e MEK/ERK1/2 (Ver Capitulo I desta Tese) e que o AU possui 

propriedades antioxidantes (Ver seção 1.2.2 desta Tese). O objetivo geral 

desta etapa foi investigar a participação de HO-1 no efeito tipo-

antidepressivo do AU em camundongos. 

6.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Investigar a participação de HO-1 no efeito tipo-

antidepressivo do AU em camundongos.  
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• Investigar se a administração do AU assim como de um 

indutor farmacológico de HO-1 promove o aumento do imunoconteúdo 

de HO-1 no hipocampo dos camundongos.  

6.2 MATERIAL E MÉTODOS  

6.2.1 Animais  

Foram utilizados camundongos Swiss fêmeas de aproximadamente 

50 dias de idade (M. musculus, 40±5 g peso corporal, n = 7-8 por grupo 

experimental), que foram mantidos em caixas de polipropileno brancas com 

as seguintes dimensões 41x34x16 cm e cobertas com serragem (contendo 

até 14 animais por caixa) em uma sala de biotério com temperatura e 

umidade controlada (21±1 °C, e aproximadamente 70% humidade) e 

exaustão, tendo livre acesso a ração e água. O ciclo claro-escuro era de 

12:12 h, tendo o ciclo claro começando às 7:00 h. Os animais foram 

aclimatados na sala de experimentação 24 h antes do começo dos 

experimentos comportamentais, sendo que estes foram realizados entre as 

11:00 e 17:00 h. Todos os procedimentos foram realizados conforme as 

diretrizes da Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade 

Federal de Santa Catarina (Protocolo 00795, Seção 13 desta Tese). Cada 

animal foi utilizado uma única vez e foram tomados todos os esforços para 

minimizar e reduzir o sofrimento, garantir o bem-estar animal e reduzir o 

número de animais utilizados nos experimentos.  

6.2.2 Agentes farmacológicos 

  No presente trabalho foram utilizados: DMSO, AU, 

protoporfirina de zinco IX (PPZn), protoporfirina de cobalto IX (PPCo) 
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obtidos de Sigma Chemical Company (St. Louis, U.S.A.). PPZn e PPCo 

foram dissolvidos em salina contendo 0,1% DMSO e administrados via 

i.c.v. em um volume final de 5µl tal como foi descrito na seção 5.2.4 desta 

Tese. O AU foi dissolvido em 10% Tween 80 contendo 1% DMSO e 

administrado em um volume constante de 10 ml/kg (p.o.). Os grupos 

experimentais controle receberam o veículo correspondente.  

6.2.3 Desenho experimental 

A fim de investigar o papel da HO-1 no efeito tipo-antidepressivo do 

AU no TSC, um grupo de animais recebeu uma dose efetiva de AU (0,1 

mg/kg, p.o.) ou veículo e, 45 min depois, receberam PPZn (10 μg/sítio, 

i.c.v., um inibidor de HO-1) ou veículo (Fig. 6.1A). Em outro experimento, 

outros animais receberam doses sub-efetivas de AU (0,01 mg/kg, p.o.) ou 

veículo e, 45 min depois, os animais foram tratados com uma dose sub-

efetiva de PPCo (0,01 μg/sítio, i.c.v.) ou veículo (Fig. 6.2A). Um grupo de 

animais foi tratado com uma dose efetiva de PPCo (0,1 μg/sítio, i.c.v., um 

indutor farmacológico de HO-1) ou veículo (Fig. 2.3D-E). Quinze min 

depois da administração i.c.v. (ou 60 min depois do tratamento via p.o.), os 

animais foram submetidos ao TSC e TCA (Fig. 6.1A, 6.2A). Todos os 

protocolos e doses utilizadas no presente estudo foram baseados em estudos 

prévios que investigaram os efeitos comportamentais do AU (MACHADO 

et al., 2012; COLLA et al., 2014) assim como e eficácia dos moduladores 

farmacológicos na investigação do papel de HO-1 no efeito tipo-

antidepressivo de compostos (MORETTI et al., 2014; CUNHA et al., 2016; 

MANOSSO et al., 2017).  

6.2.4 Testes comportamentais 

Finalizados os tratamentos, os animais foram submetidos ao teste 

TSC durante 6 min, um teste preditivo de fármacos com atividade 
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antidepressiva descrito previamente (STERU et al., 1985), cujo 

procedimento já foi descrito na seção 5.2.5 desta Tese. Aproximadamente 

10 min depois de serem submetidos ao TSC, os animais foram submetidos 

ao TCA durante 6 min com o objetivo de avaliar o efeito dos diferentes 

tratamentos sobre a sua atividade locomotora (Ver seção 5.2.6).  

6.2.5 Análise do imunoconteúdo de proteínas por Western Blot  

Para avaliar o imunoconteúdo de HO-1, os camundongos 

receberam uma dose ativa de AU (0,1 mg/kg, p.o., n = 4) ou PPCo (0,1 

μg/sítio, i.c.v., n = 6) ou veículo. A obtenção das amostras foi realizada 

imediatamente ao término dos testes comportamentais seguindo a mesma 

metodologia previamente descrita (Ver seção 5.2.7). Os hipocampos foram 

mecanicamente homogeneizados e as proteínas foram processadas e 

quantificadas seguindo o protocolo já descrito na seção 5.2.7. A mesma 

quantidade de proteínas (60 μg por poço) de cada amostra foi aplicada no 

mini-gel de SDS-PAGE (10% acrilamida) e transferidos para uma 

membrana de nitrocelulose utilizando um aparato de transferência semi-dry 

(Amersham, Biosciences). Para verificar a eficiência da transferência, as 

membranas foram incubadas com solução de Ponceau e, a continuação 

foram lavadas com agua miliQ e bloqueadas com 2% albumina (diluído em 

TBS) durante 60 min a temperatura ambiente (Ver seção 5.2.7). Após este 

procedimento, as membranas foram incubadas overnight com o anticorpo 

primário (ver Tabela 2) anti HO-1 (mouse, 32 kDa, Santa Cruz, 1:500) e 

anti β-actina (mouse, 43 kDa, Santa Cruz, 1:2.000) como controle de carga 

proteica, ambos anticorpos foram diluídos em uma solução contendo TBS-

T junto com 2% albumina. Logo em seguida, as membranas foram 

incubadas com anticorpo secundário (ver Tabela 2) anti-mouse HRP 

conjugado (Millipore, 1:2.500 diluído em TBS-T junto com 2% albumina) 
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durante 60 min e a imunorreação das bandas foi realizada utilizando um kit 

de quimiluminescência (Western Blotting Luminol Reagent, código sc-

2048, Santa Cruz, Brasil) e as imagens foram obtidas utilizando um 

fotodocumentador ChemiDoc©Bio-Rad do LAMEB/CCB/UFSC. A 

densidade das bandas foi avaliada por DO no programa ImageLab versão 

5.2.1 (©Bio-Rad laboratories). O imunoconteúdo de HO-1 foi determinado 

como a razão entre a DO da banda de HO-1 e a DO da β-actina. Os dados 

foram expressos como percentagem (MANOSSO et al., 2017).  

6.2.6 Análise estatística 

A comparação entre os grupos experimentais e controles foi 

analisada por análise de variância (ANOVA) de duas vias e quando 

apropriado, as análises foram seguidas do teste posthoc Newman-Keuls. A 

análise do imunoconteúdo de HO-1 foi realizada pelo teste t de Student 

unilateral. Um valor de p<0.05 foi considerado estatisticamente 

significante. Os resultados de todos os experimentos foram expressos como 

a média + E.P.M. e analisados utilizado o programa StatSoft v. 7 e os 

gráficos foram realizados com o software GraphPad Prism v. 5.0. 

6.3 RESULTADOS  

Um grupo de animais recebeu uma dose efetiva de PPZn (10 

μg/sitio, i.c.v.) 15 min antes do TSC para avaliar se um inibidor da HO-1 

altera o efeito anti-immobilidade do AU (0,1 mg/kg, p.o.) (Fig. 6.1A). A 

análise estatística por ANOVA revelou uma diferença significante entre os 

grupos e indicou que PPZn preveniu o efeito tipo-antidepressivo do AU no 

TSC (p<0,05) (Fig. 6.1B). A análise de posthoc Newman Keuls revelou 

uma diferença no grupo tratado com AU (F [1,24] = 7,45, p<0,05), com PPZn 
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(F [1,24] = 4,29, p<0,05) e na interação entre AU e PPZn (F [1,24] = 6,41, 

p<0,05). Por outra parte, a ANOVA de 2 vias não revelou diferenças no 

número de cruzamentos no TCA no grupo tratado com AU (F [1,24] = 0,89, 

p>0,05), com PPZn (F [1,24] = 1,29, p>0,05) e na interação entre AU e PPZn 

(F [1,24] = 0,05, p>0,05). Nenhum dos tratamentos alterou a atividade 

locomotora dos animais (p>0,05) (Fig. 6.1B). 

 

Figura 6.1: Inibição da HO-1 por PPZn no efeito tipo-antidepressivo do AU 

  
Protocolo experimental (A). Efeito da administração de PPZn (10 μg/sitio, i.c.v.) 

ou veículo no Tempo de imobilidade de camundongos tratados com AU (0,1 mg/kg, 

p.o.) ou veículo no TSC (B) e no Número de cruzamentos no TCA (C). Os valores 

estão expressos como média + E.P.M, n = 7. **p<0,01 quando comparado com 

veículo, ##p<0,01 quando comparado com AU (Teste ANOVA de 2 vias seguido do 

posthoc Newman Keuls). 

Para reforçar a hipótese de que a ativação de HO-1 está envolvida 

no efeito anti-immobilidade do AU, outro grupo de camundongos (n = 8) 

recebeu uma combinação de doses sub-efetivas de AU (0,01 mg/kg, p.o.), 

sub-efetivas de PPCo (0,01 μg/sítio, i.c.v.) ou veículo (Fig. 6.2A). A análise 

estatística de ANOVA de 2 vias revelou uma diferença entre os grupos 

indicando um sinergismo no tempo de imobilidade dos camundongos 

submetidos ao TSC entre PPCo e AU (Fig. 6.2B). A análise de posthoc 
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demonstrou diferenças no grupo AU (F [1,28] = 10,14, p<0,01), PPCo (F [1,28] 

= 14,89, p<0,001) e na interação AU versus PPCo (F [1,28] = 8,96, p<0,01). 

Por outra parte, a figura 6.2C mostra que este efeito não foi devido a uma 

indução psicoestimulante desde que nenhuma das drogas causou uma 

alteração na atividade locomotora dos animais. A análise estatística 

ANOVA de 2 vias demonstra que não houve diferenças no grupo tratado 

com AU (F [1,28] = 2,64, p>0,05), com PPCo (F [1,28] = 2,13, p>0,05) e na 

interação AU versus PPCo (F [1,28] = 0,01, p>0,05).  

 

Figura 6.2: Efeito tipo-antidepressivo sinérgico de um indutor de HO-1 

(PPCo) em combinação com o AU no TSC 

  

Protocolo experimental (A). Efeito da administração de PPCo (0,01 μg/sítio, i.c.v.) 

ou veículo no Tempo de imobilidade de camundongos tratados com AU (0,01 

mg/kg, p.o.) ou veículo no TSC (B) e no Número de cruzamentos no TCA (C). Os 

valores estão expressos como média + E.P.M, n = 8. ***p<0,001 quando comparado 

com AU (Teste ANOVA de 2 vias seguido do teste posthoc de Newman Keuls). 

Na seguinte etapa do trabalho foi investigado o imunoconteúdo de 

HO-1 em homogenatos de hipocampo (n = 4) obtidos de camundongos 

tratados com: a) controle (veículo) ou b) AU durante 60 min (0,1 mg/kg, 

p.o.), cujos tecidos foram retirados imediatamente após o término dos testes 
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comportamentais. Este experimento teve o objetivo de reforçar a nossa 

hipótese de que o AU é capaz de induzir a HO-1 no hipocampo dos animais. 

Assim como descrito previamente, a administração de AU (0,1 mg/kg, p.o.) 

exerceu uma redução no tempo de imobilidade dos camundongos quando 

submetidos ao TSC (t (12) = 3,82; p<0,01) (Fig. 6.3A), sendo que o número 

de cruzamentos destes animais no TCA não foi alterado em nenhum dos 

tratamentos (t (12) = 0,32; p>0,05) (Fig. 6.3B). A análise estatística semi-

quantitativa da densitometria ótica dos imunoblots revelou que o 

imunoconteúdo de HO-1 foi incrementado no hipocampo dos animais 

tratados com AU se comparado com os animais tratados com o veículo (t 

(6) = 2,48; p<0,05) (Fig. 6.3C). 

Em um experimento adicional corroboramos o papel da ativação 

de HO-1 na resposta comportamental tipo-antidepressiva no TSC mediante 

a administração de uma dose efetiva de PPCo (PPCo 0,1 μg/sítio, i.c.v.) em 

camundongos. A figura 6.3D mostra que a administração de PPCo 

promoveu uma redução no tempo de imobilidade dos camundongos no TSC 

(t (12) = 2,37; p<0,05), e que o número de cruzamentos destes animais no 

TCA não foi alterado (t (12) = 0,38; p>0,05) (Fig. 6.3E). A análise estatística 

semiquantitativa da densitometria ótica dos imunoblots revelou que o 

imunoconteúdo de HO-1 também foi aumentado no hipocampo dos animais 

tratados com PPCo em relação aos animais tratados com o veículo (t (10) = 

2,40; p<0,05) (Fig. 6.3F). 
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Figura 6.3: Efeito da administração de AU ou PPCo sobre o tempo de 

imobilidade e o nível de HO-1 no hipocampo de camundongos 

 

Efeito anti-imobilidade no TSC (A, D) e atividade locomotora no TCA (B, E) de 

camundongos tratados com AU (0,1 mg/kg, p.o., n = 7) (A-B) ou PPCo (D-E) (0,1 

μg/sitio, i.c.v., n = 7). A parte superior das figuras C e F ilustra os imunoblots 

representativos para o imunoconteúdo de HO-1 e ß-actina. O histograma de colunas 

representa a semi-quantificação por densitometria ótica da razão da DO de HO-1 e 

da DO de ß-actina de camundongos tratados com veículo ou AU (n = 4) durante 60 

min (0,1 mg/kg, p.o., C) e de camundongos tratados com veículo ou PPCo (n = 6) 

durante 15 min (0,1 μg/sitio, i.c.v., F). A expressão de HO-1 foi semi-quantificada 

pela razão da DO de HO-1 e da DO da banda de ß-actina. Os resultados estão 

expressos como porcentagem (média + E.P.M., *p<0,05; **p<0,01 quando 

comparado com veículo (Teste t de Student unilateral). 

