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Resumo

O zinco € um metal presente em altas concentracOes no sistema nervoso central,
mas seu papel fisiolégico ainda ndo é muito bem compreendido. O zinco estd diminuido no
plasma de individuos deprimidos e possui um efeito antidepressivo no teste do nado
for¢cado (TNF) em ratos e camundongos. Neste estudo o tratamento de camundongos com
cloreto de zinco produziu um efeito antidepressivo no TNF na dose de 30 mg/kg
intraperitoneal (i.p.) e este efeito foi confirmado nas doses de 10 e 30 mg/kg, i.p. no teste da
suspensdo da cauda. O efeito antidepressivo do cloreto de zinco no TNF também foi
observado através da sua administragao pela via intracerebroventricular nas doses de 0,05 e
0,1 pg/sitio. O tratamento dos camundongos com cloreto de zinco nas doses de 5 e 30
mg/kg, i.p. diminuiu a locomog¢ao no teste do campo aberto. O efeito antidepressivo do
cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF foi prevenido pela administragdo prévia de GMP
(100 mg/kg, i.p.), acido ascorbico (100 mg/kg, i.p.), L-arginina (750 mg/kg, i.p.), SNAP
(25 ug/sitio, i.c.v.), prazosim (62,5 pug/kg, i.p.), ioimbina (I mg/kg, i.p.), naloxona (I
mg/kg, 1.p.), PCPA (100 mg/kg, 1.p., por 4 dias consecutivos) e cafeina (3 mg/kg, i.p.), mas
nao pela D-arginina (750 mg/kg, i.p.). O tratamento dos camundongos com cloreto de zinco
(30 mg/kg, i.p.) mais imipramina (15 mg/kg, i.p.) produziu um efeito antidepressivo maior
que as duas drogas individualmente, mas o tratamento com cloreto de zinco mais MK-801
(0,01 mg/kg, i.p.) ndo produziu um efeito maior que o do zinco ou do MK-801
isoladamente. O pré-tratamento com uma dose sub-ativa de cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p.)
preveniu o efeito antidepressivo do MK-801 (0,01 mg/kg, i.p.), cetamina (5 mg/kg, 1.p.),
GMP (50 mg/kg, i.p.), L-arginina (500 mg/kg, i.p.), L-NNA (3 mg/kg, i.p.), mas ndo o da
imipramina (15 mg/kg, i.p.) ou da fluoxetina (32 mg/kg, i.p.). O pré-tratamento dos
camundongos com cloreto de zinco numa dose sub-ativa (5 mg/kg, i.p.) foi capaz de
potencializar o efeito antidepressivo de doses inativas de pindolol (32 mg/kg, i.p.), DOI (1
mg/kg, i.p.) e fluoxetina (10 mg/kg, i.p.), mas ndo o do 8-OH-DPAT (1 mg/kg, i.p.), NAN-
190 (0,5 mg/kg, i.p.), isamoltane (0,1 mg/kg, i.p.), cetanserina (4 mg/kg, i.p.) ou ritanserina
(5 mg/kg, i.p.). Estes resultados sugerem o envolvimento do sistema glutamatérgico
(receptores NMDA), da via da L-arginina-6xido nitrico, do sistema serotonérgico
(receptores 5-HT 5 e 5-HT3), do sistema noradrenérgico (receptores 0-; € 0-;), além dos
sistemas opidide e adenosinérgico no efeito antidepressivo do cloreto de zinco no TNF. Os
resultados sugerem também um sinergismo entre o efeito antidepressivo do zinco e o da
fluoxetina e imipramina.

Apoio Financeiro: CAPES e CNPq
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Abstract

Zinc is a metal present at high concentrations in the central nervous system but the
physiological roles for zinc are not well established. It has been demonstrated that zinc is
present at low blood concentrations in depressed patients and that chronic and acute
treatments with zinc produce antidepressant-like effect in rodents in the forced swimming
test (FST). Similar results were found in the FST in this study since zinc chloride, at a dose
of 30 mg/kg, intraperitoneal (i.p.), significantly decreased the immobility time in this test,
and in the dose range of 10-30 mg/kg, i.p., reduced the immobility time in the TST. The
administration of zinc chloride by the intracerebroventricular route (0.05 e 0.1 pg/site) also
produced a reduction in the immobility time in the FST. Zinc chloride (5-30 mg/kg, i.p.)
also caused a significant reduction in the number of crossings in the open-field test. The
anti-immobility effect of zinc chloride (30 mg/kg, i.p.) was completely prevented by pre-
treatment of animals with ascorbic acid (100 mg/kg, i.p.), GMP (100 mg/kg, i.p.), L-
arginine (750 mg/kg, i.p.), SNAP (25 ug/site, i.c.v.), prazosin (62.5 ug/kg, i.p.), yohimbine
(1 mg/kg, i.p.), naloxone (1 mg/kg, i.p.), PCPA (100 mg/kg, i.p., for 4 consecutive days)
and cafeine (3 mg/kg, i.p.), but not with D-arginine (750 mg/kg, i.p.). The immobility time
of mice treated with zinc chloride (30 mg/kg, i.p.) plus MK-801 (0.01 mg/kg, i.p.) was not
significantly different from the result obtained with zinc chloride or MK-801 alone; by
contrast, zinc chloride plus imipramine (15 mg/kg, i.p.) produced a greater effect in the FST
than administration of either drug alone. The pre-treatment with a sub-active dose (5
mg/kg) of zinc chloride completely prevented the anti-immobility effect of MK-801 (0.01
mg/kg, i.p.), ketamine (5 mg/kg, i.p.), GMP (50 mg/kg, i.p.), L-arginine (500 mg/kg, i.p.) or
L-NNA (3 mg/kg, i.p.). However, the same treatment with zinc chloride did not alter the
anti-immobility effect of fluoxetine (32 mg/kg, i.p.) or imipramine. The pre-treatment with
a sub-active dose (5 mg/kg) of zinc chloride significantly enhanced the antidepressant-like
effect of sub-effective doses of pindolol (32 mg/kg, i.p.), DOI (1 mg/kg, i.p.) or fluoxetine
(10 mg/kg, i.p.), but failed to decrease immobility time when administered in combination
with 8-OH-DPAT (1 mg/kg, i.p.), NAN-190 (0,5 mg/kg, i.p.), isamoltane (0,1 mg/kg, i.p.),
ketanserin (4 mg/kg, i.p.) or ritanserin (5 mg/kg, i.p.). Taken together, the results
demonstrate that zinc’s antidepressant-like effects in the FST seem to be mediated by the
glutamatergic system (NMDA receptors), L-arginine-nitric oxide pathway, serotonergic
sytem (5-HT;5 e 5-HT,; receptors), noradrenergic system (0-; € O, receptors), opioid and
the adenosinergic systems. Furthermore, the potentiation of the antidepressant-like effect of
fluoxetine and imipramine by zinc chloride might have potential therapeutic value.
Financial support: CAPES e CNPq
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1. Introducao

1.1. Depressao

H4 muito tempo a depressao vem sendo descrita. Desde Hipdcrates, por volta do ano
400 antes de Cristo, a depressao ja era conhecida como melancolia, e jad nestes tempos, 0s
sintomas principais da doenca eram reconhecidos, da mesma forma como hoje em dia
(Cordas, 2002).

A depressdo é um grande problema de sadde publica. E uma doenca onipresente e
caracterizada por manifestagdes e sintomas similares em diferentes paises, grupos culturais
ou status sécio-econdmico (Spiegel, 1996).

A média de idade para o diagndstico de depressdo caiu marcantemente nos dltimos
anos: da faixa de 40 a 50 anos, para 25 a 35 anos de vida (Nemeroff e Owens, 2002). A
depressdo pode se desenvolver no inicio da vida e durar até o seu fim, prejudicando as
ocupacdes e papéis sociais dos individuos acometidos pela doenca e afetando a qualidade de
suas vidas (Weissman et al., 1988; Spiegel, 1996). Sua prevaléncia é alarmante na sociedade
atual, com uma estimativa durante o curso da vida de 4,4 a 19,6% (Angst, 1992) e com um
indice de suicidio entre os deprimidos de 15% (Musselman et al., 1998). Apesar de sua alta
prevaléncia atual, em servicos de cuidados primadrios e outros servicos médicos gerais, 30% a
50% dos casos de depressao nao siao diagnosticados. Este sub-diagndstico da depressao se
deve, entre outros motivos, ao despreparo ou falta de tempo dos médicos ndo psiquiatras e ao
preconceito em relagdo ao diagndstico e descrenca no tratamento por parte dos pacientes
(Fleck et al., 2003).

Os sintomas clinicos da depressdo podem ser produzidos por doencas neuroldgicas,

induzidos por doencas clinicas ou drogas (depressao secunddria), ou podem ser idiopaticos na



etiologia (depressdo primdria). A depressdo pode ocorrer em um tnico episodio, ou ser uma
doenca recorrente (Goodwin e Jamison, 1990). Deste modo, a depressdo maior se caracteriza
por ser um transtorno heterogéneo, com vdrios sub-tipos e € improvdvel que todos os
sintomas sejam produzidos por disfuncdo em uma unica area cerebral (Lafer, 1998). Apesar
disto, algumas alteracdoes morfolégicas tém sido apontadas em regides especificas do sistema
nervoso central (SNC) na depressdo, como € o caso do hipocampo, cujo tamanho esta
reduzido em individuos deprimidos quando comparado a hipocampos de individuos normais.
Também foram relatadas alteracdes no fluxo sanguineo e no metabolismo da glicose no lobo
frontal e temporal e ginglios da base em individuos com depressdo (Sheline et al., 1996;
Soares e Mann, 1997).

A depressao maior esté classificada dentro dos transtornos do humor, que incluem os
transtornos unipolares (transtornos depressivos) e transtornos bipolares (doenca maniaca
depressiva). Os transtornos unipolares caracterizam-se por ndo apresentarem histéricos de
episddios maniacos como os transtornos bipolares (American Psychiatric Association, 1994).

Os critérios para o diagnéstico da depressdo maior se baseiam em seus sintomas: 1.
Humor deprimido a maior parte do tempo, a maioria dos dias; 2. Diminuicdo marcante no
interesse ou prazer em todas ou quase todas as atividades (anedonia); 3. Aumento ou
diminui¢do marcante de peso ou apetite; 6. Insonia ou hipersdnia quase todos os dias; 5.
Agitacdo ou retardo psicomotor; 6. Fadiga ou falta de energia quase todos os dias; 7.
Sentimentos de culpa ou desvalia excessivos; 8. Diminui¢do na capacidade de concentracio e
pensamento; 9. Pensamentos recorrentes de morte, idéias ou tentativas de suicidio e
sentimentos de desesperanga. Para preencher os critérios de depressdo maior o individuo deve
apresentar: 1) um total de cinco sintomas, com duragdo minima de duas semanas; ii) um entre

os dois primeiros sintomas acima (American Psychiatric Association, 1994).



Além destes sintomas, existem alguns distirbios intimamente associados a depressao,
como os cardiovasculares, cérebro-vasculares, musculo-esqueléticos, metabdlicos,
pulmonares e sintomas como dores cronicas que estdo presentes em aproximadamente 50%
dos pacientes com depressdo (Von Knorring et al., 1984; Kumar et al., 2002), assim como
também distirbio de ansiedade geral, distirbio de ansiedade social, distirbio do panico,
distdrbio obsessivo compulsivo e distirbio de estresse pds-traumatico (Nemeroff e Owens,
2002).

Existe um consenso geral de que a depressdo pode resultar da disfungdo de varios
neurotransmissores ou sistemas metabdlicos. A hipdtese monoaminérgica sugere que a
depressdo resulta de uma deficiéncia de serotonina ou noradrenalina, ou, ainda, de receptores
deficientes (Mann et al., 1996; Wong e Licinio, 2001). Vérios antidepressivos aumentam a
concentragcdo de serotonina ou noradrenalina na fenda sindptica, pois bloqueiam a recaptagdo
de serotonina, noradrenalina ou de ambos os neurotransmissores (Baldessarini, 1996). A
transmissdo dopaminérgica também tem sido implicada na fisiopatologia da depressdao
(Rampello et al., 2000). Entre outros sintomas, as sindromes depressivas sdo caracterizadas
pela perda da capacidade de sentir prazer e pela perda da motivacdo. Os antidepressivos
aumentam a transmissdo dopaminérgica no sistema mesolimbico, a qual € crucial nos
sistemas de motivacao e recompensa (D' Aquila et al., 2000).

Mais recentemente os receptores NMDA e a via da L-arginina-6xido nitrico tém sido
implicadas na fisiopatologia da depressdo. Os individuos deprimidos possuem um nivel
elevado de glutamina plaquetdrio o que sugere uma alteracdo no ciclo do glutamato e
glutamina (Levine et al., 2000). Possuem ainda um aumento na atividade da enzima arginase,
que pode modular a geracdo de 6xido nitrico (NO), e niveis alterados de nitrato no sangue,
sugerindo também uma alteracdo na producdo de NO na depressdo (Suzuki et al., 2001;

Elgiin e Kumbasar, 2000).



Um dado consistente a respeito do envolvimento dos receptores NMDA na patologia
da depressdo vem do fato de que o tratamento com cetamina, um antagonista ndo competitivo
de receptores NMDA, produz uma melhora no quadro de depressao em humanos (Berman et

al., 2000; Kudoh et al., 2002).

1.2. Sistema de neurotransmissores e modulacao da
depressao

O tratamento para a depressdo, com certeza, ja mostra uma grande efetividade. Tanto
a terapia eletroconvulsiva (ECT), quanto certas psicoterapias e medicamentos antidepressivos
tém demonstrado alguma eficdcia no tratamento da depressdao (Nemeroff e Owens, 2002).

A ECT, apesar de antiga, definitivamente ndo esta ultrapassada. Em depressdes graves
com risco de suicidio, com caracteristicas psicéticas e em gestantes, a ECT é uma excelente
opcdo. Atualmente a administracdo € feita de forma ética com pessoal treinado e ambiente
apropriado (Matos e Sousa, 1999). A ECT consiste na passagem de uma corrente elétrica
através do cérebro para produzir uma convulsdo generalizada no SNC sob anestesia e
relaxamento muscular (Isemberg e Zorumski, 2000). Dentre os efeitos conhecidos da ECT, os
principais sdo: aumento da transmissdo dopaminérgica no cortex pré-frontal e estriado
juntamente com uma diminui¢do da sensibilidade dos autoreceptores dopaminérgicos;
aumento da transmissdo serotonérgica e aumento do “binding” de receptores 5-HT, no
cortex; bloqueio muscarinico; inibicdo da potenciacdo a longo prazo (LTP) induzida por
receptores NMDA no hipocampo; desensibilizacdo B-adrenérgica e aumento do turnover de
noradrenalina e da sensibilidade do receptor o;-adrenérgico (Isemberg e Zorumski, 2000).

Os antidepressivos sdo drogas usadas para tratar a depressdo pelas suas agdes

benéficas sobre o humor (Nemeroff e Owens, 2002). Podem também ser utilizados para o



tratamento de outros distirbios como: anorexia nervosa, bulimia, ansiedade, catalepsia,
narcolepsia, déficit de atengdo, hiperatividade, distirbio obsessivo compulsivo, distirbio do
panico, distirbio do estresse pds-traumdtico, enurese, enxaqueca, tabagismo, nauseas
quimioterépicas, dor cronica, ulcera peptidica, urticiria (Matos e Sousa, 1999).

Os antidepressivos podem agir na modulagdo da depressdo inibindo a enzima MAO
(monoamina oxidase), ou sobre os sistemas de recaptacdo das monoaminas (principalmente
noradrenalina e serotonina, € em menor intensidade, dopamina) em conjunto, como € o caso
dos antidepressivos triciclicos. Podem ainda ser inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (ISRS) ou da recaptacdo de noradrenalina (ISRN) (Nemeroff e Owens, 2002).
Contudo a psicoterapia da depressdo necessita avancar em trés aspectos: 1) eficicia: apds 6-8
semanas alguns pacientes nao respondem de maneira alguma ao tratamento e apenas 35-45%
dos individuos tratados com as doses usuais dos antidepressivos mais comuns retornam aos
niveis pré-morbidos, sem nenhum sintoma depressivo (Nemeroff e Owens, 2002), embora um
nimero maior (mais que 80%) mostre respostas parciais (Nestler et al., 2002). ii)
tolerabilidade: A principal varidvel relacionada a ndo adesdo ao tratamento antidepressivo sao
os efeitos colaterais (Sleath et al., 2003; MacGillivray et al., 2003). Os efeitos colaterais mais
freqilientes, que provavelmente sdo decorrentes de efeitos anticolinérgicos, sdo a tontura e
sedacdo, alteracOes cognitivas e comprometimento sub-clinico da memoria. O ganho de peso
¢ induzido principalmente por antidepressivos triciclicos, inibidores da MAO e litio.
Acredita-se que 5 a 20% dos individuos tratados com antidepressivos sofram de hipomania.
Existem ainda os efeitos resultantes do bloqueio muscarinico como boca seca, visdo turva,
constipacdo e dificuldade de urinar (Matos e Sousa, 1999). Os antidepressivos de ultima
geracdo, como os ISRS ou ISRN, ao contrério dos triciclicos e inibidores da MAO, t€m a
vantagem de que sua “overdose” ndo € letal, sdo ainda mais tolerados e ndo produzem efeitos

cardiacos adversos. Entretanto, eles possuem seus proprios efeitos adversos como a disfun¢ao



sexual (Nemeroff e Owens, 2002), dores de cabeca, nduseas e perda de peso (Rudorfer e
Potter, 1989). iii) velocidade do tratamento: A resposta aos antidepressivos nao costuma ser
répida e ocorre entre a segunda e a quarta semana de tratamento (Fleck et al., 2003). Esta
resposta lenta dos antidepressivos atuais faz da acdo rdpida um atributo desejavel aos novos
agentes terapéuticos (Nemeroff e Owens, 2002). Desta forma, estudos pré-clinicos com novos
antidepressivos ou com moduladores da depressao sdo importantes.

Além dos inibidores da recaptacdo de monoaminas e dos inibidores da enzima MAO,
existe uma gama muito grande de drogas com um potencial antidepressivo ou potencial para
modular os efeitos de antidepressivos, em estudos pré-clinicos ou clinicos.

Antagonistas dos receptores 5-HT;s, como o pindolol, aumentam ou aceleram os
efeitos de antidepressivos em estudos pré-clinicos e clinicos (Artigas et al., 2001). A
administracdo prévia de pindolol também foi capaz de aumentar o efeito dos ISRS em ratos,
mas ndo alterou o efeito dos antidepressivos triciclicos (Redrobe et al., 1996). Por outro lado,
Moser e Sanger (1999) sugeriram que os antagonistas de receptores 5S-HT 5 ndo aumentam ou
diminuem o efeito da fluoxetina (ISRS) ou befloxatone (um inibidor da MAQ) em ratos.

Estudos pré-clinicos em ratos também demonstram que os agonistas 5-HT;4 podem
ser uma possivel alternativa para o tratamento da depressao per se (Cervo e Samanin, 1987),
além de potencializarem o efeito de antidepressivos triciclicos e ISRN, mas ndo da fluoxetina
e outros ISRS (Redrobe et al., 1996).

Foi demonstrado por estudos farmacoldgicos que os antagonistas de receptores 5-HT,
sdo capazes de potencializar, em testes pré-clinicos, o efeito antidepressivo da imipramina
(triciclico) e desipramina (inibidor preferencial da recaptacdao de noradrenalina), mas ndo o
efeito de ISRS, como a fluoxetina ou citalopram em camundongos (Redrobe e Bourin, 1997).
Drogas com ag¢do antagonista sobre receptores 5-HT g e 5-HT3; também potencializaram o

efeito de ISRS em testes pré-clinicos (Redrobe et al., 1996; Redrobe e Bourin, 1997).



Recentemente, a partir de estudos pré-clinicos e clinicos tem sido sugerido que
compostos que reduzem a transmissao nos receptores NMDA sdo antidepressivos, € que o
tratamento com antidepressivos pode, por sua vez, ter um impacto sobre a func¢do dos
receptores NMDA (Skolnick, 1999, 2002; Petrie, 2000). Também foi demonstrado que
inibidores da 6xido nitrico sintase (NOS) exercem efeitos antidepressivos em modelos
animais de depressao (Harkin et al., 1999, 2003; Yildiz et al., 2000; Da Silva et al., 2000;
Volke et al., 2003). Além disso, o tratamento com inibidores da NOS aumenta a liberacdo de
serotonina no cortex frontal de ratos (Smith e Witton, 2000) e a serotonina endégena parece
ser importante para o efeito antidepressivo de inibidores da NOS, como o 7-nitroindazol
(Harkin et al., 2003). Também foi demonstrado em estudos in vitro que o tratamento com
antidepressivos como citalopram, paroxetina e imipramina diminui a atividade da NOS em
hipocampo (Wegener et al., 2003). Além disso, o tratamento com inibidores da guanilato
ciclase solivel, enzima que € ativada pelo NO, produz efeito antidepressivo em modelos
animais (Eroglu e Caglayan, 1997; Heiberg et al., 2002). Porém, o envolvimento da via da L-
arginina-6xido nitrico na depressdo estd longe de ser assim tdo simples, uma vez que o
tratamento com a L-arginina, um precursor do NO (substrato da NOS), também produziu um
efeito antidepressivo em modelos de depressdo em camundongos, sugerindo que o NO pode
ser um modulador dual da depressdo (Da Silva et al., 2000).

Os opidides endogenos também t€ém sido implicados nos transtornos depressivos,
tendo em vista que foi encontrado um aumento no nimero de receptores opidides no SNC de
vitimas de suicidios com depressdo (Gabilondo et al., 1995). Além disso, os antidepressivos
sdo conhecidos por influenciar a liberacdo de peptideos opidides, tais como as B-endorfinas
(Sawynok et al., 2001) e foi demonstrado niveis altos de opidides endégenos e de seus
receptores em dreas limbicas envolvidas na regulacdo do humor (Waksman et al., 1986).

Desta forma, o efeito terapéutico de alguns antidepressivos, principalmente na depressao



severa, poderia estar relacionado com a regulacdo do sistema opidide (Schreiber et al., 2002).
Em um estudo em camundongos foi demonstrado que a naloxona (um antagonista ndo
seletivo de receptores opidides) € capaz de reverter o efeito antidepressivo do extrato
hidroalcodlico de Siphocampylus verticillatus no teste da suspensdo da cauda (Rodrigues et
al., 2002). Outro estudo mais recente mostrou que o antagonista de receptores kappa-opidides
nor-binaltorfimina produz um efeito antidepressivo no teste do nado forcado em ratos (Mague
et al., 2003).