6.4 DISCUSSÃO  

O efeito tipo-antidepressivo do AU em testes preditivos de 

atividade antidepressiva em camundongos já foi demonstrado em trabalhos 

prévios do nosso grupo e evidenciados no Capítulo I desta Tese. Ainda, foi 

verificado o efeito tipo-antidepressivo e anti-estresse deste composto em 

modelos animais que mimetizam os parâmetros comportamentais e 
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bioquímicos do distresse relacionados com o TDM (COLLA, 2015). Estes 

efeitos tipo-antidepressivos do AU em camundongos parecem ser 

associados em parte com a ativação de vias de sinalização intracelular 

dependentes de PKA, MEK/ERK, PKC e CaMKII (Capítulo I desta Tese). 

Ainda, a literatura sugere que o sistema serotonérgico, noradrenérgico e 

dopaminérgico parecem estar envolvidos neste efeito do AU (MACHADO 

et al., 2012; COLLA et al., 2014). Entretanto, até o momento não tinha sido 

verificado o papel da HO-1 no efeito anti-imobilidade deste composto em 

camundongos no TSC, portanto, os nossos dados evidenciam pela primeira 

vez a participação da HO-1 e contribuem para desvendar os mecanismos 

tipo-antidepressivos do AU. 

A via de sinalização dependente de Nrf2/HO-1 constitui um dos 

principais componentes envolvidos na defesa antioxidante (NGUYEN et 

al., 2009). De fato, este mecanismo parece estar envolvido em diversos 

processos de neuroproteção frente à isquemia cerebral (NIMURA et al., 

1996; SHIN et al., 2009; ZEYNALOV et al., 2009), a neuroinflamação 

(LINKER et al., 2011) e frente a insultos oxidativos em modelos in vitro 

(SCHIPPER, 2000; LIN et al., 2012; CHEN, 2014). Nesse sentido, uma 

redução nos níveis de HO-1 já foi detectada no soro e no sangue de 

pacientes acometidos pelo TDM (RYBKA et al., 2013; ROBACZEWSKA 

et al., 2016). Ainda, a literatura corrobora com este fato, sendo que a 

ativação de HO-1 parece estar envolvida na resposta aos antidepressivos 

convencionais (ABDEL-WAHAB e SALAMA, 2011; MARTÍN-DE-

SAAVEDRA et al., 2013). De fato, já foi previamente relatado que 

compostos com atividade tipo-antidepressiva parecem atuar em parte por 

meio da indução de HO-1 (BETTIO et al., 2014; MORETTI et al., 2014; 

CUNHA et al., 2016; FREITAS et al., 2016). No presente trabalho, 

demonstramos que a indução de HO-1 é requerida, pelo menos em parte, 
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pelo AU para exercer um efeito tipo-antidepressivo em camundongos 

submetidos ao TSC. Em concordância com nossos achados, a ativação de 

HO-1 está envolvida também nos efeitos neuroprotetores do AU frente à 

isquemia cerebral (LI et al., 2013; WANG et al., 2016) e frente ao 

traumatismo encefálico (DING et al., 2017) em roedores. Um fato 

interessante é que no trabalho de DING e col., (2017) o efeito indutor do 

AU sobre HO-1 foi associado com um efeito neuroprotetor, sendo que o 

tratamento dos camundongos com AU promoveu a sobrevivência dos 

neurônios do córtex dos animais submetidos ao protocolo de traumatismo 

encefálico (DING et al., 2017). Nesse sentido, compostos triterpenóides 

parecem ser capazes de induzir a expressão de HO-1, o qual já foi associado 

com seus efeitos neuroprotetores (SCAPAGNINI et al., 2012; ZHANG et 

al., 2012) e antioxidantes em roedores (GRASSMANN, 2005; 

GONZALEZ-BURGOS e GOMEZ-SERRANILLOS, 2012). Este efeito 

poderia estar relacionado com a capacidade destes compostos em interagir 

com os grupos sulfidrila de Keap1, o qual inibe a sua interação com Nrf2 

que, em consequência, pode ativar Nrf2 e induzir a expressão de enzimas 

antioxidantes (KUMAR et al., 2014; MAGESH, CHEN e HU, 2012). 

Notavelmente, já foi demonstrado que o efeito neuroprotetor do AU é 

perdido nos animais Nrf2-/- (DING et al., 2017; LI et al., 2013). 

Outros efeitos do AU parecem também depender da modulação da 

atividade de HO-1. Em particular, a ação antitumoral do AU em células 

Kasumi-1 (derivadas de leucemia mieloide) parece depender da inibição da 

HO-1 (MA et al., 2014). Mais importante ainda, os mesmos autores 

reportaram que, à diferença das concentrações altas (16 µM), uma 

concentração baixa (1 µM) de AU induz a atividade de HO-1 nas mesmas 

células (MA et al., 2014). Estas evidências sugerem que o efeito do AU 
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sobre a atividade de HO-1 pode depender do alvo celular e da concentração 

que este pode atingir na célula.  

Para demonstrar o papel da HO-1 no efeito tipo-antidepressivo do 

AU, no presente trabalho utilizamos dois moduladores farmacológicos de 

HO-1: a PPZn e a PPCo. O primeiro preveniu o efeito do AU entanto que, 

a administração conjunta de doses sub-efetivas de AU com doses sub-

efetivas de PPCo induziu um comportamento tipo-antidepressivo nos 

camundongos quando submetidos ao TSC. O modulador PPZn atua como 

um substrato que compete com heme e, consequentemente inibe a atividade 

de HO-1. Por outro lado, PPCo constitui um dos mais potentes indutores de 

HO-1 e atua como análogo sintético de heme. A especificidade de PPCo e 

PPZn em atuar como indutor e inibidor da atividade de HO-1 já foi 

amplamente verificada em diversos modelos animais e em estruturas tanto 

do SNC quanto em tecidos periféricos (MAINES e KAPPAS, 1974; 

MAINES e SINCLAIR, 1977; MAINES, 1981). Em concordância com a 

literatura (CUNHA et al., 2016), os nossos dados evidenciaram que o 

tratamento com PPCo parece produzir um efeito anti-imobilidade nos 

camundongos quando foram submetidos ao TSC. 

Um dos resultados mais interessantes deste trabalho reside no fato 

de que no nosso estudo, o nível de HO-1 no hipocampo dos camundongos 

tratados com AU foi aumentado em relação aos níveis desta proteína no 

hipocampo de animais tratados com o veículo. Este dado concorda com 

achados prévios onde já foi observado que o tratamento com AU parece 

aumentar a transcrição e a expressão de HO-1 em camundongos (LI et al., 

2013; WANG et al., 2016; DING et al., 2017). Mais interessante ainda, este 

efeito foi semelhante ao efeito indutor de PPCo sobre HO-1 no hipocampo 

dos camundongos. De fato, esta é a primeira vez que se demonstra 

bioquimicamente a associação entre o efeito tipo-antidepressivo de PPCo 
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em camundongos com a sua capacidade de induzir a expressão de HO-1 no 

hipocampo dos animais. Diversos estudos têm associado o efeito tipo-

antidepressivo de compostos com a sua capacidade de induzir a expressão 

de HO-1, como a creatina (CUNHA et al., 2016) e o zinco (MANOSSO et 

al., 2017).  

Estudos prévios têm demonstrado que as vias de sinalização 

dependentes em parte de PKC (ZHANG et al., 2013) e MEK/ERK (XU et 

al., 2006) podem atuar regulando a ativação de Nrf2 e, indiretamente 

modular sobre a expressão de HO-1. De fato, nossos dados têm evidenciado 

que o efeito tipo-antidepressivo do AU pode ser mediado pela ativação 

destas proteínas cinases (ver Capítulo I desta Tese). Por tanto, estes achados 

sugerem que os efeitos comportamentais do AU em camundongos no TSC 

podem depender da atividade de HO-1 e a sua influência sobre as vias de 

sinalização dependentes de PKC e MEK/ERK.  
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Figura 6.4: Papel da HO-1 no efeito tipo-antidepressivo do AU no TSC 

Evidencias da literatura demonstram que o efeito tipo-antidepressivo da 

administração aguda de AU (0,1 mg/kg, p.o.) no TSC é dependente da 

disponibilidade de monoaminas em fenda sináptica e ativação de receptores D1 e 

D2. Além disso, os resultados do capítulo I desta Tese sugerem que o efeito 

comportamental do AU no TSC parece estar associado em parte com a ativação de 

PKA, PKC, MEK/ERK e CaMKII. Evidencias do capítulo 2 desta Tese sugerem 

que a ativação de HO-1 parece estar envolvida no efeito anti-imobilidade do AU 

no TSC em camundongos. Esta hipótese está evidenciada pelo fato de que PPZn 

(um inibidor de HO-1) aboliu o efeito tipo-antidepressivo do AU. Ainda, a 

combinação de doses sub-efetivas de PPCo (indutor de PPCo) junto com doses 

sub-efetivas de AU induziram um efeito tipo-antidepressivo nos camundongos 

submetidos ao TSC. Em conjunto, a ativação de vias de sinalização dependentes 

de PKC e MEK/ERK associadas com a modulação de HO-1 podem mediar em 

parte os efeitos tipo-antidepressivos do AU no TSC em camundongos. Finalmente, 

o tratamento agudo de camundongos com AU induziu a expressão de HO-1 no 

hipocampo dos animais. Abreviaturas: 5-HT, serotonina; elemento responsivo a 

antioxidantes, ARE; ácido ursólico, AU; Adenosina 3',5'-monofosfato cíclico, 

AMPc; proteína cinase II dependente de Ca+2/calmodulina II, CaMKII; dopamina, 

DOP; receptores de dopamina tipo 1 e 2, D1; D2; proteína cinase regulada por 

sinal extracelular, ERK; heme oxigenasse 1; HO-1; proteína cinase ativada por 

mitógeno, MEK; proteína cinase A, PKA; proteína cinase C, PKC; protoporfirina 

de cobalto, PPCo; protoporfirina de zinco, PPZn; fator nuclear derivado de 

eritrócitos tipo 2, Nrf2. A figura foi produzida pelo autor com permissão usando 

“Servier Medical Art” (http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank) 
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7. Capítulo III. INVESTIGAÇÃO DO POTENCIAL 

NEUROPROTETOR IN VITRO DO ÁCIDO URSÓLICO  

Trabalhos do nosso grupo demonstraram que o AU apresenta um 

efeito tipo-antidepressivo em diferentes testes preditivos de atividade 

antidepressiva (COLLA et al., 2015; MACHADO et al., 2012), o qual 

parece depender de vias intracelulares envolvidas em mecanismos de 

sobrevivência celular (POPOLI et al., 2000) (Ver Capítulo I). O AU 

também foi capaz de proteger frente às alterações comportamentais 

(fenótipo tipo-depressivo) e bioquímicas induzidas em um modelo de ECI 

ou pela administração crônica de corticosterona em camundongos 

(COLLA, 2015). A partir destas observações estabelecemos o seguinte 

objetivo geral: investigar o potencial neuroprotetor do AU e seus 

mecanismos celulares e moleculares envolvidos frente ao estresse celular 

induzido pela corticosterona em células HT22. A exposição de células 

HT22 à corticosterona tem sido utilizada para investigação do mecanismo 

intracelular de ação de alguns compostos antidepressivos (BEHL et al., 

1997; XU et al., 2011; XU et al., 2013; FREITAS et al., 2015; ZHENG et 

al., 2015). Parte deste capítulo foi realizado sob supervisão da Profa. Dra. 

Manuela G. López no Laboratório 4 do Instituto Teófilo Hernando, 

Departamento de Farmacología y Terapéutica, Facultad de Medicina, 

Universidad Autónoma de Madrid/UAM (Madri, Espanha). 

7.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Verificar o efeito da corticosterona e do AU sobre a viabilidade 

de células HT22. 

• Investigar o potencial citoprotetor do AU frente à citotoxicidade 

induzida pela corticosterona. 
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• Investigar o mecanismo de morte celular pelo qual o AU protege 

da citotoxicidade induzida pela corticosterona. 

• Investigar a participação de vias de sinalização intracelular no 

efeito citoprotetor do AU frente à citotoxicidade induzida pela 

corticosterona. 

• Investigar o efeito da exposição de células HT22 à corticosterona, 

o AU ou co-incubadas com AU e corticosterona sobre o 

imunoconteúdo de HO-1. 

7.2 MATERIAL E MÉTODOS 

7.2.1 Drogas 

Foram utilizados: AU, RU486, LY294002, H-89, queleritrina, KN-

62, rapamicina e corticosterona dissolvidos 100% em DMSO, brometo de 

3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolium (MTT), ácido 2—

etanossulfónico (HEPES), SDS, laranja de acridina, iodeto de propídeo 

(IP), Hoechst 33342, e Tritón X-100 obtidos da Sigma. Kit de deteção 

dupla para anexina V-PE e 7-aminoactinomicina D (7-AAD) obtido da BD 

Bioscience. O médio Eagle modificado de Dulbecco com alta glicose (do 

inglês, DMEM) e penicilina-estreptomicina obtidos da Gibco. Soro fetal 

bovino (SFB), tripsina 0,05% e EDTA obtidos da Invitrogen. L-glutamina 

e bicarbonato de sódio (NaHCO3) obtidos da VeTEC.  

7.2.2 Cultura de células HT22 

As células de hipocampo de camundongos HT22 (doadas pelo Prof. 

Dr. Alcir Luiz Dafré) foram cultivadas em placa de Petri estéril e livre de 

DNA/RNAase contendo meio DMEM com alta glicose (pH 7,4) 

suplementado com 10% SFB inativado por calor, antibióticos, L-glutamina 

e HEPES, e mantidas a 37°C e 5% CO2 até atingir 90% da confluência. As 
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células foram lavadas com 100 mM tampão fosfato salina (PBS) (pH 7,4 a 

37°C), descoladas da placa utilizando tripsina 0,05%, sendo a reação 

enzimática detida adicionando meio DMEM suplementado com 10% SFB 

como descrito previamente (FREITAS et al., 2015). As culturas foram 

mantidas pelo menos durante 3 passagens para permitir a sincronização 

das fases do ciclo celular antes do começo dos experimentos. As células 

foram utilizadas desde a 3a até a 10a passagem como descrito previamente 

(FREITAS et al., 2015). Os experimentos eram conduzidos em triplicata, 

utilizando diferentes passagens celulares para cada experimento 

individual. 