O sistema noradrenérgico estd envolvido em muitos processos fisiologicos e
psicologicos, incluindo a modula¢do do humor (Schramm et al., 2001). Varios estudos t€m
demonstrado alteracdes na transmissdo noradrenérgica na depressdo (Charney, 1998; Wong e
Licinio, 2001). Deste modo, a noradrenalina tem um papel importante na fisiopatologia da
depressdo e no mecanismo de acdo de drogas antidepressivas (Charney, 1998; Ressler e
Nemeroff, 1999, 2000). O antagonismo dos receptores 0p-adrenérgicos participa da acao de
compostos com agdo antidepressiva, como no caso da mirtazipina, aumentando a liberacao
noradrenérgica e serotonérgica através de agcdo em auto-receptores ou hetero-receptores
(Gupta et al., 2003). Além disto, os antagonistas de receptores 0p-adrenérgicos possuem um
maior efeito em deprimidos que em individuos normais, aumentando a atividade do eixo
hipofise-pituitdria-adrenal (HPA). A ativacdo de receptores Op-adrenérgicos pos-sindpticos
normalmente inibe o eixo HPA, sugerindo uma hiper-sensibilidade destes receptores em
individuos com depressao (Price et al., 1986). Os receptores o;-adrenérgicos também podem
estar envolvidos no efeito de antidepressivos uma vez que: i) O antagonista prazosim reverte
o efeito antidepressivo de drogas, tais como o extrato de Siphocampylus verticillatus no TNF
em camundongos (Rodrigues et al., 2002). ii) A administracdo cronica de mirtazipina
(inibidor dual da recaptacio de NA e 5-HT) aumenta a responsividade comportamental

(locomogdo e agressividade) e bioquimica dos receptores o,-adrenérgicos (Rogoz et al.,



2002). iii) A reboxetina (ISRN sem nenhuma afinidade por receptores de neurotransmissores)
administrada cronicamente também aumenta a responsividade comportamental (locomog¢ado e
agressividade) dos receptores o;-adrenérgicos (Rogoz e Kolasiewicz, 2001).

Alguns estudos tém proposto que uma fun¢do dopaminérgica reduzida estd
implicada na fisiopatologia da depressao (Rampello et al., 2000; D’Aquila et al., 2000).
Baldessarini (1996) descreve que diferentes compostos que afetam diretamente os niveis de
dopamina ou receptores dopaminérgicos apresentam atividade antidepressiva. O tratamento
com os antidepressivos aumenta a liberacao de dopamina em varias areas do encéfalo (Tanda
et al.,, 1994, 1996; D’Aquila et al., 2000) e aumenta a transmissdo dopaminérgica
principalmente no sistema mesolimbico, induzindo uma melhora nos sintomas da depressao,
tal como a anedonia (Rampello et al., 2000; D’Aquila et al., 2000). Portanto o efeito de
antidepressivos sobre a transmissdo dopaminérgica parece ter um papel importante no seu
efeito terapéutico. Em um recente estudo, foi sugerido que a imobilidade no TNF esta
associada a neurotrasmissao dopaminérgica no cortex pré-frontal medial (Espejo e Minano,
1999).

A adenosina é um outro provavel modulador da depressdo, uma vez que existem
trabalhos sugerindo que ela produz um efeito depressogénico e que antagonistas de receptores
Asa sdo dotados de acdo antidepressiva (Minor et al., 1994; El Yacoubi et al., 2001).
Recentemente também foi demonstrado que a funcdo do receptor A estd comprometida em
plaquetas de pacientes com depressao maior (Berk et al., 2001), o que sugere o envolvimento
da adenosina na depress@ao. O nosso grupo mostrou que a adenosina, assim como o0s
agonistas de receptores A; e A; produzem acdo antidepressiva no TNF em camundongos

(Kaster et al., 2003).



Ainda € sugerido na literatura que antagonistas da substincia P (Maubach et al., 1999)
e antagonistas de receptores do fator liberador de corticotrofina (CRF) sdo alvos para um
possivel efeito antidepressivo (Nemeroff e Owens, 2002).

As vias de sinalizacdo intracelular da proteina quinase C (PKC), proteina quinase A
(PKA) e proteina quinase dependente de calcio/calmodulina (CaMK-II) também tém sido
implicadas na acdo de antidepressivos. O tratamento com varios antidepressivos altera a
translocacdo destas proteinas reguladas por segundos mensageiros, provocando uma alteragao
no nivel de fosforilacido de seus substratos em compartimentos celulares diferentes (Popoli et
al., 2000).

Por dltimo, tem se sugerido que as vias de sinalizacdo celular envolvendo a
sobrevivéncia e morte celular estdo envolvidas nas agdes dos antidepressivos, incluindo a
proteina de ligagdo responsiva ao AMPc (CREB), fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), a proteina antiapoptética Bcl-2 e proteinas quinases ativadas por mitdgenos
(MAPKSs), o que poderia explicar o retardo no efeito dos antidepressivos de 6 a 8 semanas
(Manji et al., 2001). De fato, medicamentos com diferentes mecanismos de acdo utilizados
para o tratamento da depressdo como a fluoxetina (Sanchez et al., 2001), cetamina (Engelhard
et al., 2003; Proescholdt et al., 2001), valproato (Mora et al., 1999) e o litio (Chuang et al.,
2002) possuem propriedades neuroprotetoras, influenciando no processo de morte neuronal.
Virias drogas com ac¢do antidepressiva em modelos animais (Cervo e Samanin, 1987; Eckeli
et al., 2000; Kroczka et al., 2001; Zomkowski et al., 2002; Harkin et al., 2003) também
possuem um efeito neuroprotetor, como a agmatina (Olmos et al., 1999), o GMP (Malcon et
al., 1997), o zinco (Dominguez et al., 2003), o 7-nitroindazol (Castagnoli et al., 1999) e o 8-

OH-DPAT (Melena et al., 2000).
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1.3. Zinco e depressao

O zinco € um metal de transi¢do essencial aos seres humanos, sendo seu consumo
necessdrio na dieta. Mais de 300 enzimas necessitam deste metal para exercer suas funcoes,
pois ele pode ter uma fungdo catalitica, co-ativa (ou co-catalitica) ou estrutural. Ele &
essencial para a replicacdo e transcricdo do DNA e, por isso, influencia poderosamente na
divisdo e diferenciagdo celular. A privacdo de zinco estd relacionada a déficits cognitivos em
tarefas de atencdo visual e memoria de curto prazo em macacos, bem como deficiéncias de
aprendizagem e discriminagdo visual em ratos (Takeda, 2000).

O zinco estd presente em altas concentracdes no SNC, particularmente nas fibras
musgosas do hipocampo (Choi e Koh, 1998; Barafiano et al., 2001). Aproximadamente 90%
do zinco no encéfalo esta presente junto as metaloproteinas (Takeda, 2000), porém este metal
também é estocado em vesiculas sindpticas e liberado nas terminacdes nervosas centrais,
mediante despolarizacido (Choi e Koh, 1998; Barafnano et al., 2001). Ele produz uma grande
variedade de efeitos neuromodulatérios, sendo a inibicdo do receptor glutamatérgico NMDA
um de seus efeitos mais proeminentes (Choi e Koh, 1998). Ele inibe os receptores NMDA
por um mecanismo voltagem-dependente similar ao do magnésio, e por meio de um
mecanismo independente de voltagem em um sitio distinto (Christine e Choi, 1990). Tem
sido demonstrado também que o zinco inibe a NOS constitutiva do encéfalo (Mittal et al.,
1995). Ap6s ser liberado, o zinco € captado, pré e pds-sinapticamente (Howell et al., 1984)
usando canais i6nicos (Koh e Choi, 1994) ou transportadores protéicos especificos (Palmiter
et al., 1996) e eventualmente recarregados em vesiculas sindpticas (Wenzel et al., 1997).
Dentro das células 30 a 40% do zinco esté localizado no nicleo, 50% no citosol e organelas
citoplasmaéticas e o restante estd associado a proteinas de membrana. O zinco interfere de
acordo com a sua concentra¢do de forma dual na fun¢do da proteina quinase-2 dependente de

célcio/calmodulina (CaMK-II), enquanto niveis baixos do metal ativam a enzima de forma
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independente de Ca®* e calmodulina e inibem a ligacdo de Ca**/calmodulina 2 enzima, altos
niveis de zinco inibem a funcdo CaMK-II (Lengyel et al., 2000). O zinco pode interferir com
os segundos mensageiros AMPc e GMPc, uma vez que parece ser essencial que o zinco esteja
em baixas concentragdes para que ocorra a atividade das fosfodiesterases (PDE) e que altas
concentragdes de zinco inibem a agdo das PDE. O zinco em concentragdes téxicas produz
também ativacdo das MAPKs do tipo ERK em células corticais de camundongos, € em
células epiteliais dos bronquios de humanos, niveis sub-téxicos de zinco provocam ativacao
das ERK, JNK e p38, bem como um aumento na fosforilacdo dos fatores de transcri¢dao Jun e
ATEF-2, os quais sdo substratos para as MAPKSs. O zinco pode também regular a atividade da
PKC. Concentragdes nanomolares de zinco podem ativar a PKC e causar a translocacdo da
enzima para a membrana plasmatica, um evento central na ativacdo da PKC. O zinco pode
ainda estimular a atividade autdnoma da PKC, ou seja, aquela que ocorre na auséncia de co-
fatores ativadores (Beyersmann e Haase, 2001).

O zinco tem uma atuagdo marcante na regulacao da morte celular no sistema nervoso.
Alguns estudos revelam um papel neurotéxico do zinco quando em niveis elevados (Park e
Koh, 1999; Horning et al., 2000) e a sua implicacdo em doengas como o Alzheimer (Bush,
2003). Porém também tem sido demonstrado um papel protetor para o zinco em relagio a
morte neuronal, a0 menos em concentragdes fisioldgicas. O zinco parece proteger os
neuronios durante periodos de alta atividade, suportando a teoria de que a liberacdo sindptica
de zinco, inibindo os receptores NMDA, regula a neurotoxicidade provocada por glutamato
(Dominguez et al., 2003).

Estudos recentes demonstraram que o tratamento agudo e cronico com zinco produz
um efeito antidepressivo em roedores no TNF (Kroczka et al., 2000, 2001; Nowak et al.,
2003b) e no modelo da bulbectomia em ratos (Nowak et al., 2003b). Entretanto, estes estudos

ndo elucidaram os mecanismos envolvendo este efeito antidepressivo do zinco. O papel do
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zinco na modulagdo da depressdo também foi sugerido em alguns estudos clinicos. Foi
demonstrado que o zinco estd presente em baixas concentracdes no plasma de pacientes
deprimidos (Maes et al., 1994, 1997, 1999). Demonstrou-se ainda que o tratamento cronico
com imipramina, citalopram ou choque eletro-convulsivo induziu uma elevacdo nas
concentragdes hipocampais e séricas de zinco em ratos (Nowak e Schlegel-Zawadzka, 1999).
Além disso, foi relatado que o nivel de zinco plasmético em individuos apds a recuperagdo da
depressdo estd aumentado em relagcdo a pacientes deprimidos (MacLoughlin e Hodge, 1990;
Narang et al., 1991) e que existe uma diminui¢do na capacidade do zinco em inibir o
“binding” de [3H]MK—801 no cortex e hipocampo de vitimas de suicidio (Nowak et al.,
2003a). Desta forma, estes resultados sugerem um papel significativo para o zinco na

modulacdo da depressao.