7.2.3 Ensaio de viabilidade celular 

O MTT é um sal de tetrazólio solúvel, que nas células viáveis é 

convertido em formazan púrpura após a clivagem do anel de tetrazólio por 

desidrogenases mitocondriais ativas, assim permitindo avaliar a 

viabilidade celular. Os meios de incubação nas respectivas condições das 

células HT22 foram retirados e as células foram incubadas com o MTT 

(0,5 mg/ml) dissolvido em tampão solução balançada salina de Hank (do 

inglês, HBSS) pH 7,4 por 2 h a 37ºC. Após este período, o MTT foi 

removido e acrescentado 100 μl de DMSO para solubilizar o formazán. 

Finalmente, foi analisada a DO em espectrofotômetro na Multileitora 

Infinite M200 TECAN (λ 540 nm) do LAMEB/CCB/UFSC. A condição 

basal era considerada como 100% viável. A viabilidade celular é 

proporcional à leitura da absorbância obtida (DENIZOT e LANG, 1986). 

7.2.4 Dupla marcação fluorescente para Iodeto de propídeo (IP) e 

Hoechst 33342  

Para avaliar a integridade da membrana plasmática como um indício 

de morte celular, foram utilizadas duas sondas fluorescentes, o IP e o 
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Hoechst33342. O primeiro corante se intercala e liga-se nos ácidos 

nucléicos e unicamente consegue atravessar quando a membrana 

plasmática está danificada (RICCARDI e NICOLETTI, 2006). Por outra 

parte, Hoechst33342 liga-se preferentemente em regiões ricas em AT do 

DNA e é incorporado em todas as células. Portanto, utilizando ambos 

corantes é possível identificar as células intactas e as permeabilizadas ou 

mortas (LIU et al., 2014).  

Para isso, finalizados os tratamentos foram adicionados IP (1 µg/ml, 

diluído em DMSO) e Hoechst 33342 (5 µg/ml, diluído em DMSO) ao meio 

das células HT22 durante 20 minutos a 37°C. As células foram 

posteriormente lavadas com 100 mM PBS e observadas imediatamente em 

microscópio de epi-fluorescência como descrito previamente (LIU et al., 

2014). Para quantificar as células positivas para cada marcador, foram 

feitas fotografias representativas de cada poço com uma câmera Axiocam 

MRc (Carl Zeiss, N.Y., U.S.A.) acoplada ao microscópio Axiovert 40 

CFL. A quantidade de células IP+ (marcadas em vermelho) e Hoechst+ 

(marcadas em azul) foi analisada como partículas com o plugin 

“watershed” (com tamanho mínimo de 0,001 píxeis) do programa Image J 

versão 1.50b (NIH). A quantidade da marcação positiva para IP em relação 

à marcação para Hoechst foi calculada e normalizada em base ao controle 

basal utilizando a seguinte fórmula: 

 

7.2.5 Citometria de fluxo 

A translocação de resíduos de fosfatidilserina para a face externa da 

membrana plasmática funciona como um dos mais importantes sinais de 

reconhecimento de fagocitose para células em processo de morte celular. 
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Esta perda da assimetria dos fosfolipídios pode ser reconhecida 

especificamente mediante a ligação da anexina V, uma proteína de 35-36 

kDa de alta afinidade para estes fosfolipídios (FINK e COOKSON, 2005). 

Quando conjugada com um fluorocromo fluorescente (ficoeritrina ou PE), 

a anexina V pode ser analisada mediante citometria de fluxo e permite 

assim identificar um estágio mais precoce de apoptose. Para identificar 

estágios mais avançados de apoptose é possível acoplar a sonda anexina V 

com 7 aminoactinomicina (7-AAD), o qual é incorporado unicamente nas 

células com membrana danificada ou necróticas (ZEMBRUSKI et al., 

2012). Portanto, utilizando ambos marcadores é possível identificar as 

células viáveis (negativas para anexina V-PE e 7-AAD), células em 

apoptose precoce (positivas para anexina V-PE e negativas para 7-AAD) 

e células em apoptose tardia (positivas para anexina V-PE e 7-AAD). 

Para avaliar a quantidade de células em processo de apoptose, foi 

utilizado o kit de dupla marcação com anexina V-PE e 7-AAD (BD 

Bioscience, Madri, Espanha, código #559763) de acordo com as instruções 

do fabricante. Finalizados os tratamentos, as células foram coletadas 

cuidadosamente por dissociação mecânica, centrifugadas e suspensas em 

um tampão de ligação (diluído 1x em água miliQ) contendo 5 μl anexina 

V-PE e 5 μl de 7-AAD. Após 15 min de incubação a temperatura ambiente, 

foi adicionado 200 μl de tampão de ligação 1x e cada tubo de células foi 

imediatamente analisado utilizando um citômetro de fluxo Cytomics FC 

500 MPL (Beckman Coulter) do Laboratorio de Citometria de Flujo da 

UAM. Para cada amostra foram considerados como mínimo 10.000 

eventos e representados em gráficos de dot plot utilizando os softwares 

CXP e MXP (Beckman Coulter, Madri, Espanha). A quantidade de células 

apoptóticas foi calculada considerando a somatória das células 
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Anexina+/7-AAD− e Anexina+/7-AAD+ e expressos como porcentagem de 

apoptose. 

7.2.6 Análise de autofagia 

A detecção de vesículas ácidas foi realizada mediante a marcação 

com a laranja de acridina, um corante fluorogênico acidotrópico 

intercalante de ácidos nucléicos que permite detectar em laranja as 

organelas vesiculares ácidas (AVO) e em verde a cromatina (CR) 

(ZHANG e LIU, 2013). No final do tratamento, as células foram 

brevemente fixadas durante 5 min com paraformaldeido 4% (diluído em 

100 mM PBS a 37°C) e incubadas durante 20 min com a laranja de 

acridina (10 μg/mL diluído em 100 mM PBS) ao abrigo da luz a 37°C 

como descrito previamente (GUPTA e LAHIRI, 2016; SINGH et al., 

2016). A intensidade de fluorescência detectada nas imagens obtidas em 

microscópio Axiovert 40 CFL de epi-fluorescência e posteriormente foi 

avaliada mediante o software ImageJ v1.5 (NIH). Os valores foram 

expressos em porcentagens da média da intensidade de fluorescência 

AVO (em laranja) pela média de CR (em verde).  

7.2.7 Western blotting 

Para investigar os níveis de fosforilação de p38MAPK e ERK1/2 

em uma curva de tempo-resposta, 1x106 células HT22 foram semeadas em 

placa de 6 poços e incubadas com a condição controle (basal) ou 

corticosterona (50 µM) durante 3, 6 ou 12 h em 4 experimentos 

independentes. Uma vez escolhido o tempo mínimo de alteração nos níveis 

de fosforilação de proteínas MAPKs, 5x105 células HT22 foram semeadas 

em placa de 6 poços e incubadas com a condição controle (basal), 

corticosterona (50 µM) durante 3 h (o menor tempo de alteração dos níveis 

de fosforilação), incubados durante 51 h com AU (15 µM) ou pré-
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incubados durante 48 h com AU (15 µM) seguido por uma co-incubação 

com AU (15 µM) e corticosterona (50 µM) por mais 3 h para investigar os 

níveis de fosforilação de p38MAPK, proteína cinase c-Jun NH2-terminal 

(JNK) e ERK1/2 (em 6 experimentos independentes). Em outro ensaio, 

5x105 células HT22 foram semeadas em placa de 6 poços e tratadas com a 

condição controle (Basal), corticosterona (50 µM) durante 24 h, durante 

72 h com AU (15 µM) ou pré-incubados durante 48 h com AU (15 µM) 

seguido por uma co-incubação com AU (15 µM) e corticosterona (50 µM) 

por mais 24 h para investigar o imunoconteúdo de HO-1 frente a estas 

condições (em 4 experimentos independentes). 

Uma vez finalizada a incubação, o meio foi retirado, as placas foram 

lavadas com 100 mM PBS e as células foram dissociadas mecanicamente 

com a ajuda de um raspador de células e stop solution SDS 4% (contendo 

10% SDS, 100 mM EDTA, 500 mM TRIS). Posteriormente, as amostras 

foram colocadas no banho-seco a 100°C principalmente para desativar as 

proteases durante 5 min. A continuação, as amostras foram levadas a 

centrifugação durante 10 min a 13.000 rpm. Finalmente, foi quantificado 

o conteúdo proteico das amostras utilizando como padrão a albumina 

seguindo o método de Peterson (PETERSON, 1977). A eletroforese foi 

realizada aplicando 40 µg de proteína por condição em um minigel de 10% 

poliacrilamida SDS-PAGE, e posteriormente transferidos para membranas 

de nitrocelulose (FREITAS et al., 2015). Após o bloqueio com albumina 

2%, as membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos primários 

(ver Tabela 2): anti-p38MAPK fosforilado e total (rabbit, 38 kDa, 

1/10.000, Millipore e Sigma respectivamente), anti-JNK fosforilado e total 

(rabbit, 46 kDa, 1/1.000, Cell signaling e Sigma respectivamente), anti-

ERK1/2 fosforilado e total (rabbit, 46 kDa, 1/5.000, Cell signaling e Sigma 

respectivamente) e total (rabbit, 44-42 kDa, 1:20.000, Sigma), anti HO-1 
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(mouse, 32 kDa, Santa Cruz, 1:500) e anti-β-actina (mouse, 43 kDa, 

1/2.000, Santa Cruz) overnight e logo após com os anticorpos secundários 

correspondentes (ver Tabela 2). A imunoreatividade foi detectada em um 

fotodocumentador ChemiDoc©Bio-Rad do LAMEB/CCB/UFSC. A 

medição da DO foi realizada mediante o programa ImageLab versão 5.2.1 

(©Bio-Rad laboratories). Os níveis de fosforilação de p38MAPK, JNK, 

ERK1/2 foram semi-quantificados como a razão da sua DO respectiva em 

relação aos níveis totais de cada proteína. O imunoconteúdo de HO-1 foi 

determinado como a razão da sua DO respectiva em relação à da β-actina.  

7.2.8 Protocolos experimentais 

Para avaliar o efeito da corticosterona e do AU sobre a viabilidade 

de células HT22, 5x103 células foram sub-cultivadas em placas de 96 

poços em meio DMEM suplementado com 10% SFB. Após 24 h, o meio 

foi retirado completamente e as células eram foram incubadas com meio 

DMEM + 10% SFB junto às com os tratamentos correspondentes em uma 

curva concentração-resposta e tempo-resposta. Após escolher a 

concentração e o tempo ótimo com corticosterona e AU, em um ensaio 

paralelo foi avaliado o efeito neuroprotetor do AU frente à citotoxicidade 

da corticosterona em células HT22. Para investigar as possíveis vias 

intracelulares de sinalização envolvidas no efeito neuroprotetor do AU, em 

um ensaio paralelo 3x103 células HT22 foram incubadas durante 30 

minutos com os tratamentos correspondentes. Ao término da incubação, as 

células foram avaliadas pelo ensaio colorimétrico de redução de MTT (Ver 

seção 7.2.3). 

As concentrações e tempos de incubação de corticosterona e AU 

foram escolhidas em base a trabalhos prévios que demonstraram a eficácia 

dos tratamentos em células HT22 e em outras linhagens imortalizadas 



141 

 

(HEO et al., 2002; SHIH et al., 2004; HONG et al., 2012; FREITAS et al., 

2015). As concentrações e tempos de incubação de RU486 e dos inibidores 

farmacológicos foram escolhidas em base a trabalhos prévios que 

demonstraram a eficácia e especificidade dos tratamentos em células HT22 

e em outras linhagens imortalizadas (CUNHA et al., 2013; FREITAS et 

al., 2015). 

A condição como controle positivo e ativador da autofagia foi 

realizada de acordo com trabalhos prévios onde foi demonstrado que a 

incubação de células HT22 durante 24 h com o 50 nM rapamicina 

(inibidor de mTOR) é capaz de induzir a expressão de Beclina, uma 

proteína envolvida na formação de autofagossomas e ativador da 

autofagia (YANG et al., 2015) (Ver Seção 7.3.4).  

7.2.9 Análise estatística 

A comparação entre os grupos experimentais e controles foi analisada 

por ANOVA de uma via. Quando apropriado, as análises eram seguidas 

do teste posthoc Newman-Keuls. Valores de p<0,05 foram considerados 

estatísticamente significantes. Os resultados em todos os experimentos 

foram expressos com média + E.P.M e analisados utilizado o programa 

StatSoft v. 7 e os gráficos foram realizados com o software GraphPad 

Prism v. 5.0. 

7.3 RESULTADOS 

Inicialmente procuramos mimetizar um modelo de estresse in vitro 

incubando células hipocampais imortalizadas (HT22) de camundongo 

com corticosterona, com o objetivo de promover a morte celular e 

mimetizar os efeitos celulares e moleculares do estresse no hipocampo. 

Baseados em trabalhos prévios, avaliamos o efeito da incubação de 

células HT22 em uma curva concentração-resposta com corticosterona 
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sobre a viabilidade celular pelo ensaio de MTT. Neste ensaio observamos 

que a partir de 50 µM, a corticosterona reduziu a viabilidade destas 

células de maneira concentração-dependente, em aproximadamente 37% 

das células em relação à condição controle (F [5,12] = 12,37, p<0,01) (Fig. 

7.1A). Ainda, no ensaio de curva tempo-resposta, verificamos que o 

tempo mínimo de exposição à 50 µM corticosterona que reduziu a 

viabilidade de células HT22 corresponde a 24 h (F [6,25] = 17,90, p<0,001) 

(Fig. 7.1B). Para caracterizar se a morte celular induzida pela 

corticosterona depende especificamente da ativação de GR, foi utilizado 

2,5 µM RU486, um antagonista de GR (Fig. 7.1C). A análise estatística 

revelou uma diferença significante entre os grupos (F [2,12] = 46,19, 

p<0,001), e o posthoc permitiu identificar que o tratamento com 50 µM 

corticosterona induziu uma redução da viabilidade das células em até 30% 

(F [2,12] = 46,19, p<0,0001), sendo que este efeito foi prevenido pelo 

tratamento com RU486 (F [2,12] = 46,19, p<0,0001). A partir destes 

experimentos, escolhemos a menor concentração e o menor tempo de 

incubação de corticosterona (50 µM durante 24 h) que reduziu a 

viabilidade das células HT22 para continuar com os experimentos. 
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Figura 7.1: Efeito citotóxico da corticosterona em células HT22 depende da 

ativação de GR 

O painel A mostra o efeito da incubação em concentração-crescente com 

corticosterona sobre a viabilidade de células HT22 medida pelo ensaio de MTT (n 

= 3) (A). Células HT22 foram incubadas com 50 µM corticosterona em tempos 

crescentes (n = 4-5) (B). A incubação durante 30 min com 2,5 µM RU486 antes da 

co-incubação com 50 µM corticosterona durante mais 24 h preveniu o efeito 

citotóxico da corticosterona em células HT22 (n = 3-6) (C). Os resultados estão 

expressos como porcentagem do basal (média + E.P.M. Teste ANOVA de 1 via 

seguido do posthoc Newman–Keuls). **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em 

relação ao veículo, ####p<0,0001 em relação ao grupo corticosterona. Cort: 

corticosterona. 

Em um experimento subsequente avaliamos os efeitos da incubação 

com AU nas concentrações de 5, 15, 25 ou 50 µM e em diferentes tempos 

sobre a viabilidade de células HT22 (Figura 7.2A-B). A análise estatística 

revelou que o AU nas concentrações de 5, 15 ou 25 µM não alterou a 

viabilidade das células HT22 (F [4,15] = 16,68; p>0,05). Entretanto, na 
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concentração de 50 µM, o AU reduziu 62% a viabilidade das células em 

comparação com a condição veículo (F [4,15] = 16,68, p<0,001) (Fig. 7.2A). 

Na Figura 7.2B está demonstrado o efeito da incubação de células HT22 

com AU nas concentrações de 5 ou 15 µM em 3 tempo diferentes (24, 48 

e 72 h), onde foi observado que nenhuma das condições afetou a 

viabilidade celular (F [4, 37] = 0,14, p>0,05) (Fig. 7.2B). 

 Uma vez conhecidas as concentrações não tóxicas de AU, 

investigamos se este seria capaz de prevenir a citotoxicidade induzida pela 

incubação com corticosterona pelo ensaio de MTT. Portanto, testamos o 

efeito citoprotetor do AU na concentração de 5 ou 15 µM frente à 

toxicidade induzida pela corticosterona. O tratamento com 50 µM 

corticosterona durante 24 h induziu uma redução da viabilidade celular de 

até 40% das células em relação ao controle (F [2,30] = 12,28, p<0,01). 

Quando as células HT22 foram incubadas por 24 h com AU (5 ou 15 µM) 

antes da co-incubação junto com a 50 µM corticosterona durante mais 24 

h, o tratamento único com AU (5 ou 15 µM) não alterou a viabilidade 

celular (F [2,30] = 12,28, p>0,05). Nenhuma das concentrações foi capaz de 

prevenir o efeito citotóxico da corticosterona (F [2,30] = 12,28, p<0,01 e 

p<0,001 respetivamente) (Fig. 7.2C).  

Testamos também se um tempo maior de pré-incubação com AU 

(48 h) era capaz de prevenir a citotoxicidade induzida pela corticosterona. 

A partir deste segundo protocolo, a ANOVA de uma via revelou uma 

diferença significante entre os grupos (F [2,30] = 8,30, p<0,0001). A análise 

de posthoc revelou que a incubação das células por 24 h com 

corticosterona reduziu 30% a viabilidade das células em relação ao veículo 

(F [2,30] = 8,30, p<0,001). Quando as células foram incubadas por 48 h com 

5 ou 15 µM de AU antes da co-incubação com corticosterona, este 
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tratamento preveniu a citotoxicidade induzida pela corticosterona (F [2,30] 

= 8,30, ambos p<0,001) em relação à condição com corticosterona. 

Nenhum dos tratamentos com AU alterou a viabilidade das células (F [2,30] 

= 8,30, p>0,05) (Figura 7.2D). 

Figura 7.2: Efeito citoprotetor do AU frente a citotoxicidade da corticosterona 

em células HT22 

Efeito da incubação em concentração-crescente com AU sobre a viabilidade de 

células HT22 medida pelo ensaio de MTT (n = 4) (A). Células HT22 foram 

incubadas com AU 5 ou 15 µM durante 24, 48 ou 72 h (n = 4-6) (B). A incubação 

durante 24 h com 5 ou 15 µM AU antes da co-incubação com 50 µM corticosterona 

durante mais 24 h não alterou o efeito citotóxico de 50 µM corticosterona em 

células HT22 (n = 6) (C). A incubação de células HT22 durante 48 h com 5 ou 15 

µM AU antes da co-incubação com 50 µM corticosterona durante mais 24 h 

preveniu o efeito citotóxico da corticosterona em células HT22 (n = 6) (D). Os 

resultados estão expressos como porcentagem do basal (média + E.P.M. Teste 

ANOVA de 1 via seguido do posthoc Newman–Keuls). **p<0,01; ***p<0,001; em 

relação ao veículo, ###p<0,001 em relação ao grupo corticosterona. AU: ácido 

ursólico, Cort: corticosterona. 
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A figura 7.3 ilustra imagens representativas de células HT22 observadas 

em microscópio de contraste Axiovert 40 CFL (Axiocam MRc 5, Carl 

Zeiss, NY, U.S.A.) tratadas na condição basal (DMEM + 10% SFB), 

durante 72 h com 5 ou 15 µM AU, por 24 h com 50 µM corticosterona ou 

pré-incubadas por 48 h com AU e cultivadas em conjunto com AU e 

corticosterona durante mais 24 h. 

Figura 7.3: Microfotografias da morfologia de células HT22 

 

Imagens ilustrativas obtidas com uma câmera Axiocam MRc (Carl Zeiss, N.Y., 

U.S.A.) acoplada ao microscópio Axiovert 40 CFL em contraste de fase de 

células HT22 incubadas em condição basal, 5 ou 15 µM AU durante 72 h ou pré-

incubadas durante 48 h com 5 ou 15 µM AU e co-incubadas com 50 µM 

corticosterona durante mais 24 h. Barra de escala: 100 µm. AU: ácido ursólico, 

Cort: corticosterona. 

 

A presença de células necróticas e com a membrana plasmática 

danificada foi avaliada mediante uma dupla marcação com as sondas 

fluorescentes IP e Hoechst33342 em células HT22 incubadas com 50 µM 

corticosterona ou pré-tratadas durante 48 h com 15 µM AU e co-
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incubadas com 50 µM corticosterona durante 24 h (Fig. 7.4A). A análise 

estatística revelou uma diferença entre os grupos (F [3,16] = 12,16, 

p<0,001). Uma análise de posthoc revelou que a quantidade de células 

positivas para IP aumentou aproximadamente umas 8 vezes quando 

tratadas com 50 µM corticosterona em relação à condição basal (F [3,16] = 

12,16, p<0,001) (Fig. 7.4B). Este aumento de células mortas foi reduzido 

pela metade quando as células foram expostas ao pré-tratamento com 15 

µM AU (F [3,16] = 12,16, p<0,01).  
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Figura 7.4: Análise da morte celular em células HT22 tratadas com 

corticosterona ou AU 

 
 Microfotografias fluorescentes representativas obtidas com a dupla marcação 

para IP/Hoechst sobre células HT22 tratadas em condição basal, 15 μM AU 

durante 72 h, 50 μM corticosterona durante 24 h, ou pré-tratadas durante 48 h 
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com 15 μM AU e co-tratadas com 50 μM corticosterona. Barra de escala: 200 μm 

(A). O tratamento com corticosterona induziu um aumento de até 8 vezes a 

quantidade de células marcadas com IP. Este efeito foi prevenido pela incubação 

com AU (B). A quantidade de células IP+/Hoechst+ foi calculado a partir de 5 

experimentos independentes utilizando o algoritmo de análise de partículas de 

ImageJ. Os resultados estão expressos como quantidade de vezes em relação ao 

basal (média + E.P.M., Teste ANOVA de 1 via seguido do posthoc Newman–

Keuls). ***p<0,001; em relação ao basal, ##p<0,01 em relação ao grupo 

corticosterona. AU: ácido ursólico, Cort: corticosterona, IP: Iodeto de 

propídeo.  

 

Em outro ensaio, foi avaliado o efeito do AU sobre a quantidade de 

células em processo de apoptose quando expostas à 50 μM corticosterona 

durante 24 h, com 15 μM AU durante 72 h, ou pré-tratadas durante 48 h 

com 15 μM AU e posteriormente co-tratadas com 50 μM corticosterona 

(Fig. 7.5). A análise de dot plot resultante da citometria das células HT22 

com a seguinte marcação: Anexina+/7-AAD− (apoptose precoce) e 

Anexina+/7-AAD+ (apoptose tardia) (Fig. 7.5A) por ANOVA de 1 via 

revelou uma diferença significante entre os grupos (F [3,12] = 4,99, 

p<0,01). Uma análise de posthoc mostrou que a condição tratada com 

corticosterona induziu um aumento de cerca de 2 vezes na quantidade de 

células em apoptose se comparada com a condição basal (F [3,12] = 4,99, 

p<0,05). Este aumento foi prevenido pela pré-incubação das células HT22 

com 15 μM AU durante 48 h e co-tratadas com 50 μM corticosterona (F 

[3,12] = 4,99, p<0,05) (Fig. 7.5B). 
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Figura 7.5: Análise do efeito citoprotetor do AU sobre a apoptose induzida 

pela corticosterona em células HT22 

 

Diagramas de dot plot representativos de células HT22 na condição a) basal, 

b) 15 μM AU durante 72 h, c) 50 μM corticosterona durante 24 h e, d) pré-

incubadas durante 48 h com 15 μM AU seguido da co-incubação com 50 μM 

corticosterona durante 24 h (A). Após o tratamento, as células HT22 foram 

coletadas, marcadas com anexina V-PE e 7-AAD, e analisadas por citometria de 

fluxo. Quantificação da análise por FACS de células positivas para anexina e 7-
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AAD (B). Os resultados estão expressos como percentagem de células 

apoptóticas Anexina+/7-AAD− e Anexina+/7-AAD+ de 4 experimentos 

independentes (Média + E.P.M., Teste ANOVA de 1 via seguido do posthoc 

Newman–Keuls). *p<0,05; em relação ao basal, #p<0,05 em relação ao grupo 

corticosterona. AU: ácido ursólico, Cort: corticosterona. 

 

 A citotoxicidade induzida pela corticosterona pode ser mediada 

em parte por mecanismos de morte celular por autofagia. Portanto, em 

outro conjunto de experimentos, avaliamos a presença a presença de AVO 

e de CR com o corante laranja de acridina em células HT22. A figura 7.6A 

ilustra imagens representativas da presença de AVO (em vermelho), CR 

(em verde) e a combinação AVO+CR de células HT22 tratadas em 

condição basal, com 15 μM AU durante 72 h, com 50 nM rapamicina 

durante 24 h, 50 μM corticosterona durante 24 h, ou pré-tratadas durante 

48 h com 15 μM AU e posteriormente co-tratadas com 50 μM 

corticosterona. A análise estatística por ANOVA de uma via da 

quantificação da intensidade de fluorescência em cada condição mediante 

ImageJ permitiu revelar uma diferença significante entre os grupos (F [4,15] 

= 34,15, p<0,0001). A análise utilizando o posthoc revelou que o 

tratamento com corticosterona e rapamicina induziu incremento de até 8 

e 9 vezes respectivamente na percentagem de AVO/CR em relação à 

detectada na condição basal (F [4,15] = 34,15, p<0,0001 e p<0,0001 

respetivamente). O tratamento prévio das células HT22 com 15 μM AU 

durante 48 h e co-incubadas com 50 μM corticosterona preveniu este 

incremento (F [4,15] = 34,15, p<0,0001) (Fig. 7.6B). 
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Figura 7.6: Análise da autofagia em células HT22 tratadas com 

corticosterona ou AU 

 

Microfotografias de fluorescência representativas da presença de AVO, CR e a 

combinação AVO+CR obtidas de células HT22 coradas com laranja de acridina 
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nas condições: basal, 15 μM AU durante 72 h, 50 nM Rapamicina durante 24 h, 

50 μM corticosterona durante 24 h, pré-tratadas com 15 μM AU durante 48 h e 

co-tratadas com 50 μM corticosterona durante mais 24 h. Barra de escala: 50 μm 

(A). O tratamento com corticosterona e rapamicina incrementou a percentagem 

de AVO/CR em relação à condição basal. O tratamento com AU não alterou a 

presença de AVO/CR e, a pré-incubação durante 48 h com AU antes da incubação 

com corticosterona previno o incremento da intensidade de fluorescência 

AVO/CR (B). Os resultados estão expressos como percentagem da intensidade 

de fluorescência AVO/CR analisados mediante o software ImageJ e calculados a 

partir de 4 experimentos independentes (Média + E.P.M., Teste ANOVA de 1 via 

seguido do posthoc Newman–Keuls). ****p<0.0001 em relação à condição 

basal; ####p<0.0001 em relação à corticosterona. AU: ácido ursólico, AVO: 

organelas vesiculares ácidas, Cort: corticosterona, CR: cromatina, Rap: 

rapamicina. 

 

Para investigar as vias de sinalização intracelular envolvidas no 

efeito citoprotetor do AU frente à citotoxicidade da corticosterona, as 

células HT22 foram incubadas durante 30 min com diversos inibidores 

farmacológicos que continuaram presentes durante a pré-incubação com 

AU e a co-incubação com corticosterona (seguindo o protocolo da figura 

7.7A) para assim avaliar a viabilidade celular mediante o ensaio de MTT. 

Os seguintes inibidores farmacológicos de proteínas cinase foram 

utilizados: 3 µM LY294002 (inibidor de PI3K), 10 µM KN-62 (inibidor 

de CaMKII), 2 µM H-89 (inibidor de PKA) e 0,1 µM queleritrina 

(inibidor de PKC).  

A figura 7.7B demonstra o efeito do tratamento com 3 µM 

LY294002 (inibidor de PI3K) sobre o efeito citoprotetor do 15 µM AU 

frente à 50 µM corticosterona. A análise estatística revelou uma diferença 

significante entre os grupos (F [4,21] = 7,73, p<0,001). A análise de posthoc 
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segundo Newman Keuls revelou que o tratamento com LY294002 não 

alterou a viabilidade celular (F [4,21] = 7,73, p>0,05) nem preveniu o efeito 

citoprotetor do AU frente a corticosterona (F [4,21] = 7,73, p>0,05).  

Em outro experimento, testamos o efeito de 10 µM KN-62 (inibidor 

de CaMKII), sobre a citoproteção de 15 µM AU frente à 50 µM 

corticosterona nas células HT22. Como demonstrado na figura 7.7C, a 

incubação das células HT22 unicamente com KN-62 não alterou a 

viabilidade celular (F [4,20] = 6,35, p>0,05), mas o co-tratamento preveniu 

o efeito citoprotetor do AU frente à citotoxicidade da corticosterona em 

células HT22 (F [4,20] = 6,35, p<0,01).  

Um grupo de experimentos também foi realizado para investigar o 

efeito da incubação com 2 µM H-89 (inibidor de PKA) sobre o efeito 

citoprotetor do 15 µM AU frente à 50 µM corticosterona (Fig. 7.7D). A 

análise estatística revelou uma diferença significante entre os grupos (F 

[4,21] = 23,48, p<0,0001). Uma análise de posthoc revelou que o tratamento 

das células HT22 unicamente com H-89 aumentou a viabilidade (F [4,21] 

= 23,48, p<0,01) e, o co-tratamento inibiu o efeito citoprotetor do AU (F 

[4,21] = 23,48, p<0,05). 