1.4. Modelos animais de depressao

Virios paradigmas tém sido desenvolvidos e sdo instrumentos importantes na
deteccdo de novos compostos com agdo antidepressiva em estudos pré-clinicos. Dois testes
em particular sdo muito tteis pela facilidade do uso, reprodutibilidade dos resultados e por
serem sensiveis ao tratamento agudo com antidepressivos (Cryan et al., 2002): i) O teste do
nado forcado (TNF), descrito por Porsolt et al. (1977) e ii) O teste da suspensdo da cauda
(TSC), um derivado do TNF desenvolvido por Steru et al. (1985).

O TNF e o TSC se baseiam no fato de que os animais submetidos ao estresse lutam
inicialmente com movimentos orientados para a fuga, seguidos de periodos de postura
imovel, quando colocados em um cilindro inescapavel ou quando os animais sdo suspensos

pela cauda (Porsolt et al., 1977; Steru et al., 1985).

13



2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Investigar o mecanismo de agdo antidepressiva do zinco em modelos animais

preditivos de atividade antidepressiva.

2.2. Objetivos especificos

e Verificar o efeito antidepressivo do cloreto de zinco administrado
intraperitonealmente sobre o teste do nado for¢cado e o teste da suspensdo da cauda em
camundongos.

e Investigar o efeito da administragdio do cloreto de =zinco por via
intracerebroventricular sobre o teste do nado forgado.

e Investigar o envolvimento dos sistemas glutamatérgico, adrenérgico, serotonérgico,
opidide, adenosinérgico e a via L-arginina-6xido nitrico na a¢ao do cloreto de zinco
no teste do nado forcado.

e Investigar um possivel efeito modulatério do cloreto de zinco sobre o efeito
antidepressivo de antagonistas NMDA, de moduladores da via da L-arginina-6xido

nitrico e de antidepressivos convencionais (ISRS e triciclicos).
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3. Justificativa

Considerando que: i) o tratamento agudo com zinco produz um efeito antidepressivo em
roedores no teste do nado for¢ado (Kroczka et al., 2000, 2001); ii) que o tratamento cronico
com imipramina, citalopram ou choque eletro-convulsivo induz a uma elevacdo na
concentracdo de zinco plasmético e hipocampal de ratos (Nowak e Schlegel-Zawadzka,
1999); e iii) que o nivel de zinco plasmdtico em pacientes apds a recuperacio da depressdao
estd mais elevado em relagdo a fase anterior ao tratamento (McLoughlin e Hodge, 1990;
Narang et al., 1991), este trabalho tem o objetivo de verificar o efeito antidepressivo do zinco
em modelos animais preditivos de atividade antidepressiva e estudar os possiveis

mecanismos de a¢dao implicados neste efeito.
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4. Materiais e métodos

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss de ambos os sexos, pesando 30-40g (60-80 dias
de idade), mantidos a 22-27°C com livre acesso a dgua e comida, sob um ciclo claro-escuro
de 12:12 h (07:00-19:00h). Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina e mantidos no Biotério Setorial do Departamento de
Bioquimica. Os animais permaneceram no laboratério por um periodo de adaptacdo de pelo
menos 2 h antes da realizacdo dos experimentos.

Todas as manipulagdes foram feitas entre as 8:00 e 17:00 h, sendo cada animal
utilizado somente uma vez. Os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA) e todos os esforcos foram feitos para minimizar o

sofrimento dos animais.

4.2 Drogas e reagentes

Foram utilizados: cloreto de zinco (Merck), acido ascorbico, cafeina, fluoxetina,
guanosinaS' monofosfato (GMP), cetamina, imipramina, iombina, L-arginina, metisergida,
naloxona, p-clorofeilalanina metil ester (PCPA), pindolol, prazosim, cetanserina, S-nitroso-
N-acetilpenicilamina (SNAP), 8-OH-DPAT, NAN-190, ritanserina e DOI (Sigma);

isamoltane (Tocris), NG—nitro—L—arginina (L-NNA) e MK-801 (RBI).

4.3 Tratamento

As drogas utilizadas foram diluidas em solucdo salina (0,9% NaCl) com excecdo do
pindolol, NAN-190 e ritanserina, os quais foram diluidos em salina com 1% de Tween 80. As

drogas foram administradas pela via intraperitoneal (i.p.) em volume de 10 ml/kg de peso
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corporal. O cloreto de zinco foi administrado 30 min antes do TNF, do TSC ou do teste do
campo aberto (TCA). O cloreto de zinco também foi administrado em uma outra série de
experimentos por via intracerebroventricular (i.c.v.), 15 min antes do teste TNF. A
administracdo via i.c.v. foi realizada como descrito por Eckeli et al. (2000). Os camundongos
foram levemente anestesiados com éter. As injecdes foram feitas através da insercdo de uma
agulha conectada por uma canula de propileno a micro-seringa Hamilton de 10 pl,
diretamente no terceiro ventriculo usando-se a bregma como referéncia (1 mm lateral e 1 mm
posterior ao bregma, com uma perfuracdo de 2,4 mm de profundidade). A solugdo salina,
SNAP ou cloreto de zinco foram administrados em volume constante de 5 pl durante 30

segundos, e a canula foi mantida no local da inje¢do por mais 30 segundos.

4.4. Testes comportamentais

4.4.1. Teste do nado forcado (TNF)

Este modelo foi proposto por Porsolt et al. (1977) para o estudo de substancias com
possivel acdo antidepressiva. O modelo se baseia na observacao de que ratos e camundongos
quando for¢ados ao nado numa situacdo da qual eles poderiam escapar, apds um periodo
inicial de agitacdo, adotam uma postura de imobilidade (Porsolt et al., 1977). Um
camundongo € considerado imoével quando ele flutua ou faz movimentos necessarios apenas
para manter sua cabec¢a acima da dgua (ver Figura 1).

O tempo de imobilidade dos camundongos foi avaliado durante um periodo de 6
minutos em um cilindro plastico de 10 cm de didmetro e 24 cm de altura contendo 19 cm de
altura de 4gua a temperatura de 25°C + 1°C (Eckeli et al., 2000; Da Silva et al., 2000,
Zomkowski et al., 2002). Os antidepressivos classicos reduzem o tempo de imobilidade nesse

teste (Porsolt et al., 1977).
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Figura 1. Teste do nado forcado (TNF).
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4.4.2. Teste da suspensao da cauda (TSC)

O tempo total de imobilidade induzida pela suspensdo da cauda foi medido de acordo
com o método de Steru et al. (1985). Os camundongos isolados visualmente e acusticamente
foram suspensos 50 cm acima do ch@o com uma fita adesiva colocada aproximadamente a 1
cm da ponta da cauda. O tempo de imobilidade foi registrado durante 6 minutos (Eckeli et al.,
2000; Zomkowski et al., 2002; Mantovani et al., 2003). Os antidepressivos diminuem o

tempo de imobilidade dos animais neste teste (ver figura 2).

Figura 2. Teste da suspensdo da cauda (TSC).

19



4.4.3. Teste do campo aberto

A locomog¢do dos animais foi medida em um teste do campo aberto como descrito
previamente (Rodrigues et al., 1996). A aparato consiste uma caixa de madeira medindo 40 x
60 x 50 cm. O chdo da arena é dividido em 12 quadrados iguais. O nimero de quadrados
atravessados com todas as patas (cruzamento) foi contado em uma sessao que teve a duragdo

de 6 minutos.

Figura 3. Teste do campo aberto (TCA)
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4.4.4. Protocolos experimentais

4.4.4.1. Curva de dose-resposta do cloreto de zinco

Com a finalidade de investigar o efeito antidepressivo do cloreto de zinco no TNF e
no TSC, os animais receberam inje¢des de salina (grupo controle) ou de cloreto de zinco (5-

30 mg/kg, i.p.). Decorridos 30 minutos, os animais foram submetidos ao TNF ou TSC.

Camundongos Swiss

Salina (10 ml/kg, i.p.) ZnCl; (5-30mg/kg, i.p.)

30 minutos

TNF TNF

Camundongos Swiss

Salina (10 ml/kg, i.p.) ZnCl; (5-30mg/kg, i.p.)

30 minutos

TSC TSC

Alternativamente, para verificar se a administracio intracerebroventricular de cloreto
de zinco produz um efeito antidepressivo, os animais receberdo injecdes de salina (controle)
ou de cloreto de zinco (0,01pg - 1pg/sitio). Decorridos 15 min, os animais foram submetidos

ao TNF.
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Camundongos Swiss

Salina (5ul/sitio, i.c.v.)

ZnCl; (0,01-1pg/sitio, i.c.v., i.p.)

TNF

15 minutos

TNF

4.4.4.2. Analise do mecanismo de acdo antidepressiva do cloreto de zinco através
de estudos farmacolégicos in vivo.

Sistema glutamatérgico

Para verificar o possivel envolvimento dos receptores NMDA na a¢do do cloreto de

zinco no TNF, os camundongos foram pré-tratados com GMP (100 mg/kg, i.p., nucleotidio

que antagoniza algumas ac¢des produzidas por NMDA), ou 4cido ascérbico (100 mg/kg, i.p.,

neuromodulador que age como antagonista de receptores NMDA) ou com salina. Apds 30

minutos os animais receberam o cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) e foram testados no TNF,

30 minutos apoés esta ultima inje¢do (Zomkowski et al., 2002; Mantovani et al., 2003).

Camundongos Swiss

Salina (10 ml/kg,i.p.)

N |

30 minutos

Salina (10 ml/kg,i.p.)

ZnCl, (30 mg/kg, i.p.)

Salina (10 ml/kg,i.p.)

ZnCl; (30 mg/kg, i.p.)

TNF

* GMP (100 mg/kg, i.p.) ou 4cido ascérbico (100 mg/kg, i.p.)

TNF

30 minutos

TNF

TNF
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Para verificar um possivel efeito somatorio do cloreto de zinco/ MK-801 (antagonista
ndo competitivo de receptores NMDA), imipramina (antidepressivo triciclico)/MK-801, ou
cloreto de zinco/imipramina no tempo de imobilidade no TNF, os animais receberam injecdes
contra-laterais via i.p. de salina/salina, imipramina/salina, cloreto de zinco/salina, salina/MK-
801, cloreto de zinco/MK-801, imipramina/MK-801 ou cloreto de zinco/imipramina. O MK-
801 foi injetado 15 minutos antes, enquanto as demais drogas foram injetadas 30 minutos
antes de os animais serem testados no TNF (Eckeli et al., 2000; Zomkowski et al., 2002). Ver

tabela 1.

Tabela 1. Esquema de tratamento para estudo do sinergismo entre cloreto de zinco mais MK-
801 e cloreto de zinco mais imipramina.

Tratamento Dose (mg/kg, i.p.)
Salina / salina -/-

Salina / MK-801 -/0,01
Imipramina / salina 15/ -

Cloreto de zinco / salina 30/ -

Cloreto de zinco / MK-801 30/0,01

Cloreto de zinco /imipramina 30/ 15
Imipramina / MK-801 15/0,01

Via L-arginina-oxido nitrico

Para investigar a participagdo da via L-arginina-6xido nitrico no efeito antidepressivo
do cloreto de zinco no TNF, os camundongos foram pré-tratados com L-arginina, um

precursor do 6xido nitrico (NO) (750 mg/kg, i.p.), € apés 30 min os animais receberam
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cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) ou salina. Decorridos 30 min os animais foram submetidos
a0 TNF. Com a mesma finalidade os animais foram pré-tratados com S-nitroso-N-
acetilpenicilamina (SNAP; 25 pg/sitio, i.c.v., doadora de NO) ou salina. Decorridos 15 min,

os animais receberam cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) ou salina e 30 min depois foram

testados no TNF (Rodrigues et al., 2002; Zomkowski et al., 2002; Mantovani et al., 2003).

Camundongos Swiss
| *

- . 30 minutos (ou Droga
Salina (10 mi/kg,i.p.) 15 minutos) Lg
I 1 I u |
Salina (10 ml/kg,i.p.) ZnCl, (30 mg/kg, i.p.) Salina (10 ml/kg,i.p.) ZnCl, (30 mg/kg, i.p.)
| | 30 minutos | |
TNF, TNF
TNF TNF

*L-arginina (750 mg/kg, i.p.) ou SNAP (25 ug/sitio, i.c.v.)

Modulacdo exercida pelo cloreto de zinco sobre a acdo de antidepressivos no

INF

Uma dose sub-ativa de cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p.) foi administrada 30 min antes
da administragdo intraperitoneal de doses ativas de cetamina (5 mg/kg, antagonista nao
competitivo de receptores NMDA), MK-801 (0,01 mg/kg), GMP (50 mg/kg), L-arginina (500
mg/kg), N®-nitro-L-arginina (L-NNA, 3 mg/kg, inibidora da NOS), imipramina (15 mg/kg)
ou fluoxetina (32 mg/kg, ISRS), a fim de investigar uma possivel modulaciao do cloreto de
zinco sobre a acdo antidepressiva destes compostos. Um intervalo de 30 min foi dado antes

de os animais serem submetidos ao TNF.
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Camundongos Swiss

Salina (10 ml/kg,i.p.)

30 minutos

ZnCl, (5

mg/kg, i.p.)
|

Salina (10 ml/kg,i.p.)

Drogas

Salina (10 ml/kg,i.p.)

Drogas

30 minutos

TNF TNF

TNF

*Drogas: cetamina (5 mg/kg), MK-801 (0,01 mg/kg, i.p.), GMP (50 mg/kg, i.p.), L-arginina
(500 mg/kg, i.p.), NC-nitro-L-arginina (L-NNA, 3 mg/kg, i.p.), imipramina (15 mg/kg, i.p.)
ou fluoxetina (32 mg/kg, i.p.).

Sistema adrenérgico

Com o objetivo de estudar o envolvimento do sistema adrenérgico no efeito
antidepressivo do cloreto de zinco, os animais foram pré-tratados com salina, prazosim (62,5
png/kg, i.p., antagonista o-adrenérgico), ou ioimbina (1 mg/kg, i.p., antagonista 0Op-
adrenérgico) e depois de 15 min os animais receberam injecdes de salina ou cloreto de zinco.

Depois de 30 minutos os animais foram submetidos ao TNF (Zomkowski et al., 2002).

Camundongos Swiss

1
1 1 *k

Salina (10 ml/kg,i.p.) Droga

15 minutos

|

Salina (10 ml/kg,i.p.)

ZnCl; (30 mg/kg, i.p.)

Salina (10 ml/kg,i.p.)

ZnCl; (30 mg/kg, i.p.)

TNF

TNF

30 minutos

TNF

*Prazosim (62,5 pg/kg, i.p.) ou ioimbina (1 mg/kg, i.p.)

TNF
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Sistema serotonérgico

Para investigar o envolvimento do sistema serotonérgico no efeito antidepressivo do
cloreto de zinco os animais foram pré-tratados com o inibidor da sintese de serotonina, p-
clorofenilalanina metil éster (PCPA, 100 mg/kg, i.p., uma vez por dia por 4 dias
consecutivos), conforme descrito anteriormente (Eckeli et al., 2000; Rodrigues et al., 2002).
Quinze minutos apds a ultima injecdo de PCPA, foi realizado o tratamento dos animais com
cloreto de zinco, fluoxetina (32 mg/kg, i.p., controle positivo) ou salina e os animais foram

submetidos ao TNF apés 30 minutos.

Camundongos Swiss
|

* | *
Salina (10 ml/kg,i.p.) PCPA
15 minutos 1
|| L 1 1
Salina (10 ml/kg,i.p.) ZnCl; (30 mg/kg, i.p.) Salina (10 ml/kg,i.p-) ZnCl, (30 mg/kg, i.p.)
| | 30 minutos | |
TNF TNF

TNF TNF

*Salina e PCPA (100 mg/kg, i.p.) injetado por 4 dias consecutivos

Com o objetivo de investigar o envolvimento dos receptores serotonérgicos no
efeito antidepressivo do cloreto de zinco, os animais foram pré-tratados com uma dose
sub-ativa de cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p.) 20 minutos antes de doses inativas de 8-OH-
DPAT (1 mg/kg, i.p., agonista de receptores 5-HT,4), pindolol (32 mg/kg i.p., bloqueador
B-adrenérgico com atividade antagonista 5-HT;5 e 5-HT;g), NAN-190 (0,5 mg/kg, i.p.,
antagonista 5-HT),), isamoltane (0,1 mg/kg, i.p., antagonista 5-HT)p), ou fluoxetina (10

mg/kg, i.p.).
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Camundongos Swiss

Salina (10 ml/kg,i.p.)

ZnCl; (5 mg/kg, i.p.)

20 minutos "
% L
I 1 [ |
Salina (10 ml/kg,i.p.) Drogas Salina (10 ml/kg,i.p.) Drogas
| | 30 minutos | |
TNF TNF

TNF

TNF

*8-OH-DPAT (1 mg/kg, i.p.), pindolol (32 mg/kg i.p.), NAN-190 (0,5 mg/kg, i.p.),
isamoltane (0,1 mg/kg, i.p.) ou fluoxetina (10 mg/kg, i.p.)
Em um outro experimento, o cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p.) foi administrado 20
minutos antes de doses inativas de cetanserina (5 mg/kg, i.p., antagonista de receptores 5-
HT;4 ), ritanserina (4 mg/kg, i.p., antagonista de receptores 5-HT,a/c) ou DOI (1 mg/kg, i.p.,

agonista de receptores 5-HT,), com a finalidade de estudar o envolvimento dos receptores 5-

HT; no efeito antidepressivo do zinco.

Camundongos Swiss

Salina (10 ml/kg,i.p.)

20 minutos ZnCl, (5 m?/kg, i.p.)
1 1k [ 1 k
Salina (10 ml/kg,i.p.) Drogas Salina (10 ml/kg,i.p.) Drogas
| | 30 minutos | |
TNF TNF

TNF

TNF

* cetanserina (5 mg/kg, i.p.), ritanserina (4 mg/kg, i.p.), DOI (1 mg/kg, i.p.)

Sistema opidide

Para verificar o envolvimento do sistema opidide na atividade antidepressiva do
cloreto de zinco, os animais foram pré-tratados com salina ou naloxona (1 mg/kg, i.p.,
antagonista nao seletivo dos receptores opidides). Depois de 15 min os animais receberam
injecdo de cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) ou salina. Decorridos 30 minutos os animais

foram avaliados no TNF (Rodrigues et al., 2002).
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Camundongos Swiss

Salina (10 ml/kg,i.p.)

15 minutos

Naloxona (1 mg/kg,i.p.)

Salina (10 ml/kg,i.p.)

ZnCl; (30 mg/kg, i.p.)

Salina (10 ml/kg,i.p.)

ZnCl, (30 mg/kg, i.p.)

TNF

TNF

Sistema adenosinérgico

30 minutos |

TNF

TNF

Com a finalidade de verificar o envolvimento do sistema adenosinérgico na atividade

antidepressiva do cloreto de zinco, os animais foram pré-tratados com salina ou cafeina (3
mg/kg, i.p., antagonista nao seletivo dos receptores de adenosina). Depois de 30 minutos os

animais receberam inje¢do de cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) ou salina. Decorridos 30

minutos os animais foram avaliados no TNF.

Camundongos Swiss

Salina (10 ml/kg,i.p.)

30 minutos

Cafeina (3 mg/kg,

L

|

Salina (10 ml/kg,i.p.)

ZnCl; (30 mg/kg, i.p.)

Salina (10 ml/kg,i.p.)

ZnCl; (30 mg/kg, i.p.)

TNF

TNF

30 minutos

TNF

TNF

4.5. Analise estatistica

As comparagdes entre os grupos tratados € o controle foram feitas usando analise de
varidncia (ANOVA), seguida do teste post hoc de Duncan quando apropriado. Um valor de

P<0,05 foi considerado significativo.

28



5. Resultados

O tempo de imobilidade no TNF e TSC dos animais tratados com cloreto de zinco
estd mostrado nas Figuras 4A e 4B, respectivamente. A ANOVA de uma via revelou uma
diferenca significativa para o efeito do cloreto de zinco no tempo de imobilidade tanto no
TNF [F(3,26)=13.8; P<0,01] quanto no TSC [F(3,20)=30,5; P<0,01]. O teste de post hoc de
Duncan mostrou que o cloreto de zinco na dose de 30 mg/kg, 1i.p., diminuiu
significativamente o tempo de imobilidade dos animais quando foram testados no TNF e, nas
doses de 10 e 30 mg/kg, i.p., reduziu a imobilidade dos animais no TSC, em comparagdo ao
grupo controle.

A Figura 5 mostra o efeito da administracio de cloreto de zinco por via
intracerebroventricular no tempo de imobilidade no TNF. A ANOVA de uma via revelou
uma diferenca significativa entre os grupos para o efeito do cloreto de zinco no tempo de
imobilidade [F(4,38)=17,78; P<0,01]. O teste post hoc de Duncan indicou que o tratamento
com cloreto de zinco causou uma diminui¢do no tempo de imobilidade dos animais no TNF
nas doses de 0,05 e 0,1ug/sitio.

A ANOVA de uma via indicou uma diferenca significativa entre os grupos tratados
com cloreto de zinco no nuimero de cruzamentos no teste do campo aberto (TCA)
[F(2,21)=38,7; P<0,01]. O teste post hoc de Duncan indicou que houve uma reduciao da
locomocao nos grupos tratados com cloreto de zinco nas doses de 5 e 30 mg/kg, i.p. (Figura

6).
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Figura 4. Efeito da administracdo aguda de cloreto de zinco (5-30 mg/kg, i.p.) no TNF (A) e
no TSC (B). O cloreto de zinco foi administrado 30 minutos antes dos testes. Os valores estao
expressos como média + e.p.m. (n=6-8). **P<0,01 quando comparado com o grupo controle
(C) tratado com salina.
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Figura 5. Efeito da administragdo aguda de cloreto de zinco (0,001-1 pg/sitio, i.c.v.) no
TNF. O cloreto de zinco foi administrado 15 minutos antes do teste. Os valores estdo
expressos como média + e.p.m. (n=6-8). **P<0,01 quando comparado com o grupo controle
(C) tratado com salina.
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Figura 6. Efeito do tratamento com cloreto de zinco no nimero de cruzamento no teste do
campo aberto. Os animais foram tratados com cloreto de zinco ou salina (controle; C) 30
minutos antes do teste. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n=6-8). **P<0,01
quando comparado com o grupo controle (C).
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Sistema glutamatérgico

A Figura 7A mostra o efeito do pré-tratamento com 4cido ascérbico (100 mg/kg, i.p.,
um putativo neuromodulador que antagoniza os receptores NMDA) na redu¢do do tempo de
imobilidade provocada pelo cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas
vias revelou um efeito significativo do pré-tratamento [F(1,37)=41,0; P<0,01], do tratamento
[F(1,37)=23,9; P<0,01] e da interagdo entre o pré-tratamento e o tratamento [F(1,37)=52,9;
P<0,01].