A continuação investigamos se o bloqueio da atividade de PKC com 

o inibidor queleritrina podia alterar o efeito citoprotetor do AU frente à 

corticosterona (Fig. 7.7E). A análise estatística revelou uma diferença 

significante entre os grupos (F [4,20] = 9,78, p<0,001). A análise de posthoc 

revelou que o tratamento unicamente com 0,1 µM queleritrina não alterou 

a viabilidade celular (F [4,20] = 9,78, p>0,05) mas a co-incubação com AU 

e corticosterona preveniu o efeito citoprotetor do AU frente à 

corticosterona (F [4,20] = 9,78, p<0,001). 
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Figura 7.7: Efeito dos inibidores de proteínas cinase no efeito citoprotetor do 

AU frente a citotoxicidade induzida pela corticosterona 

Protocolo experimental (A). Células HT22 foram incubadas durante 30 min antes 

do tratamento com 15 µM AU com os seguintes inibidores: 3 µM LY294002 

(inibidor de PI3K, n = 3-6, painel B), 10 µM KN-62 (inibidor de CaMKII, n = 5, 

painel C), 2 µM H-89 (inibidor de PKA, n = 4-6, painel D) ou 0,1 µM queleritrina 

(inibidor de PKC, n = 4-5, painel E). Os inibidores estiveram presentes durante todo 

o tratamento. O efeito citoprotetor do AU frente à citotoxicidade induzida pela 

corticosterona foi prevenido por H-89, KN-62 e queleritrina, mas não pelo inibidor 

LY294002. Os resultados estão expressos como porcentagem do basal (média + 

E.P.M. Teste ANOVA de 1 via seguido do posthoc Newman–Keuls). *p<0,05; 

**p<0,01; ***p<0,001; em relação ao veículo, #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 em 

relação ao grupo corticosterona; &p<0,05; &&p<0,01; &&&p<0,001 em relação ao 

tratamento com AU e corticosterona. AU: ácido ursólico, Cort: corticosterona. 
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Em um experimento subsequente investigamos a participação de 

vias de sinalização dependentes de MAPKs no efeito citoprotetor do AU 

frente a citotoxicidade induzida pela corticosterona em células HT22. 

Para isto, inicialmente investigamos os níveis de fosforilação de 

p38MAPK e ERK1/2 em homogenatos de células HT22 tratadas em 

tempos crescentes de 3, 6 ou 12 h com 50 µM corticosterona (Fig. 7.8). 

A análise semi-quantitativa da DO de imunoblots incubados com 

anticorpos específicos para fosfo e total-ERK1/2 revelou que os níveis de 

fosforilação de ERK1 foram reduzidos nas células tratadas durante 3, 6 

ou 12 h com 50 µM corticosterona (F [5,18] = 28,96, p<0,0001; p<0,0001 

e p<0,0001 respetivamente) (Fig. 7.8A). O mesmo perfil foi observado 

quando analisado o nível de fosforilação de ERK2 nas amostras de células 

HT22 tratadas durante 3, 6 ou 12 h com 50 µM corticosterona (F [5,18] = 

12,65, p<0,001; p<0,001 e p<0,0001 respetivamente) (Fig. 7.8B). Por 

outra parte, a análise estatística da razão fosfo-p38MAPK/total-

p38MAPK das amostras de células HT22 revelou que a exposição durante 

3 ou 6 h com 50 µM corticosterona não alterou os níveis de fosforilação 

de p38MAPK (F [5,18] = 3,69, p>0,05). Contudo, um tratamento mais 

prolongado durante 12 h das células HT22 com 50 µM corticosterona foi 

capaz de reduzir aproximadamente 40% os níveis de fosforilação de 

p38MAPK (F [5,18] = 3,69, p<0,01) (Fig. 7.8C). 

 

 

 

 



157 

 

Figura 7.8: Efeito da exposição de células HT22 à corticosterona sobre os 

níveis de fosforilação de Erk1/2 e p38MAPK 

Homogenatos foram obtidos de células HT22 expostas durante 3, 6 ou 12 h com 

50 µM corticosterona. A parte superior de cada figura ilustra os imunoblots 

representativos para as formas fosforiladas e totais de cada proteína. O histograma 

de colunas representa a semi-quantificação por densitometria ótica da razão da DO 

da forma fosforilada e da DO da forma total de ERK1 (painel A), ERK2 (painel 

B) e p38MAPK (painel C).  Cada coluna representa a porcentagem em relação ao 

controle de 4 experimentos independentes (média + E.P.M., ANOVA de 1 via 

seguido do posthoc Newman Keuls). **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 em 

relação ao grupo controle. Cort: corticosterona, p: fosforilada, t: total. 

 

A partir deste ensaio, observamos alterações nos níveis de 

fosforilação de proteínas da via de sinalização MAPK a partir de 3 h de 

exposição das células HT22 a 50 µM corticosterona. Portanto, 

investigamos se a incubação prévia durante 48 h com 15 µM de AU junto 

com a co-incubação durante 3 h com 50 µM corticosterona era capaz de 
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prevenir a redução da fosforilação de proteínas cinase dependentes da 

sinalização MAPK induzidas pelo tratamento com corticosterona (Fig. 

7.9A). A análise por DO de imunoblots incubadas com anticorpo 

específico para p-ERK1 revelou que o tratamento durante 48 h com 15 

µM de AU preveniu a redução dos níveis de fosforilação de ERK1 

induzido pela incubação com 50 µM corticosterona durante 3 h (F [3,20] = 

8,92, p<0,001) (Fig. 7.9B). A redução da forma fosforilada de ERK2 

induzido pela exposição de células HT22 durante 3 h a 50 µM 

corticosterona também foi prevenido pela pré-incubação das células 

durante 48 h com 15 µM AU junto a co-incubação durante 3 h com 50 

µM corticosterona (F [3,20] = 17,26, p<0,0001) (Fig. 7.9C).  

A análise da forma fosforilada e total de JNK (outra proteína cinase 

MAPK) permitiu revelar que os níveis de fosforilação de JNK estavam 

reduzidos em aproximadamente 60% nas células HT22 tratadas durante 3 

h com 50 µM corticosterona (F [3,20] = 6,36, p<0,05). No entanto, a pré-

incubação durante 48 h com 15 µM AU antes da co-incubação com 50 

µM corticosterona não foi capaz de prevenir esta redução dos níveis de 

fosforilação de JNK (F [3,20] = 6,36, p<0,05) (Fig. 7.9D). 
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Figura 7.9: Avaliação dos níveis de fosforilação de Erk1/2 e JNK de células 

HT22 expostas a corticosterona ou AU 

Protocolo experimental: Homogenatos foram obtidos de células HT22 expostas 

durante 3 h a 50 µM corticosterona, pré-incubadas durante 48 h com 15 µM AU 

e co-incubadas com 50 µM corticosterona durante 3 h ou incubadas durante 51 h 

com 15 µM AU (A). A parte superior de cada figura ilustra os imunoblots 

representativos para as formas fosforiladas e totais de cada proteína. O 

histograma de colunas representa a semi-quantificação por densitometria ótica da 

razão da DO da forma fosforilada e da DO da forma total de ERK1 (painel B), 

ERK2 (painel C) e JNK (painel D). Cada coluna representa a porcentagem em 

relação ao controle de 6 experimentos independentes (média + E.P.M., ANOVA 

de 1 via seguido do posthoc Newman Keuls). *p<0,05, em relação ao grupo 

controle, ###p<0,001, ####p<0,0001 em relação ao grupo tratado com 

corticosterona. AU: ácido ursólico, Cort: corticosterona, p: fosforilada, t: total. 

Para investigar o efeito da exposição de células ao AU, à 

corticosterona ou pre-incubadas com AU e co-incubadas com 
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corticosterona sobre os níveis de HO-1, foi analisado o imunoconteúdo 

desta enzima em células HT22 incubadas durante 24 h com 50 µM 

corticosterona, incubadas por 72 hb15 µM AU ou incubadas por 48 h com 

15 µM AU e co-incubadas com 50 µM corticosterona durante 24 h. A 

análise estatística da DO dos imunoblots revelou que o imunoconteúdo 

de HO-1 foi similar em todas as condições experimentais (F [3,12] = 0,64, 

p>0,05) (Fig. 7.10). 

Figura 7.10: Análise dos níveis de HO-1 de células HT22 expostas a 

corticosterona ou AU 

 

Homogenatos foram obtidos de células HT22 expostas durante 48 h com 15 µM 

AU e co-incubadas durante 24 h com 50 µM corticosterona. A parte superior da 

figura ilustra os imunoblots representativos para HO-1 e β-actina. O histograma 

de colunas representa a semi-quantificação por densitometria ótica do 

imunoconteúdo de HO-1 normalizado pela densidade de β-actina. Cada coluna 

representa a porcentagem em relação ao controle de 4 experimentos independentes 

(média + E.P.M., ANOVA de 1 via). AU: ácido ursólico, Cort: corticosterona, β-

act: β-actina. 
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7.4 DISCUSSÃO 

Uma das características fisiopatológicas já associada a alguns 

subtipos do TDM corresponde à observação, por médio de estudos de 

imagem e em tecidos post-mortem em pacientes, de uma diminuição do 

volume em algumas estruturas límbicas, principalmente no hipocampo 

(SHELINE et al., 1996; SHELINE et al., 1999; BREMNER et al., 2000; 

MACQUEEN et al., 2003; CAMPBELL et al., 2004; MCKINNON et al., 

2009; ARNONE et al., 2013) (Ver Seção 1.3.2). Adicionalmente, 

diversos estudos evidenciaram que, roedores submetidos a modelos de 

distresse expressam um comportamento tipo-depressivo associado a uma 

atrofia neuronal e redução na densidade sináptica hipocampal (CZÉH et 

al., 2001; DUMAN e LI, 2012) (Ver Seção 1.3.3). Estes dados permitiram 

associar a atrofia neuronal no hipocampo com eventos de distresse, 

hiperativação e perda do sistema de retroalimentação negativo do eixo 

HPA em pacientes que são acometidos por TDM (BREMNER et al., 

1995; GILBERTSON et al., 2002; VYTHILINGAM et al., 2002) e em 

roedores submetidos a modelos de distresse (UNO et al., 1994; CZÉH et 

al., 2001; LEE et al., 2001; LUCASSEN et al., 2001; KRISHNAN e 

NESTLER, 2011; MORETTI et al., 2012). Já em estudos in vitro por 

exemplo, uma exposição prolongada de neurônios hipocampais a 

glicocorticóides parece reproduzir os mesmos efeitos do estresse crônico 

no hipocampo (CAMPBELL e MACQUEEN, 2004; KOSTEN et al., 

2008) (Ver Seção 1.3.3). Ainda, destaca-se que a administração de 

fármacos de ação antidepressiva em roedores e em pacientes parece atuar 

de maneira protetora frente a este insulto (VINET et al., 2004; 

PITTENGER e DUMAN, 2008; BRAVO et al., 2009; MORETTI et al., 

2012; FREITAS et al., 2015; FREITAS et al., 2016) (Ver Seção 1.3.3). 
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Contudo, novas estratégias que considerem antidepressivos com 

características neuroprotetoras se fazem necessárias para o tratamento do 

TDM. Nesse sentido, o AU constitui um composto promissor sendo que 

estudos prévios têm demonstrado que este composto apresenta um efeito 

tipo-antidepressivo e anti-estresse em modelos animais e in vitro, além de 

um potencial neuroprotetor frente a diversos insultos. Entretanto, até o 

momento não tinha sido investigado o potencial neuroprotetor do AU 

frente a um insulto in vitro com corticosterona. 

No presente trabalho investigamos um modelo de citotoxicidade que 

mimetiza o efeito da hipersecreção de glicocorticóides mediante a 

incubação de células HT22 com corticosterona e demonstramos pela 

primeira vez que o AU exerce efeitos citoprotetores frente à 

citotoxicidade induzida pela corticosterona em células da linhagem 

HT22, uma linhagem de origem hipocampal de camundongos. No nosso 

modelo de estudo, a incubação durante 48 h de células HT22 com baixas 

concentrações de AU (5 ou 15 µM) foi capaz de prevenir a redução da 

viabilidade destas células, além de prevenir o aumento de células 

positivas para IP, o aumento de apoptose e do aumento da formação de 

vesículas indicadoras de autofagia induzidos pela exposição destas 

células à corticosterona. Nesse sentido, diversos autores já reportaram 

efeitos neuroprotetores dos compostos triterpenóides como o CDDO-

MA, a piperina, o ácido asiático e o ácido tormentico frente a insultos 

neurotóxicos incluindo o MPTP, ácido 3-nitropropiônico e os peptídeos 

Aβ (YANG et al., 2009; MAO et al., 2012; XU et al., 2012; ZHAO et al., 

2016). Nossos achados sugerem, portanto, que a família de triterpenóides 

parece compartilhar propriedades neuroprotetoras.  

Um detalhe importante do nosso trabalho reside no fato de ter 

escolhido uma linhagem de células hipocampais, uma vez que o 
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hipocampo é uma das principais reguladoras do humor e constitui uma 

das regiões mais afetadas pelos hormônios associados ao distresse em 

função da alta densidade de GR neste tecido. Apesar de que a linhagem 

HT22 não expressa receptores de glutamato nem possui caraterísticas 

funcionais de neurônio colinérgico (MAHER e DAVIS, 1996; LIU et al., 

2009; HE et al., 2013), esta linhagem sim expressa receptores de 

dopamina  (ISHIGE et al., 2001; LUEDTKE et al., 2012) e GR (BEHL 

et al., 1997), MAO-A e MAO-B (MAHER e DAVIS, 1996). Behl e col. 

(1997) demonstraram que as células HT22 são sensíveis ao estímulo com 

glicocorticóides, o que faz destas um excelente modelo para estudar a 

morte celular induzida por glicocorticóides (BEHL et al., 1997). Assim, 

nossos resultados reforçam os achados por outros autores que utilizaram 

este mesmo modelo de citotoxicidade em células HT22 induzido pela 

incubação com corticosterona (BEHL et al., 1997; XU et al., 2011; XU 

et al., 2013; FREITAS et al., 2015; ZHENG et al., 2015). Em particular, 

uma diferença do trabalho de Freitas e col. (2014) em relação ao nosso 

reside no fato de que o primeiro utilizou 100 µM de corticosterona para 

promover o dano celular, enquanto que no nosso estudo verificamos que 

já com 50 µM de corticosterona pode ser induzida a morte de células 

HT22 (FREITAS et al., 2015). Os nossos resultados ainda estão de acordo 

com outros estudos prévios, os quais demonstraram que 50 µM de 

corticosterona também reduziu a viabilidade celular somente após 24 h 

de incubação nas células HT22 (XU et al., 2011; XU et al., 2013). 