Na Figura 7B pode-se observar os resultados do tratamento com GMP (100 mg/kg,
i.p., nucleotideo conhecido por bloquear algumas acdes provocadas por NMDA) no efeito
antidepressivo provocado por cloreto de zinco. O teste ANOVA de duas vias revelou
diferencas significativas do pré-tratamento [F(1,37)=67,1; P<0,01], do tratamento
[F(1,37)=56,3; P<0,01] e da interacdo entre o pré-tratamento e o tratamento [F(1,37)=38,5;
P<0,01].

Uma andlise post hoc indicou que o efeito antidepressivo do cloreto de zinco (30
mg/kg, i.p.) foi completamente prevenido pelo tratamento dos animais com acido ascérbico e
com GMP.

A Tabela 2 apresenta o efeito do cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.), MK-801 (0,01
mg/kg, i.p., antagonista ndo competitivo de receptores NMDA) e imipramina (15 mg/kg, i.p.,
antidepressivo triciclico) sozinhos ou em combinagdo no tempo de imobilidade no TNF. A
ANOVA de uma via revelou um efeito significativo do tratamento na imobilidade dos
animais submetidos ao TNF [F(9,65)=14,7; P<0,01]. O tempo de imobilidade dos animais
tratados com cloreto de zinco mais MK-801 nado foi diferente do resultado obtido com o
cloreto de zinco ou MK-801 sozinhos. Por outro lado, o tratamento com cloreto de zinco mais

imipramina teve um efeito maior no TNF do que a administragao das drogas isoladamente.
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Figura 7. Efeito do pré-tratamento dos animais com 4cido ascérbico (100 mg/kg, i.p., A), ou
GMP (100 mg/kg, i.p., B), na redu¢do do tempo de imobilidade provocada por cloreto de
zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n=6-11).
**P<0,01 quando comparado com o grupo tratado com salina. #P<0,01 quando comparado
com o grupo tratado com cloreto de zinco e pré-tratado com salina.
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Tabela 2. Efeito do tratamento com cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p), MK-801 (0,01 mg/kg) e
imipramina (15 mg/kg, i.p.) sozinhos ou em combinacdo no TNF.

Tratamento Dose (mg/kg, i.p.) Tempo de imobilidade (seg/6 min)
Salina/salina -/- 260,4 + 8,6

Salina/MK-801 -/0,01 149,3 + 12,7%%*

Imipramina/salina 157/ - 164,7 £ 9,2**

Cloreto de zinco/salina 30/ - 180,7 £ 12,0**

Cloreto de zinco/MK-801 30/0,01 164,1 £16,8%*?

Cloreto de zinco/imipramina 30/ 15 114,3 + 9 4P
Imipramina/MK-801 15/0,01 96,0 + 16,4%*°

A solucdo salina, a imipramina e o cloreto de zinco foram administrados 30 minutos
antes do teste. O MK-801 foi administrado 15 minutos antes do teste. Os valores estdo
expressos como média + e.p.m. (n=7-8).

**P<(),01 vs o controle tratado com salina
*P<0,01 vs imipramina/MK-801 e P<0,05 quando comparado com o grupo cloreto de
zinco/imipramina.

°P<0,01 vs o grupo cloreto de zinco/salina e P<0,05 quando comparado com os
grupos imipramina/salina e cloreto de zinco/MK-801.

‘P<0,01 vs os grupos cloreto de zinco/MK-801, cloreto de zinco/salina,
imipramina/salina e salina/MK-801.

Via da L-arginina-éxido nitrico

Na figura 8A € mostrada a influéncia do pré-tratamento com L-arginina (750 mg/kg,
1.p., precursora do NO) no efeito antidepressivo do cloreto de zinco no TNF. A ANOVA de
duas vias mostrou um efeito significativo do pré-tratamento [F(1,37)=20,2; P<0,01], do
tratamento [F(1,37)=53,4; P<0,01] e da interacdo entre pré-tratamento e tratamento

[F(1,37)=52,2; P<0,01].
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A Figura 8B mostra o efeito do pré-tratamento com D-arginina (750 mg/kg, um
isOmero inativo da L-arginina) no efeito do cloreto de zinco no TNF. A ANOVA de duas vias
revelou efeito significativo do tratamento [F(1,20)=28,41; P<0,01], mas ndao do pré-
tratamento [F(1,20)=0,00; P=0,93] e da interacdo entre pré-tratamento e tratamento
[F(1,20)=0,66; P=0,42].

Pode-se observar na Figura 8C o resultado do tratamento dos camundongos com
SNAP (25 pg/sitio, i.c.v., doadora de NO) no efeito antidepressivos do cloreto de zinco no
TNF. A ANOVA de duas vias revelou diferencas significativas do pré-tratamento
[F(1,20)=6,93; P<0.05], do tratamento [F(1,20)=4,79; P<0,05] e da interacdo entre pré-
tratamento e tratamento [F(1,20)=8,80; P<0,01].

Uma andlise post hoc indicou que o efeito antidepressivo do cloreto de zinco (30
mg/kg, i.p.) no TNF foi completamente prevenido pelo pré-tratamento dos animais com L-

arginina e com SNAP, mas nao com D-arginina.
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Figura 8. Efeito do pré-tratamento dos animais com L-arginina (750 mg/kg, i.p., A), D-
arginina (750 mg/kg, i.p., B) ou SNAP (25 pg/sitio, i.c.v., C) na redug¢do do tempo de
imobilidade provocada pelo cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF. Os valores estdao
expressos como média + e.p.m. (n=6-11). **P<0,01 quando comparado com o grupo tratado
com salina. #P<0,01 quando comparado com o grupo tratado com cloreto de zinco e pré-
tratado com salina.
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Modulagdo exercida pelo cloreto de zinco sobre a acdo de antidepressivos no
TNF

Na figura 9 esta representado o efeito do pré-tratamento dos animais com uma dose
sub-ativa de cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p.) no efeito antidepressivo do MK-801 (0,01
mg/kg, i.p), cetamina (5 mg/kg, i.p., antagonista nao competitivo de receptores NMDA),
GMP (50 mg/kg, i.p.), L-arginina (500 mg/kg, i.p.), L-NNA (3 mg/kg, i.p., inibidor da NO
sintase), fluoxetina (32 mg/kg, i.p., inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina) ou
imipramina (15 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias mostrou que houve um efeito
significativo do pré-tratamento [F(7,108)=19,9; P<0,01], do tratamento [F(7,108)=184,2;
P<0,01] e da interac@o pré-tratamento x tratamento [F(7,108)=9,7; P<0,01]. A andlise post
hoc indicou que o pré-tratamento com cloreto de zinco preveniu completamente o efeito
antidepressivo do MK-801, da cetamina, do GMP, da L-arginina ou da L-NNA, mas ndo

modificou o efeito antidepressivo da fluoxetina ou da imipramina.

38



N W
(3] [=}
o o
1 1 ]
B =3
B =S
B =3
B =S

200 *% *% %% **

150+ *% T T l

1004

Tempo de imobilidade (seg)
[$)]
o
1
_|

Salina MK-801 Cetamina GMP L- Arg L- NNA Fluoxetina Imipramina

Figura 9. Efeito da administragdo de uma dose sub-ativa de cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p.)
na reducdo do tempo de imobilidade provocada pelo MK-801 (0,01 mg/kg, 1.p.), cetamina (5
mg/kg, i.p.), GMP (50 mg/kg, i.p.), L-arginina (500 mg/kg, i.p.), L-NNA (3 mg/kg, i.p.),
fluoxetina (32 mg/kg, i.p.) ou imipramina (15 mg/kg, i.p.) no TNF. As colunas brancas
representam os animais pré-tratados com salina e as colunas listradas representam os animais
pré-tratados com cloreto de zinco 30 minutos antes das drogas (MK-801, cetamina, GMP, L-
arginina, L-NNA, fluoxetina e imipramina). Os valores estdo expressos como média + e.p.m.
(n=8-12). **P<0,01 quando comparado com o grupo tratado com salina. #P<0,01 quando
comparado com o mesmo grupo pré-tratado com salina.
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Sistema adrenérgico

Na Figura 10A verifica-se o efeito do pré-tratamento com prazosim (62,5 ng/kg, i.p,
antagonista de receptores o(;-adrenérgicos) na redugao da imobilidade provocada pelo cloreto
de zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou um efeito do pré-
tratamento [F(1,26)=13,1; P<0,01], do tratamento [F(1,26)=27,9; P<0,01] e da interagdao
entre o pré-tratamento e o tratamento [F(1,26)=17,8; P<0,01].

A Figura 10B mostra os resultados do pré-tratamento com ioimbina (1mg/kg, i.p.,
antagonista de receptores 0p-adrenérgicos) no efeito antidepressivo provocado por cloreto de
zinco no TNF. A ANOVA de duas vias revelou diferengas significativas do pré-tratamento
[F(1,26)=43,2; P<0,01], do tratamento [F(1,26)=29,9; P<0,01] e da interacdo entre o pré-
tratamento e o tratamento [F(1,26)=15,8; P<0,01].

Uma andlise post hoc indicou que o efeito antidepressivo do cloreto de zinco (30
mg/kg, i.p.) foi completamente prevenido pelo pré-tratamento dos animais com prazosim ou

iombina.
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Figura 10. Efeito do pré-tratamento dos animais com prazosim (62,5 ug/kg, i.p., A), ou
ioimbina (1 mg/kg, i.p., B), na redu¢do do tempo de imobilidade provocada pelo cloreto de
zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n=6-11).
**P<0,01 quando comparado com o grupo tratado com salina. #P<0,01 quando comparado
com o grupo tratado com cloreto de zinco e pré-tratado com salina.

Sistema serotonérgico

Na Figura 11 é mostrado o efeito do pré-tratamento com o inibidor da sintese de
serotonina PCPA (100 mg/kg, i.p., 4 dias consecutivos, uma vez ao dia) ou com salina sobre
o tempo de imobilidade dos animais tratados com cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) ou com

fluoxetina (32 mg/kg, i.p.). A ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo do pré-
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tratamento [F(1,32)=18,9; P<0,01], do tratamento [F(2,32)=18,0; P<0,01] e da interacdao
entre o pré-tratamento e o tratamento [F(2,32)=11,2; P<0,01]. O teste post hoc indicou que os
efeitos antidepressivos do cloreto de zinco e da fluoxetina no TNF foram revertidos
completamente pelo pré-tratamento com PCPA.

Na Figura 12 estd mostrado o efeito do pré-tratamento com cloreto de zinco (5 mg/kg,
1.p., dose sub-ativa no TNF) na redu¢do do tempo de imobilidade causada pela administragdao
de doses sub-ativas de 8-OH-DPAT (1 mg/kg, i.p., agonista de receptores 5-HT,), pindolol
(32 mg/kg i.p., bloqueador B-adrenérgico com atividade antagonista 5-HTa e 5-HT), NAN-
190 (0,5 mg/kg, i.p., antagonista 5-HT ), isamoltane (0,1 mg/kg, i.p., antagonista 5-HTp)
ou fluoxetina (10 mg/kg, i.p., inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina) no TNF. A
ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo do pré-tratamento [F(1,76)=19,9;
P<0,01], do tratamento [F(5,76)=5,2; P<0,01] e da interagdo entre o pré-tratamento e o
tratamento [F(5,76)=7,1; P<0,01]. O teste post hoc indicou que o pré-tratamento com cloreto
de zinco causou efeito antidepressivo sinérgico com pindolol e com fluoxetina no TNF.

Na Figura 13 observa-se o efeito do pré-tratamento com cloreto de zinco (5 mg/kg,
i.p., uma dose sub-ativa no TNF) na reduc@o do tempo de imobilidade de doses sub-ativas de
cetanserina (5 mg/kg, i.p, antagonista de receptores 5-HT,4 ), ritanserina (4 mg/kg, i.p.,
antagonista de receptores 5-HT,42c) ou DOI (1 mg/kg, i.p., agonista de receptores 5-HT,). A
ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo do pré-tratamento [F(1,46)=9,6;
P<0,01], do tratamento [F(3,46)=7,6; P<0,01] e da interacdo entre o pré-tratamento e o
tratamento [F(3,46)=4,6; P<0,01]. O teste post hoc indicou que o pré-tratamento com cloreto

de zinco somente foi capaz de aumentar o efeito antidepressivo do DOI no TNF.
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Figura 11. Efeito do pré-tratamento dos animais por 4 dias consecutivos com PCPA (100
mg/kg, 1.p.), na reducdo do tempo de imobilidade provocada por cloreto de zinco (30 mg/kg,
i.p.) ou fluoxetina (32 mg/kg, i.p.) no TNF. Os valores estao expressos como média + e.p.m.
(n=6-11). **P<0,01 quando comparado com o grupo tratado com salina. #P<0,01 quando
comparado com o mesmo grupo pré-tratado com salina.
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Figura 12. Efeito antidepressivo sinérgico do cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p.) com 8-OH-
DPAT (1 mg/kg, 1.p.), pindolol (32 mg/kg i.p.), NAN-190 (0,5 mg/kg, i.p.), isamoltane (0,1
mg/kg, i.p.) ou fluoxetina (10 mg/kg, i.p) no TNF. Os valores estdo expressos como média +
e.p.m. (n=6-11). **P<0,01 quando comparado com o grupo com salina/salina, cloreto de
zinco/salina ou com o mesmo grupo pré-tratado com salina.

44



)
W
=]
e

2501
200+
150-

Tempo de imobilidade (seg
S
<

(3]
<

0

Salina +

Cloreto de zinco -
Ritanserina -
Cetanserina -
pol - - - % -

1+
+
+

o+ o+
+ 1
o
1o

[ S B

" S B
'

Figura 13. Efeito antidepressivo sinérgico do cloreto de zinco (5 mg/kg, i.p.) com ritanserina
(4 mg/kg, i.p.), cetanserina (5 mg/kg, i.p.) ou DOI (1 mg/kg, i.p.) no TNF. Os valores estdo
expressos como média + e.p.m. (n=6-11). **P<0,01 quando comparado com o grupo com
salina/salina, cloreto de zinco/salina ou com o0 mesmo grupo pré-tratado com salina.
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Sistema opidide

Na Figura 14 verifica-se o efeito do pré-tratamento com naloxona (1 mg/kg, i.p.,
antagonista ndo seletivo dos receptores opidides) na reducdo do tempo de imobilidade
provocada pelo cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou
um efeito do pré-tratamento [F(1,26) =32,9; P<0,01], do tratamento [F(1,26) =17,8; P<0,01]
bem como da intera¢do entre o pré-tratamento e o tratamento [F(1,26) =43.4; P<0,01]. O
teste post hoc indicou que a naloxona foi capaz de reverter totalmente o efeito antidepressivo

do cloreto de zinco.
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Figura 14. Efeito do pré-tratamento dos animais com naloxona (1 mg/kg, i.p.) na reduc¢ao do
tempo de imobilidade provocada pelo cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF. Os valores
estdo expressos como média + e.p.m. (n=8). **P<0,01 quando comparado com o grupo
tratado com salina. #°<0,01 quando comparado com o grupo tratado com cloreto de zinco e
pré-tratado com salina.

46



Sistema adenosinérgico

Na Figura 15 verifica-se o efeito do pré-tratamento com cafeina (3 mg/kg, i.p.,
antagonista ndo seletivo dos receptores de adenosina) na reducdo do tempo de imobilidade
provocada pelo cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou
um efeito do pré-tratamento [F(1,26) =6,5; P<0,05], do tratamento [F(1,26) =17,4; P<0,01] e
da interacdo entre o pré-tratamento e o tratamento [F(1,26) =6,7; P<0,05]. O teste post hoc
indicou que a cafeina foi capaz de reverter totalmente o efeito antidepressivo do cloreto de

zinco.
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Figura 15. Efeito do pré-tratamento dos animais com cafeina (3 mg/kg, i.p.), na redugdo do
tempo de imobilidade provocada por cloreto de zinco (30 mg/kg, i.p.) no TNF. Os valores
estdo expressos como média + e.p.m. (n =6-11). **P<0,01 quando comparado com o grupo
tratado com salina. #P<0,01 quando comparado com o grupo tratado com cloreto de zinco e
pré-tratado com salina.
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6. Discussao

No presente estudo, o efeito antidepressivo do cloreto de zinco estd de acordo com
estudos prévios realizados em camundongos e em ratos que mostraram que o tratamento com
sulfato de zinco ou hidroaspartato de zinco produz um efeito antidepressivo no TNF
(Kroczka et al., 2000, 2001; Nowak et al., 2003b).

O efeito antidepressivo do cloreto de zinco também foi verificado no TSC, um
derivado do TNF. Ambos os testes, o TNF e o TSC sao modelos amplamente aceitos para
testar novas drogas antidepressivas, porque sdo sensiveis a todas as principais classes de
drogas antidepressivas, incluindo os triciclicos, ISRS, inibidores da MAO e atipicos (Porsolt
et al., 1977). Além disso, estes testes apresentam grande reprodutibilidade e sdao de facil
execuc¢do (Cryan et al., 2002).

O TSC, assim como o TNF, induz um estado de imobilidade nos animais apés um
periodo de agitacdo e tentativa de fuga, o qual se acredita que reproduza uma condi¢ao
proxima a depressao humana (Willner, 1984; Steru et al., 1985). Tem sido descrito que as
drogas antidepressivas reduzem o tempo de imobilidade de camundongos e ratos em ambos
os testes (Porsolt et al., 1977; Steru et al., 1985) e varios estudos mostraram que sua
efetividade se correlaciona significativamente com o potencial clinico destas drogas (Willner,
1984).

O cloreto de zinco teve um efeito antidepressivo no TSC em uma dose menor que no
TNF, o que pode ter acontecido devido a uma maior sensibilidade farmacoldgica no TSC ao
zinco sob as condicdes experimentais usadas (Thierry et al., 1986). De fato, diferengas no
desempenho intra e interlinhagens no TNF e no TSC t€m sido demonstradas e podem indicar

que a circuitaria nervosa que medeia o comportamento neste testes nao € idéntica (Bai et al.,
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2001). A acdo antidepressiva do cloreto de zinco nestes dois modelos reforca a hipétese do
envolvimento do zinco na modulagdo da depressao.

O TNF e o TSC, em alguns casos, podem levar a obten¢do de um resultado falso
positivo ou negativo (Borsini e Meli, 1988). As drogas que aumentam a atividade locomotora
podem produzir resultados falso positivos e antidepressivos como a bupropiona, nomifensina
e amineptina seriam rejeitados, uma vez que eles aumentam a atividade locomotora dos
animais (Borsini e Meli, 1988).

Deve ser notado que a diminui¢do no tempo de imobilidade no TNF e TSC induzida
pelo cloreto de zinco ndo pode ser atribuida a uma acdo psicoestimulante do zinco. Ao
contrdrio, neste estudo, o cloreto de zinco causou uma reducdo na atividade locomotora no
campo aberto, confirmando dados de estudos prévios (Kroczka et al., 2000, 2001).

O efeito antidepressivo do cloreto de zinco no TNF ndo pode ser atribuido a uma acao
periférica indireta do metal, uma vez que o tratamento com cloreto de zinco pela via i.c.v.,
nas doses de 0,05 e 0,1 pg/sitio diminuiu o tempo de imobilidade dos camundongos no TNF.
A farmacocinética do zinco no encéfalo estd intimamente relacionada a sua ligacdo a
compostos no soro que estdo divididos entre proteinas (98%) e ligantes com baixo peso
molecular (1-2%), embora uma pequena parte do zinco (10"° a 10° M) esteja livre no soro. O
transporte deste metal para o encéfalo parece envolver a barreira sangue-fluido cérebro
espinhal, além do seu transporte através da barreira hemato-encefdlica. A concentracao de
zinco extracelular no encéfalo é de aproximadamente 0,15 UM, enquanto que a concentracao
intracelular € de aproximadamente 150 UM, o que indica a presenca de um mecanismo
dependente de energia para o transporte de zinco para o meio intracelular de neurdnios e
astrocitos. De fato, quatro transportadores de zinco, nomeados de ZnTl1 a ZnT4 foram
identificados em mamiferos e estdo associados ao influxo de zinco, entretanto nenhum

transportador relacionado com a capta¢do do zinco para células nervosas foi clonado. Um
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transportador chamado DMT1 foi proposto como o responsdvel pela alta captacdo de zinco
existente nas células piramidais e granulares do hipocampo por estar altamente presente nesta
regido (Takeda, 2000).

O efeito antidepressivo do cloreto de zinco em modelos animais de depressio pode ter
uma relevancia fisioldgica, uma vez que a hipozincemia tem sido relatada na literatura (Maes
et al., 1994, 1997, 1999). Os tratamentos crOnicos com imipramina, citalopram ou choque
eletro-convulsivo induzem uma elevacdo na concentracdo de zinco hipocampal, indicando
um papel significativo para o zinco no mecanismo de acdo das terapias antidepressivas
(Nowak e Schlegel-Zawadzka, 1999). Apesar do fato de que o SNC contém altas
concentracdes de zinco, o qual € liberado mediante despolarizacdo dos terminais nervosos
centrais durante a atividade sindptica, o papel do zinco neuronal liberado sobre a func¢dao
normal no encéfalo ndo é bem compreendido (Choi e Koh, 1998).