O ensaio de dupla marcação para IP/Hoechst permitiu também 

observar que o tratamento com 50 µM de corticosterona aumentou 

aproximadamente 8 vezes a quantidade de células mortas ou com sinais 

de necrose se comparado com a condição controle. Este dado sugere que 

o efeito citotóxico da corticosterona possivelmente envolve, pelo menos 
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em parte, processos de necrose em um pequeno número de células. A 

necrose pode ocorrer tardiamente (POON et al., 2010) e muitas vezes 

dentro de um cenário de distúrbio celular que envolve processos 

inflamatórios (YAKOVLEV e FADEN, 2004). Portanto, na maioria das 

células, é provável que o efeito citotóxico da corticosterona seja causado 

por outro processo de morte, como a apoptose. Nesse sentido e reforçando 

esta hipótese, Freitas e col. (2015) demonstraram que 30% das células 

HT22 tratadas com 100 µM de corticosterona estavam em processo de 

apoptose (FREITAS et al., 2015). De acordo com estes dados, no nosso 

trabalho detectamos que a corticosterona é capaz de promover a apoptose 

de células HT22. Entretanto, a diferença do trabalho de Freitas e col. 

(2015), o nosso estudo revelou que aproximadamente um 15% das células 

HT22 estavam em apoptose, uma discrepância que pode ser resultado da 

exposição das células a uma menor concentração de corticosterona (50 

µM). Outro tipo de modelo ex vivo também demonstrou que a incubação 

com corticosterona promove a morte celular por apoptose em fatias de 

hipocampo de ratos (KUREK et al., 2016). Esta morte celular foi mais 

acentuada inclusive nas fatias de hipocampo de ratos submetidos a um 

modelo de estresse pré-natal (KUREK et al., 2016). Portanto, estes dados 

reforçam a hipótese de que a exposição de células hipocampais com 

corticosterona pode levar as células à morte, principalmente por apoptose. 

Assim como relatado por outros autores, nossos resultados 

confirmam que os efeitos citotóxicos da corticosterona podem ser 

abolidos pelo antagonista RU486 (BEHL, TRAPP, et al., 1997; FREITAS 

et al., 2015). Este esteroide antagoniza a ligação da corticosterona com 

GR de maneira competitiva (GALLAGHER e YOUNG, 2006). Portanto, 

estes dados sugerem que a morte celular induzida pela corticosterona 

possa ser mediada pela ativação de GR. Vale mencionar que, este 
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antagonista já tem demonstrado habilidade em reduzir o dano oxidativo 

em modelos in vitro induzidos em células HT22 pela excitotoxicidade 

induzida pelo glutamato e peptídeos Aβ (BEHL et al., 1997). Ainda, este 

esteroide é utilizado na clínica para melhorar os sintomas de psicose 

associados ao TDM (GALLAGHER e YOUNG, 2006). Devido ao fato 

de serem necessárias 24 h para se observar uma diminuição da viabilidade 

celular no nosso modelo, nós inferimos que outros mecanismos também 

possam ser responsáveis pela morte de células HT22 induzida pela 

corticosterona. Por um lado, é possível que os efeitos citotóxicos de 

corticosterona dependam em parte de mecanismos genômicos, gerados 

pela ativação dos GR e a sua translocação para o núcleo, onde este liga-

se aos GREs para transativar ou transreprimir a transcrição de genes 

responsáveis pela morte celular, como a caspase 8 e os genes da família 

da Bcl-2 (SCHMIDT et al., 2004). Ainda, considerando o recente trabalho 

de Hélène e col. (2016), podemos especular que um dos efeitos 

citotóxicos da corticosterona poderia estar relacionado com uma alteração 

da remodelação do citoesqueleto de actina da célula, visto que foi 

demonstrado que a incubação de células HT22 durante 4 dias com 1 µM 

de dexametasona (corticoide sintético e agonista de GR e MR) afeta a 

estrutura do citoesqueleto, o que por consequência, pode influenciar na 

sinalização intracelular e reduzir a sobrevivência destas células 

(HÉLÈNE et al., 2016).  

Apesar de que no nosso trabalho não investigamos o papel do AU 

sobre o GR, alguns estudos prévios têm sugerido um possível efeito do 

AU sobre a atividade de GR (CHA et al., 1998; YAROSH et al., 2000; 

MORTIBOYS et al., 2013). Por exemplo, já foi sugerido que a molécula 

de AU possui uma estrutura química similar com a família dos estradióis, 

os quais compartilham a característica de serem ligantes de receptores 
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nucleares para glicocorticóides (CHA et al., 1998; YAROSH et al., 2000; 

MORTIBOYS et al., 2013). De fato, a merotaina (também conhecida 

como URA, um AU incorporado em lipossomas) parece competir com 

RU486 na ligação com GR e atua regulando a expressão de 

metaloproteinases de matriz extracelular dependentes da ativação de GR 

(CHA et al., 1998). Além disso, assim como observado com outros 

ligantes de GR, URA têm a capacidade de se ligar a GR e de estimular a 

produção de colágeno ou suprimir a expressão gênica de queratina e 

ceramida nos queratinócitos (YAROSH et al., 2000). Por tanto, em base 

a estes estudos podemos especular que o efeito citoprotetor do AU frente 

à citotoxicidade induzida pela corticosterona possa ser mediado, pelo 

menos em parte, por uma modulação direta sobre a atividade do GR, 

entretanto, serão necessários maiores estudos para verificar esta hipótese. 

Um dos principais achados do nosso trabalho foi a observação de 

que o AU preveniu a redução da viabilidade celular induzida pela 

corticosterona. No nosso estudo observamos que somente após 48 h e não 

24 h de exposição, o AU exerceu um efeito citoprotetor. Este tempo maior 

de incubação sugere que o AU atue modulando vias de sinalização 

intracelulares e promova a transcrição de genes relacionados com a 

sobrevivência e a produção de fatores neurotróficos. Nesse sentido, tem 

sido demonstrado que o AU é capaz de proteger células PC12 da 

citotoxicidade induzida pelo β-amiloide na mesma faixa de concentração 

e com o mesmo tempo de incubação observados no presente trabalho 

(HEO et al., 2002; HONG et al., 2012).  

Confirmando os achados no ensaio de MTT, no nosso trabalho 

observamos que o AU foi capaz de prevenir o aumento do número de 

células marcadas com IP e a percentagem de células em apoptose. Em 

concordância com estes resultados, Shih e col. (2004), demonstraram que 



167 

 

o AU protegeu os neurônios de culturas primárias de hipocampo de ratos 

da morte por necrose induzida pelo KA na mesma faixa de concentração 

testada no nosso trabalho (10 e 15 µM) (SHIH et al., 2004). Entretanto, à 

diferença do nosso estudo que observamos efeitos citoprotetores após 48 

h, Shih e col. (2004) detectaram que o efeito neuroprotetor frente à 

excitotoxicidade induzida pelo KA foi observado após uma incubação de 

menor tempo (10 min) dos neurônios com o AU. Esta diferença nos 

tempos de incubação pode ser devida a uma maior sensibilidade dos 

neurônios derivados de uma cultura primária considerando que, à 

diferença dos neurônios, as células HT22 são células imortalizadas e não 

expressam a maioria das proteínas e receptores de um neurônio 

hipocampal. Alguns trabalhos que mostraram previamente que o efeito 

protetor de antidepressivos clássicos parece envolver a modulação de 

morte por necrose (ZHANG et al., 2008; ONO et al., 2012). Nesse 

sentido, o trabalho de Ono e col. (2012) reportou efeitos neuroprotetores 

e uma redução no número de células necróticas em células HT22 

incubadas com imipramina frente a um dano induzido por tunicamicina 

(ONO et al., 2012). Já, Zhang e col. (2008) relataram que a nortriptilina 

protegeu os neurônios corticais primários da morte celular induzida pela 

deprivação de oxigênio e glicose (um modelo in vitro de isquemia 

cerebral), em parte inibindo o processo de necrose (ZHANG et al., 2008).  

Em conjunto, as evidências apresentadas no nosso trabalho 

permitem inferir que uma parte dos efeitos neuroprotetores do AU no 

modelo in vitro de citotoxicidade induzida pela corticosterona em células 

HT22 pode ser devida, em parte, a uma regulação nos mecanismos de 

apoptose. Nesse sentido um trabalho prévio de nosso grupo (COLLA, 

2015), reportou que a administração crônica de camundongos durante 7 

dias com AU preveniu o aumento da expressão da proteína pró-apoptótica 
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bax e aumentou a razão da expressão proteínas anti versus pró-apoptóticas 

(bcl2/bax) no hipocampo de camundongos submetidos a um protocolo de 

ECI (COLLA, 2015). Em base a estes dados, especulamos que o efeito 

citoprotetor do AU em células HT22 frente à citotoxicidade induzida pela 

corticosterona restabeleça, em parte, os níveis de proteínas pró-

apoptóticas vs anti-apoptóticas, uma hipótese que deve ser avaliada em 

futuros estudos.  

Adicionalmente, não podemos descartar a possibilidade de que 

outros mecanismos de morte celular estejam envolvidos na citotoxicidade 

da corticosterona sendo que a morte neuronal também pode exibir 

caraterísticas de autofagia, necroptose e até mesmo apoptose 

independente de caspases, entre outros (REAGAN e MCEWEN, 1997; 

YAKOVLEV e FADEN, 2004; NIKOLETOPOULOU et al., 2013). Em 

particular, a autofagia é considerada como um mecanismo de homeostase 

celular ativado sobre condições celulares normais e fisiológicas (LI et al., 

2014). Entretanto, existem reportes na literatura de que o excesso de 

autofagia pode levar a morte celular em processos neurodegenerativos 

(CHERRA e CHU, 2008) e também poderia estar presente no dano 

hipocampal associado ao TDM (JIA e LE, 2015). Nesse sentido, já foi 

demonstrado que eventos de distresse podem estar associados com um 

aumento de proteínas envolvidas na autofagia no hipocampo de ratos 

(HOU et al., 2015) e de camundongos (QU et al., 2017). Inclusive, um 

recente estudo demonstrou que a exposição de neurônios derivados de 

uma cultura primaria de hipocampos a peptídeos Aβ ou a corticosterona 

foi capaz de promover a morte por apoptose e de estimular a expressão de 

proteínas envolvidas na autofagia nestes neurônios (WUWONGSE et al., 

2013). De fato, a incubação de neurônios com antidepressivos foi capaz 

de prevenir este dano celular induzido pela corticosterona (WUWONGSE 
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et al., 2013). De acordo com estes achados, no nosso trabalho a incubação 

de células HT22 com corticosterona foi capaz de aumentar a presença de 

vesículas ácidas em algumas células, um indicador do aumento da 

formação de autolisossomas tardios (Fig. 7.11), que sugere um aumento 

da autofagia em estas condições experimentais (KLIONSKY et al., 2016). 

Mais interessante ainda, o tratamento com AU preveniu este aumento, o 

que sugere que o efeito citoprotetor do AU frente à corticosterona esteja 

mediado, pelo menos em parte, da inibição de mecanismos de autofagia 

nas células HT22. Em contraste com o observado com o AU, outros 

compostos de ação antidepressiva como a venlafaxina não afetam os 

processos de autofagia e, diversos outros compostos como a amitriptilina, 

a paroxetina e o citalopram parecem até estimular este processo celular 

dependendo das condições experimentais (ZSCHOCKE et al., 2011; 

GASSEN et al., 2014). Finalmente, deve-se notar que a metodologia 

empregada no nosso trabalho para investigar a autofagia possui a 

limitação de detectar unicamente a formação de vesículas ácidas ou de 

autolisossomos, que correspondem a uma fase mais tardia da autofagia 

(KLIONSKY et al., 2016). Portanto, a análise mediante a coração com 

laranja de acridina deve ser acompanhada de uma análise de expressão de 

proteínas envolvidas neste mecanismo celular para poder confirmar a 

presença de células em outras etapas de autofagia. Assim, maiores estudos 

devem ser encaminhados no futuro a fim de investigar a participação da 

autofagia no efeito citoprotetor do AU frente a citotoxicidade induzida 

pela corticosterona. 

  Como resposta à corticosterona, alguns estudos já evidenciaram 

a possibilidade de um sinergismo entre diversos processos celulares que 

pode envolver, em parte, a modulação do estado de fosforilação e a 

atividade de proteínas cinases (MAIYAR et al., 1997), principalmente 
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daquelas que participam nas cascatas de sinalização celular de 

sobrevivência celular (DAVID e KALB, 2005; LANG e 

STOURNARAS, 2013). Entre estas proteínas cinase destacamos as vias 

de sinalização dependentes de PI3K/Akt, PKA, CaMKII, e PKC, as quais 

são elementos chave da transdução de sinais envolvidas na proliferação, 

diferenciação e resposta ao estresse celular. No nosso trabalho 

observamos que a exposição a uma concentração de LY294002 que não 

altera a viabilidade de células HT22 não preveniu o efeito citoprotetor do 

AU frente a citotoxicidade induzida pela corticosterona nas células HT22. 

Este dado sugere que a via de sinalização dependente da ativação de PI3K 

não está envolvida no efeito citoprotetor do AU. Em contraste, a 

exposição prévia das células HT22 a H-89, KN-62 ou queleritrina, 

preveniu o efeito citoprotetor do AU frente a citotoxicidade induzida pela 

corticosterona. Estes dados, portanto, parecem indicar que a ativação de 

PKA, PKC e CaMKII pode estar envolvida, pelo menos em parte, no 

mecanismo citoprotetor do AU frente a citotoxicidade induzida pela 

corticosterona. Um detalhe interessante do nosso trabalho permitiu 

revelar que a incubação das células HT22 unicamente com H-89 resultou 

num aumento da viabilidade celular. Este dado nos permite inferir que a 

inibição de PKA durante um tempo prolongado pode estimular, em parte, 

a proliferação de células HT22. De fato, um estudo tem sugerido que H-

89 parece promover, por exemplo, a sobrevivência e a clonogenicidade 

de células tronco embrionárias (ZHANG et al., 2016). Inclusive já foi 

descrito que, além de atuar sobre a atividade da PKA, H-89 parece inibir 

também outras proteínas cinases que possuem um sitio de ligação ao ATP 

(LOCHNER e MOOLMAN, 2006). Portanto, neste caso o efeito 

estimulador de H-89 sobre a viabilidade de células HT22 poderia ser 

resultado de um mecanismo compensatório. 
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Assim como PKA, PKC e CaMKII, vias de sinalização dependentes 

de MAPKs, como ERK, JNK e p38MAPK, estão envolvidas na resposta 

ao estresse celular podendo ativar fatores de transcrição e promovendo a 

proliferação e a resposta inflamatória. Por uma parte, a via de sinalização 

dependente da ativação de ERK pode estimular a produção de fatores 

neurotróficos e promover a neuroproteção em células HT22 (RÖSSLER 

et al., 2004). No nosso estudo detectamos que, a incubação de células 

HT22 com corticosterona durante 3, 6 ou 12 h foi suficiente para reduzir 

significantemente os níveis de fosforilação de ERK1/2. Este dado nos 

sugere que a corticosterona pode inibir, em parte, a ativação de ERK1/2. 

Os nossos achados são contrários a alguns achados na literatura onde a 

corticosterona parece induzir um aumento transitório da atividade e da 

fosforilação de ERK em células HT22, talvez como um mecanismo inicial 

em resposta ao estresse celular (ZHOU et al., 2009; XU et al., 2013). Esta 

discrepância entre os trabalhos pode ser explicada em parte considerando 

que, no nosso estudo investigamos a forma fosforilada vs a total de 

ERK1/2 após 3, 6 ou 12 h, sendo que outros trabalhos demonstraram que, 

a corticosterona parece induzir um aumento transitório da fosforilação 

desta proteína em tempos menores a 3 h em células HT22 (ZHOU et al., 

2009; XU et al., 2013). Por outra parte, outros estudos reforçam os nossos 

achados sendo que o nível de fosforilação de ERK também foi reduzido 

drasticamente em células HT22 incubadas durante 4 h (XU et al., 2013) 

e em células PC12 incubadas durante 24 h (ZOU et al., 2016) com 

corticosterona. 

A ativação de p38MAPK também parece estar relacionado com o 

estresse celular e a presença de citocinas, e pode ser ativado frente a um 

insulto como a excitotoxicidade induzida pelo glutamato em neurônios 

hipocampais (MOLZ et al., 2008). No nosso trabalho observamos que a 
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incubação mais prolongada de células HT22 durante 12 h com 

corticosterona induziu uma redução dos níveis de fosforilação de 

p38MAPK, o que pode indicar uma possível inibição da corticosterona 

sobre a atividade de p38MAPK ou vice-versa. De acordo com os nossos 

achados, um estudo demonstrou que a atividade de p38MAPK está 

reduzida no córtex pré-frontal de ratos submetidos a um protocolo de 

estresse pré-natal (BUDZISZEWSKA et al., 2010). Inclusive, células 

fibroblastos embrionários de camundongos deficientes para p38MAPK 

parecem ser mais suscetíveis a um insulto citotóxico com H2O2 e à morte 

celular (GUTIÉRREZ-UZQUIZA et al., 2012). Diferentemente destes e 

do nosso estudo, um trabalho demonstrou que a corticosterona parece 

induzir um rápido aumento dos níveis de fosforilação de p38MAPK e 

JNK em células PC12 (LI et al., 2001).  

A ativação de JNK pode estar relacionada tanto com mecanismos de 

sobrevivência celular quanto na ativação de funções apoptóticas 

dependendo do estímulo, da duração do estímulo e da atividade de outras 

vias de sinalização (LIU e LIN, 2005). Nesse sentido, no nosso trabalho 

detectamos uma redução dos níveis de fosforilação de JNK nas células 

HT22 incubadas durante 3 h com corticosterona. De acordo com os 

nossos achados, um estudo observou o mesmo efeito dos glicocorticóides 

sobre as células HT22, sendo que o SP-600125 (um inibidor de JNK) 

causou a indução de GR e acentuou o efeito da dexametasona (um 

glicocorticóide sintético) em estas células (WANG et al., 2005). Uma 

explicação plausível a estas observações pode ser derivada do fato de que 

a função de GR e a resposta aos glicocorticóides parece estar mediada, 

pelo menos em parte, negativamente por diferentes vias de sinalização 

dependentes de MAPKs. Por tanto, a ativação de ERK ou JNK pode inibir 

diretamente a função de GR (PACE et al., 2007).  
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Um achado interessante no nosso estudo foi notar também que a 

redução dos níveis de fosforilação de ERK1/2 induzido pela 

corticosterona foi prevenido pela incubação com AU nas células HT22. 

Este dado sugere que a ativação de ERK1/2 pode mediar, pelo menos em 

parte o efeito citoprotetor do AU frente a citotoxicidade induzida pela 

corticosterona (PACE et al., 2007). De acordo com os nossos achados, 

outros estudos têm sugerido que a ativação de ERK pode atuar como 

protetora de células frente a morte por deprivação de glicose como 

observado nas células HT22, e pode ativar CREB que em consequência 

promove a expressão de BDNF (RÖSSLER et al., 2004). Inclusive, outros 

fármacos de ação antidepressiva estimulam a fosforilação de ERK1/2, 

como a fluoxetina nos astrócitos (MERCIER et al., 2004) e a imipramina, 

que aumentou a fosforilação de ERK1/2 no hipocampo de camundongos 

submetidos a um protocolo de estresse (LEEM et al., 2014). De fato, foi 

demonstrado que o efeito citoprotetor da apelina-13 frente a 

citotoxicidade induzida pela corticosterona em células HT22 parece ser 

mediado, em parte, pela ativação de vias de sinalização dependentes de 

ERK (ZOU et al., 2016).  

Em comparação com o efeito do AU sobre o nível de ERK1/2, no 

nosso estudo o AU não foi capaz de prevenir a redução dos níveis de 

fosforilação de JNK nas células HT22 incubadas com corticosterona. 

Uma explicação plausível para este fenômeno pode ser devido a que a 

ativação de ERK1/2 mediada pelo AU tenha também atuado sobre a 

atividade de JNK. Esta hipótese se deriva do fato de que a ativação de 

ERK suprime a atividade pró-apoptótica de JNK e p38MAPK, mediante 

este mecanismo as células PC12 foram protegidas da deficiência do fator 

de crescimento nervoso e da morte celular (XIA et al., 1995). Apesar de 

não ser estatisticamente significante, no nosso estudo notamos que a 
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incubação das células HT22 unicamente com AU pareceu também reduzir 

os níveis de fosforilação de ERK1/2. Este efeito poderia ser 

compensatório, considerando que alguns estudos sugerem que em 

algumas condições experimentais a ativação prolongada de ERK também 

pode promover efeitos citotóxicos (SUBRAMANIAM e UNSICKER, 

2010). 

Diversos estudos têm demonstrado que a capacidade do AU de 

incrementar a expressão e o nível da enzima HO-1 pode mediar seus 

efeito neuroprotetores frente à isquemia (LI et al., 2013; WANG et al., 

2016) e o traumatismo encefálico (DING et al., 2017). Outros efeitos do 

AU parecem também depender da modulação de HO-1, sendo que a ação 

antitumoral do AU em células Kasumi-1 (de leucemia mieloide) parece 

depender da inibição da HO-1 (MA et al., 2014). A diferença destes 

trabalhos, no nosso estudo não observamos uma possível indução de HO-

1 mediada pelo AU frente à citotoxicidade induzida pela corticosterona. 

Esta discrepância pode ser explicada em parte considerando que no nosso 

trabalho investigamos o imunoconteúdo de HO-1 unicamente no ponto 

final da co-incubação com corticosterona e AU. Portanto, serão 

necessários estudos mais aprofundados para conhecer o papel de HO-1 no 

efeito neuroprotetor do AU frente a citotoxicidade induzida pela 

corticosterona nas células HT22. 

Um dos resultados mais intrigantes do nosso trabalho foi a 

observação de um efeito dual do AU em relação a viabilidade celular, uma 

vez que concentrações baixas (5 ou 15 µM) de AU não alteraram a 

viabilidade e inclusive atuaram como neuroprotetoras no nosso modelo, 

enquanto que concentrações altas (50 µM) de AU reduziram a 

viabilidade. Vale mencionar que, um perfil similar de resposta 

citoprotetora e citotóxica bem próximas já foi relatada para o AU, o qual 
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apresentou efeitos antioxidantes até 10 µM e citotóxicos a partir de 20 

µM em células leucêmicas de roedor (OVESNÁ et al., 2006). Outros 

compostos fitoquímicos, como a curcumina e o ácido caféico, também 

apresentam uma faixa de atividade bastante próximas, onde 

concentrações até 30 µM exercem efeitos citoprotetores e, concentrações 

maiores a partir de 50 µM induzem a morte celular (SCAPAGNINI et al., 

2002). Estudos com células tumorais também demonstraram que AU 

exerce efeitos citotóxicos e antitumorais (SHANMUGAM et al., 2013). 

Em células de glioblastoma multiforme DBTRG-05MG, o AU na 

concentração de 15 µM não altera a viabilidade celular, entanto que a 

partir de 20 µM já é possível notar uma redução na viabilidade destas 

células, aumentando a produção de espécies reativas e induzindo 

processos de morte celular por necrose (LU et al., 2014). Ainda, a 

literatura tem relatado resultados experimentais contrastantes em relação 

aos efeitos do AU, os quais podem ser antioxidantes, anti-inflamatórios e 

protetores ou pró-oxidantes e citotóxicos, dependendo do tecido, do tipo 

celular e das condições experimentais (LIBY et al., 2007; TANNOCK, 

2011). Finalmente, alguns autores sugerem que o AU, assim como outros 

compostos triterpenóides, atuem de maneira bifásica dependendo da 

concentração e das condições experimentais (LIBY et al., 2007; IKEDA 

et al., 2008). 

Deve ser destacado também que, apesar da maioria dos estudos 

demonstrarem que antidepressivos clássicos exercem efeitos 

neuroprotetores em concentrações que vão desde 0,1 a 10 µM, uma busca 

mais exaustiva na literatura nos permitiu descobrir que estes fármacos 

também apresentam efeitos citotóxicos de maneira concentração-

dependente (CHEN et al., 2007; FREITAS et al., 2015; POST et al., 

2011; SCHAZ et al., 2011). Por exemplo, a fluoxetina parece exercer 
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efeitos neuroprotetores quando incubada partir de 0,1 µM em células 

HT22 (FREITAS et al., 2015) e, uma concentração maior de até 20 µM 

de fluoxetina, estimula a proliferação em células tronco adultas de 

hipocampo (CHEN et al., 2007). No entanto, efeitos neurotóxicos 

parecem começar a ser observados já a partir da incubação de neurônios 

corticais e hipocampais com 2,5 µM de fluoxetina (SCHAZ et al., 2011) 

ou após a incubação de células HT22 com 20 µM de fluoxetina (POST et 

al., 2000). Portanto, se consideramos que, a faixa de concentrações em 

pacientes depressivos tratados com fluoxetina pode atingir entre 14 a 25 

µM no plasma (HENRY et al., 2005) e até 10,7 µg/ml no cérebro dos 

pacientes (KARSON et al., 1993), se fazem necessários maiores estudos 

para avaliar até que ponto os fármacos com atividade antidepressiva 

podem causar efeitos citotóxicos. 

Finalmente, considerando que a morte neuronal pode ocorrer 

mediante diversos mecanismos (NIKOLETOPOULOU et al., 2013) e, 

tendo em conta que estes mecanismos compartilham muitas vias de 

sinalização intracelulares (NIKOLETOPOULOU et al., 2013), a 

investigação de compostos com atividade antidepressiva que exerçam a 

neuroproteção mediante diferentes mecanismos torna-se especialmente 

relevante (YAKOVLEV e FADEN, 2004). Nesse sentido, o fato de que o 

AU seja capaz de prevenir diversos mecanismos de morte neuronal e atua 

através de diferentes vias de sinalização intracelulares, torna este 

composto mais interessante para o tratamento de doenças associadas a 

processos neurodegenerativos e o TDM. 
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Figura 7.11: Mecanismo citoprotetor do AU frente a citotoxicidade induzida 

pela corticosterona em células HT22 

A incubação de células HT22 com 50 µM corticosterona (A) durante 24 h ativa 

GR (B) e desencadeia mecanismos de morte celular relacionados, em parte, com 

a apoptose e autofagia. 2,5 µM RU486 é capaz de inibir a ativação de GR (C). 

Não se sabe ainda se o AU modula a atividade de GR (D). A corticosterona induz 

mecanismos de morte por apoptose, o qual foi prevenido pelo AU (E). A 

corticosterona reduz os níveis de fosforilação de JNK e ERK1/2 após 3 h de 

incubação em células HT22. O AU foi capaz de prevenir unicamente a redução 

dos níveis de fosforilação de ERK1/2 (F). O efeito neuroprotetor do AU está 

mediado, pelo menos em parte, da ativação de PKA, PKC e CaMKII (G). Além 

disso, o AU foi capaz de prevenir o aumento da formação de autolisossomos 

sugestivos de processos de autofagia induzidos pela corticosterona (H). Estudos 

prévios realizados em camundongos demonstraram que a administração crônica 

dos animais com AU (0,1 mg/kg, p.o.) além de prevenir o fenótipo tipo-

depressivo dos animais, foi capaz de equilibrar os níveis de RNAm de proteínas 

pró vs anti-apoptóticas no hipocampo destes animais, o que sugere que no nosso 
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modelo o AU também esteja atuando mediante este mecanismo (I). Em conjunto, 

o AU foi capaz de ativar vias de sinalização relacionadas com a proliferação e de 

inibir a apoptose e morte celular por autofagia induzidos pela corticosterona, o 

que promoveu a sobrevivência das células HT22. Abreviaturas: ácido ursólico, 

AU; proteína X associada à Bcl-2, bax; Proteína 2 de linfoma de células B, bcl-

2; proteína cinase II dependente de Ca+2/calmodulina II, CaMKII; proteína 

cinase c-Jun NH2-terminal, JNK; proteína cinase regulada por sinal 

extracelular, ERK; proteína cinase A, PKA; proteína cinase C, PKC; receptor de 

glicocorticoide, GR. Fonte: Autor. A figura foi produzida pelo autor com 

permissão usando “Servier Medical Art” (http://www.servier.com/Powerpoint-

image-bank) 
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8. DISCUSSÃO GERAL 

 

Estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa 

demonstraram pela primeira vez os efeitos tipo-antidepressivos do AU em 

camundongos submetidos a diversos modelos preditivos ou indutores do 

fenotipo tipo-depressivo como o ECI e a administração crônica de 

corticosterona. Estes efeitos parecem estar mediados, pelo menos em 

parte, da ativação e modulação da neurotransmissão serotoninérgica, 

noradrenérgica e dopaminérgica (MACHADO et al., 2012; COLLA et 

al., 2014). A partir destas evidências, nos questionamos inicialmente 

quais seriam as vias intracelulares de sinalização que participam do efeito 

tipo-antidepressivo do AU em camundongos.  

A literatura reporta que o mecanismo de ação dos compostos 

antidepressivos pode estar associado com a modulação de vias de 

sinalização intracelulares relacionadas com a neuroplasticidade e a 

sobrevivência de neurônios. Estes mecanismos seriam responsáveis, em 

parte, dos efeitos adaptativos que desencadeiam os fármacos 

antidepressivos na remissão de sintomas (POPOLI et al., 2000; NICIU et 

al., 2013). Entre os componentes que participam destas vias de transdução 

de sinais, destacamos principalmente o papel das proteínas cinases como 

a PKC, PKA, CaMKII, MEK/ERK1/2 e PI3K na fisiopatologia do TDM 

e nos mecanismos envolvidos na resposta aos antidepressivos (POPOLI 

et al., 2000). Assim, diversos estudos já vêm reforçando esta hipótese e 

demonstraram a contribuição da atividade de PKC, PKA, CaMKII, 

MEK/ERK1/2 e PI3K, por exemplo, no efeito tipo-antidepressivo do 

zinco (MANOSSO, MORETTI, RIBEIRO, et al., 2015), do ácido ferúlico 

(ZENI et al., 2012) e da creatina (CUNHA et al., 2014). De acordo com 
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estas evidencias, o nosso trabalho demonstra pela primeira vez que o 

efeito tipo-antidepressivo do AU no TSC em camundongos parece estar 

mediado, pelo menos em parte, pela ativação de PKC, PKA, CaMKII, 

MEK/ERK1/2. Em contraste com observado com compostos de ação 

tipo-antidepressiva rápida como a creatina, o zinco e o ácido fólico, o 

efeito anti-imobilidade do AU não requer da ativação de PI3K (BUDNI, 

LOBATO, BINFARÉ, et al., 2012; MANOSSO, MORETTI, RIBEIRO, 

et al., 2015; CUNHA et al., 2016; PAZINI et al., 2016).  

O nosso estudo não permitiu evidenciar o papel de DARPP-32 

no efeito tipo-antidepressivo do AU no TSC em camundongos sendo que 

o nível desta enzima estava reduzido, entretanto a taxa de fosforilação do 

resíduo Thr75 de DARPP-32 foi similar no hipocampo de camundongos 

tratados com AU ou veículo. Uma limitação do nosso trabalho do 

Capítulo I está relacionada com a ausência de estudos bioquímicos que 

verifiquem a inibição das proteínas cinases mencionadas anteriormente 

no cérebro dos camundongos. A pesar deste fato, devemos destacar a 

eficiência (ALMEIDA et al., 2006; BUDNI, LOBATO, BINFARE, et al., 

2012; CUNHA et al., 2014; RIEGER et al., 2014; MANOSSO, 

MORETTI, RIBEIRO, et al., 2015; CUNHA et al., 2016; GONCALVES 

et al., 2016; PINTO BROD et al., 2017) e a seletividade (HERBERT et 

al., 1990; DUDLEY et al., 1995; FAVATA et al., 1998; DAVIES et al., 

2000; MURRAY, 2008) destes inibidores farmacológicos em prevenir a 

ação tipo-antidepressiva de diversos agentes. Além disso, de acordo com 

estudos prévios que utilizaram as mesmas doses, a administração i.c.v. 

destes inibidores não alterou a atividade locomotora dos animais 

(ALMEIDA et al., 2006; BUDNI, LOBATO, BINFARE, et al., 2012; 

CUNHA et al., 2014; RIEGER et al., 2014; MANOSSO, MORETTI, 
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RIBEIRO, et al., 2015; CUNHA et al., 2016; GONCALVES et al., 2016; 

PINTO BROD et al., 2017), o que nos permite descartar possíveis efeitos 

inespecíficos no TSC. 

O nosso trabalho também demonstrou que a indução de HO-1 é 

requerida, pelo menos em parte, pelo AU para exercer um efeito tipo-

antidepressivo no TSC. A literatura sugere que, a ativação de HO-1 

poderia ser mediada em parte, pela ativação de PKC e MEK/ERK1/2, um 

dado interessante considerando que o AU parece também necessitar da 

ativação destas proteínas cinases para exercer um efeito tipo-

antidepressivo. A ativação e indução de HO-1 parece estar envolvida em 

outros efeitos neuroprotetores do AU (LI et al., 2013; WANG et al., 

2016). Assim como observado com o AU, diversos compostos de ação 

tipo-antidepressiva em camundongos parecem modular a atividade de 

HO-1 (BETTIO et al., 2014; MORETTI et al., 2014; CUNHA et al., 

2016; FREITAS et al., 2016).  

Dados na literatura têm indicado que a ativação de PKA, PKC, 

MEK/ERK1/2, CaMKII e HO-1 podem convergir na ativação de CREB 

(POPOLI et al., 2000; KRÖNKE et al., 2003; DI BENEDETTO et al., 

2007), um fator de transcrição que modula, entre outros, a expressão e a 

produção de neurotrofinas (FIENBERG e GREENGARD, 2000; 

POPOLI et al., 2000; QI et al., 2014). Assim, o aumento de fatores 

neurotróficos já foi correlacionado com mecanismos de proliferação e 

sobrevivência celular. De fato, a ação de diversos compostos 

antidepressivos parece envolver estas vias de sinalização celular 

(SCHMIDT et al., 2008) e promover efeitos neuroprotetores frente a 

disfunção neurotrófica e a neurotoxicidade presente em tecidos como 

hipocampo de pacientes com TDM (HASHIMOTO et al., 2004; DURIC 
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e DUMAN, 2013). Portanto, o fato de que o AU tenha a capacidade de 

modular estas vias de sinalização envolvidas na neuroplasticidade e 

sobrevivência celular, nos fez questionar o potencial neuroprotetor do AU 

frente a citotoxicidade da corticosterona. Uma evidência que reforça a 

nossa hipótese reside no fato de que o AU já tem apresentado um efeito 

tipo-antidepressivo e anti-estresse em modelos animais e in vitro, além de 

um potencial neuroprotetor frente a diversos insultos neurotóxicos 

(COLLA, 2015). 

Para responder a esta pergunta, nós utilizamos um modelo in vitro 

que mimetiza o efeito citotóxico da corticosterona em células HT22. O 

emprego destas células é um dos pontos mais fortes do nosso modelo 

experimental, sendo que as células HT22 são derivadas de hipocampo de 

camundongos, expressam receptores específicos para glicocorticóides e 

são especialmente responsivas e sensíveis aos efeitos citotóxicos da 

corticosterona (BEHL, et al., 1997; XU et al., 2011; XU et al., 2013; 

FREITAS et al., 2015; ZHENG et al., 2015). Ainda, a inibição do efeito 

citotóxico da corticosterona exercido pelo RU486 (antagonista 

competitivo de GR) nos permitiu comprovar que a ativação de GR parece 

mediar, em parte, os efeitos da corticosterona nas células HT22 (BEHL 

et al., 1997; FREITAS et al., 2015) 

Um dos resultados mais importantes do nosso trabalho foi observar 

que o AU exerce efeitos citoprotetores frente à citotoxicidade induzida 

pela corticosterona em células da linhagem HT22. Em concordância com 

estudos da literatura, o AU exerceu efeitos citoprotetores frente à 

citotoxicidade induzida pela corticosterona em uma faixa de concentração 

(5-15 µM) (SHIH et al., 2004) e com o mesmo tempo de incubação (48 h) 

observados em trabalhos prévios (HEO et al., 2002; HONG et al., 2012).  
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Um estudo prévio do nosso grupo tinha demonstrado que a 

administração crônica de AU em camundongos foi capaz de prevenir o 

aumento da expressão de bax e aumentou a razão da expressão de proteínas 

anti versus pró-apoptóticas (bcl-2/bax) no hipocampo de camundongos 

submetidos a um protocolo de ECI (COLLA, 2015). Os nossos resultados 

do modelo in vitro reforçam estes achados se consideramos que o AU foi 

capaz de prevenir a morte celular por apoptose induzida pela 

corticosterona. Ainda, o AU foi capaz de prevenir a formação de vesículas 

ácidas, o qual indica a inibição de mecanismos de autofagia aumentados 

nas células expostas à corticosterona. Contudo, não podemos afirmar no 

nosso trabalho se ocorreram mecanismos de autofagia devido à ausência 

de uma confirmação bioquímica das proteínas envolvidas neste processo.  

Assim como observado no efeito tipo-antidepressivo, o efeito 

citoprotetor do AU frente a citotoxicidade induzida pela corticosterona em 

células HT22 parece depender, pelo menos em parte, da ativação de PKA, 

PKC, ERK1/2 e CaMKII. Todavia, no nosso estudo in vitro observamos 

que o imunoconteúdo de HO-1 foi similar em todos os tratamentos. Ainda, 

deve ser destacado que a ausência de um estudo que utilize moduladores 

específicos da atividade de HO-1 foi uma limitação importante para 

determinar a participação desta enzima no efeito citoprotetor do AU frente 

a citotoxicidade induzida pela corticosterona.  

Um dado interessante foi a ausência da participação da PI3K tanto 

no efeito tipo-antidepressivo do AU nos camundongos submetidos ao TSC 

quanto no efeito citoprotetor do AU frente a citotoxicidade induzida pela 

corticosterona. Estas evidências parecem indicar que o AU parece não 

modular a via de sinalização dependente de PI3K para exercer um efeito 

tipo-antidepressivo e citoprotetor. 
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Finalmente, deve ser destacado que os nossos resultados sugerem 

que o AU poderia estar ativando diversas vias de sinalização intracelular e 

que estas, por sua vez, poderiam estar sendo moduladas entre si. 

Entretanto, não devemos descartar também a possibilidade de que o AU 

possa atuar individualmente em cada uma destas proteínas cinase e assim, 

exercer efeitos pleiotrópicos sobre diversas vias de sinalização. Sendo 

assim, a capacidade do AU em atuar sobre diferentes vias de sinalização 

intracelulares resulta de interesse para o seu estudo no tratamento de 

doenças neurodegenerativas e em transtornos psiquiátricos como o TDM. 

Considerando estas evidencias, a principal contribuição do nosso 

trabalho é que: o AU exerce um efeito tipo-antidepressivo no TSC em 

camundongos e um efeito citoprotetor frente a citotoxicidade induzida pela 

corticosterona em células HT22, os quais dependem, pelo menos em parte, 

da ativação de PKA, PKC, ERK1/2 e CaMKII mas não da ativação de 

PI3K. Ainda, o efeito tipo-antidepressivo do AU parece também depender 

da atividade de HO-1. Esta conclusão deriva das seguintes evidencias: a) 

os inibidores de PKA, PKC e CaMKII (H-89, queleritrina e KN-62) 

aboliram o efeito tipo antidepressivo do AU no TSC em camundongos e o 

efeito citoprotetor frente a citotoxicidade induzida pela corticosterona em 

células HT22, b) os inibidores de MEK/ERK1/2 (PD98059 e U0126) 

inibiram o efeito tipo antidepressivo do AU no TSC em camundongos, c) 

inibidores de PI3K (wortmanina e LY294002) não preveniram o efeito 

tipo-antidepressivo em camundongos submetidos ao TSC e também o 

LY294002 o efeito citoprotetor do AU frente à citotoxicidade da 

corticosterona em células HT22, d) a incubação de células HT22 com AU 

reverteu os níveis de fosforilação de ERK1/2 reduzidos nas células HT22 

incubadas com corticosterona, e) o efeito tipo antidepressivo do AU no 
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TSC em camundongos foi abolido por um inibidor de HO-1 (PPZn), f) a 

combinação de doses sub-efetivas de PPCo (indutor de HO-1) junto com 

doses sub-efetivas de AU exerceu um efeito tipo-antidepressivo no TSC 

em camundongos e, g) o AU (assim como a PPCo) induziu um incremento 

do imunoconteúdo de HO-1 no hipocampo dos camundongos mas não 

alterou o nível de HO-1 nas células HT22 expostas à citotoxicidade 

induzida pela corticosterona. 

Figura 8.1: Resumo esquematizado dos principais achados do presente 

trabalho 

AU exerce efeitos tipo-antidepressivos em testes preditivos de atividade 

antidepressiva que dependem da ativação de proteínas cinase envolvidas na 

proliferação e sobrevivência celular assim como da ativação de HO-1, uma 

enzima envolvida em mecanismos antioxidantes. Estas mesmas proteínas cinase 

estão envolvidas no efeito citoprotetor do AU testado em células HT22 derivadas 

de hipocampo de camundongos expostas à corticosterona. Abreviaturas: ácido 

ursólico, AU; corticosterona, Cort; proteína cinase regulada por sinal 

extracelular, ERK; proteína cinase A, PKA; proteína cinase C, PKC; proteína 

cinase ativada por mitógeno, MEK; proteína cinase II dependente de 

Ca+2/calmodulina II, CaMKII; heme oxigenasse 1; HO-1. A figura foi produzida 

pelo autor com permissão usando “Mind the Graph” (www.mindthegraph.com) 
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9. CONCLUSÃO 

 

• O efeito tipo-antidepressivo do AU em camundongos no TSC 

depende em parte da ativação de proteínas cinases PKA, PKC, MEK 

1/2 e CaMKII assim como da enzima HO-1, mas não da atividade de 

PI3K. 

• O AU exerce um efeito citoprotetor frente à citotoxicidade e à 

apoptose induzido pela corticosterona em células HT22 que depende, 

pelo menos em parte, da ativação de PKA, PKC, ERK1/2 e CaMKII, 

mas não de PI3K ou HO-1. 

• Em concentrações altas, o AU induz efeitos citotóxicos e reduz da 

viabilidade de células HT22. 
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10. PERSPECTIVAS 

 

• Investigar o papel de proteínas neurotróficas e envolvidas na 

plasticidade sináptica sobre o efeito citoprotetor do AU frente à 

citotoxicidade induzida pela corticosterona in vitro. 

• Investigar o efeito neuroprotetor do AU em um modelo ex vivo frente 

à citotoxicidade induzida pela corticosterona. 

• Avaliar o efeito do AU sobre mecanismos de autofagia relacionados 

com a citotoxicidade da corticosterona em células HT22. 

• Avaliar a interação entre o AU e o GR em um modelo in silico e in 

vitro. 

• Analisar o efeito antioxidante do AU sobre o fenótipo tipo-depressivo 

em camundongos submetidos ao protocolo de estresse crônico. 
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12. APÊNDICE 

Tabela 2: Anticorpos utilizados nesta Tese 
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13. ANEXO 

Protocolo CEUA para as metodologias in vivo empregadas nesta Tese 

 

 