O zinco € um inibidor endégeno dos receptores NMDA e também inibe a 6xido
nitrico sintase, entre outros efeitos no SNC (Choi e Koh, 1998; Mittal et al., 1995). Existem
numerosas evidéncias apontando um envolvimento dos receptores NMDA na modulacio da
depressdo. De fato, h4 uma diminui¢do na capacidade do zinco em inibir o “binding” do
[3H]MK—801 no cortex e hipocampo de vitimas de suicidio (Nowak et al., 2003a), o que
significa uma alteracdo na funcdo dos receptores NMDA nestas regides cerebrais. Tanto
estudos pré-clinicos como clinicos indicam que compostos que reduzem a transmissao nos
receptores NMDA exercem um efeito antidepressivo (Skolnick et al., 1999). Somando-se a
isto, alguns estudos demonstraram que, a0 menos sob algumas condi¢des experimentais, a
administracdo de inibidores da NOS produz um efeito antidepressivo no TNF e no TSC
(Harkin et al., 1999, 2003; Da Silva et al., 2000; Yildiz et al., 2000; Volke et al., 2003).
Entdo, no presente estudo foi testada a hipdtese de o zinco exercer um efeito antidepressivo,

inibindo os receptores NMDA e a sintese de NO.
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O envolvimento dos receptores NMDA no efeito antidepressivo do cloreto de zinco
pode ser inferido pela demonstracio de que o pré-tratamento dos camundongos com GMP ou
com 4cido ascorbico, em doses que ndao produzem efeito per se no TNF (Eckeli et al., 2000),
bloqueou completamente o efeito antidepressivo do cloreto de zinco neste mesmo teste. O
GMP ¢ um nucleotideo enddgeno que estd presente em altas concentragdes no SNC. Tem se
postulado que ele antagoniza algumas agdes do glutamato e seus agonistas (Malcon et al.,
1997; Regner et al., 1998; Schmidt et al., 2000). Eckeli et al. (2000) demonstraram que
tratamentos agudos com GMP produzem um efeito antidepressivo, dependendo da dose, tanto
no TNF quanto no TSC, provavelmente através de uma inibi¢do dos receptores NMDA.
Além disso, foi recentemente demonstrado que o GMP pode reverter o efeito antidepressivo
da agmatina no TNF, provavelmente prevenindo o bloqueio do receptor NMDA por esta
amina (Zomkowski et al., 2002). Além disto, tanto o pré-tratamento com GMP como com o
acido ascorbico preveniram a a¢do antidepressiva da melatonina no TSC (Mantovani et al.,
2003).

Acredita-se que o dcido ascorbico tenha uma a¢do como um neuromodulador no SNC
além da sua ag¢do como antioxidante. Tem sido demonstrado que o dcido ascérbico modula
tanto a neurotransmissdo mediada por dopamina quanto por glutamato (Majewska et al.,
1990b; Rice 2000), inibindo a fun¢do do receptor NMDA por um fendmeno redox (Majewska
et al., 1990a, 1990b; Gozlan e Ben-Ari, 1995; Rice, 2000). Entretanto, a ac¢do
antidopaminérgica do &acido ascorbico requer doses sist€émicas relativamente altas (1000
mg/kg, i.p.) em ratos (Gulley e Rebec, 1999). O conjunto destes dados sugere que o pré-
tratamento com o dcido ascoérbico preveniu o efeito antidepressivo do cloreto de zinco
possivelmente por alterar o estado redox do receptor NMDA, modulando, entdo, a funcdo
destes receptores (Majewska et al., 1990 a; 1990b; Gozlan e Ben-Ari, 1995; Rice, 2000). Este

resultado estaria de acordo com a observacdo de que existe uma menor inibi¢ao das correntes
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i6nicas mediadas pela ativacdo dos receptores NMDA pelo zinco sob condi¢des redutoras
(Choi et al., 2001).

O envolvimento da via L-arginina-6xido nitrico no efeito antidepressivo do cloreto de
zinco no TNF foi evidenciado pela reversdo do seu efeito antidepressivo pelo pré-tratamento
dos camundongos com o substrato da NOS, L-arginina, mas ndo com o isdmero inativo D-
arginina, em doses que per se ndo produziram efeito no TNF (Da Silva et al., 2000). Este
resultado pode indicar que, a0 menos em parte, o efeito antidepressivo do cloreto de zinco no
TNF pode ser devido a uma inibicdo da NOS. Existe um consenso geral de que hd uma
ativagdo da NOS neuronal em conseqiiéncia do influxo de célcio que ocorre devido a ativagao
dos receptores NMDA (Contestabile, 2000). Outra importante evidéncia suportando a
hipdtese de que o cloreto de zinco exerce seu efeito antidepressivo por meio de uma inibi¢dao
da sintese de NO vem do fato de que o seu efeito no TNF foi revertido pelo pré-tratamento
com SNAP, um doador de NO.

O efeito antidepressivo da administracdo do antagonista ndo competitivo do receptor
NMDA, MK-801, ou da imipramina no TNF observado neste estudo estd de acordo com
resultados prévios (Eckeli et al., 2000; Zomkowski et al., 2002) e ocorre em doses que nao
alteram a atividade locomotora (Eckeli et al., 2000). Os dados demonstrando a auséncia de
efeito sinérgico ou aditivo na imobilidade de camundongos tratados com MK-801 apds
administracao prévia de cloreto de zinco refor¢cam a hipdtese de que o zinco exerce um efeito
antidepressivo no TNF por bloquear a ativacdo do receptor NMDA, desta forma, prevenindo
a ligacdo do MK-801 ao receptor NMDA. Estd bem estabelecido que o MK-801 se liga
preferencialmente ao receptor NMDA ativado (Javitt e Zukin, 1989), interagindo com um
sitio localizado dentro do poro do canal.

Os resultados deste trabalho também mostram um efeito somatério do cloreto de zinco

(ou MK-801) mais imipramina na reducio do tempo de imobilidade no TNF, com resultados
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similares a dados da literatura que também mostram o mesmo efeito com GMP (ou MK-801)
mais imipramina, bem como com agmatina (uma amina formada pela descarboxilacdo da L-
arginina que produz um efeito antidepressivo no TNF através de um mecanismo dependente
do bloqueio dos receptores NMDA e da inibicdo da NOS) mais imipramina (Eckeli et al.,
2000; Zomkowski et al., 2002). O efeito somatdrio do tratamento com doses sub-ativas de
cloreto de zinco mais imipramina no TNF havia sido demonstrado previamente em
camundongos e ratos (Kroczka et al., 2001). Foi demonstrado recentemente também que o
tratamento crOnico com a imipramina produz um aumento significativo na poténcia do zinco
em inibir o “binding” de ["HIMK-801 em cértex cerebral de camundongos, indicando um
aumento na afinidade do zinco ao receptor NMDA (Szewczyk et al., 2001).

O efeito antidepressivo do MK-801, cetamina, imipramina, fluoxetina e L-NNA
demonstrado neste estudo também estd descrito na literatura em estudos pré-clinicos e
clinicos (Skolnick, 1999; Eckeli et al., 2000; Da Silva et al., 2000, Berman et al., 2000;
Kudoh et al., 2002; Harkin et al., 2003). No entanto, os efeitos antidepressivos do GMP e da
L-arginina foram demonstrados somente em testes pré-clinicos (Da Silva et al., 2000; Eckeli
et al., 2000). Tanto a L-arginina quanto o L-NNA produzem efeitos antidepressivos no TNF,
sugerindo um papel dual para o NO na modulacdo da depressdo (Da Silva et al., 2000). Este
efeito dual do NO na depressdo também € sugerido por trabalhos que apresentam resultados
divergentes. Neste sentido é importante mencionar que foram encontrados niveis aumentados
de nitrato no sangue (Suzuki et al., 2001) de individuos deprimidos, o que pode representar
niveis aumentados de NO na depressdao, como também foi relatado um aumento da atividade
da enzima arginase, envolvida na hidrdlise da L-arginina, o que poderia significar que o NO
desempenha um papel antidepressivo (Elgiin e Kumbasar, 2000).

A reversao do efeito antidepressivo do MK-801, da cetamina, do GMP, da L-arginina

e do L-NNA, mas ndo da imipramina e da fluoxetina pelo pré-tratamento com uma dose sub-
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ativa de cloreto de zinco reforc¢a a hipétese de que o efeito primdrio deste metal na modulacao
da depressdo pode ser devido a sua acdo nos receptores NMDA. Estes resultados sdao
similares aqueles obtidos por Mantovani et al. (2003) que obtiveram esta mesma modulacao
do efeito do MK-801, cetamina, GMP, L-arginina e L-NNA, mas ndo dos efeitos da
imipramina ou fluoxetina pelo pré-tratamento dos camundongos com uma dose sub-ativa de
melatonina. Este neurohormonio, assim como o zinco, possui efeito antidepressivo, pelo
menos em parte, por modular os receptores NMDA. Os resultados estdo também de acordo
com o fato do zinco modular tanto o “binding” de agonistas como de antagonistas de
receptores NMDA (Terse e Komiskey, 1997). Uma possibilidade é a de que o zinco, em
baixas doses, possa interagir com o receptor NMDA se ligando em um sitio de alta afinidade.
Desta maneira, o zinco poderia modular a ativagdo do receptor e, conseqiientemente, o efeito
dos compostos que reduzem o tempo de imobilidade no TNF por reduzir a ativacdo do
receptor NMDA, ou por afetar a via L-arginina-oxido nitrico, que estd diretamente
relacionada com a ativacao dos receptores NMDA. Entretanto, a auséncia de efeito do cloreto
de zinco per se em uma dose baixa no TNF (5 mg/kg, i.p.) requer mais estudos para melhor
caracterizar essa interacao do metal com o receptor. Uma possibilidade € que nesta dose uma
reducdo da atividade locomotora poderia ocultar um eventual efeito antidepressivo, uma vez
que este € evidenciado pela reducdo do tempo de imobilidade do animal no TNF.

Os resultados deste estudo também mostram que o PCPA, inibidor da enzima
triptofano hidroxilase, foi capaz de reverter o efeito antidepressivo do cloreto de zinco no
TNF, o que sugere a participagdo do sistema serotonérgico no efeito do cloreto de zinco neste
teste. Este resultado estd de acordo com o fato de que os efeitos antidepressivos do GMP e do
MK-801 no TNF, mediados pela inibicdo dos receptores NMDA, também foram revertidos
pela administracdo prévia de PCPA (Eckeli et al., 2000). O pré-tratamento com PCPA

também foi capaz de reverter o efeito antidepressivo da fluoxetina (ISRS) no TNF, um
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resultado similar ao descrito na literatura (Page et al.,1999; Eckeli et al., 2000), o que sugere
que o pré-tratamento dos animais com PCPA foi eficaz em depletar a serotonina endégena. O
sistema serotonérgico estd envolvido no mecanismo de acdo da maioria dos antidepressivos,
incluindo os antidepressivos triciclicos, inibidores da MAO e ISRS (Nemeroff e Owens,
2002). Além disso, existem alguns estudos demonstrando que antagonistas de receptores
NMDA e inibidores da NOS podem modular a neurotransmissao serotonérgica uma vez que
as duas classes de drogas podem aumentar a liberacdo de serotonina em algumas regides
cerebrais (Wegener et al., 2000; Callado et al., 2000; Smith e Whitton, 2000) e que o
tratamento com antidepressivos como citalopram, paroxetina € imipramina diminuem a
atividade da NOS hipocampal em estudos in vitro (Wegener et al., 2003). Desta maneira,
embora fique evidente a participacdo do sistema serotonérgico no efeito antidepressivo do
cloreto de zinco no TNF, resta saber se este efeito sobre o sistema serotonérgico é um efeito
direto ou um efeito indireto da agcdo do zinco sobre o sistema glutamatérgico, sugerida
anteriormente neste estudo.

Os resultados deste estudo indicam que o efeito do cloreto de zinco no TNF parece ser
mediado também por um antagonismo sobre os receptores serotonérgicos 5-HT;s, mas nao
sobre os receptores 5-HT 5. Esta conclusdo € baseada no fato de o tratamento com cloreto de
zinco mais pindolol (antagonista de receptores 5-HT;a/15), mas ndo cloreto de zinco mais
isamoltane (um antagonista de receptores 5-HT;p) ter produzido um efeito antidepressivo
sinérgico no TNF. O envolvimento de receptores serotonérgicos do tipo 5-HT;n pré-
sindpticos na acdo antidepressiva do cloreto de zinco no TNF estd de acordo com o resultado
de reversdo da sua acdo antidepressiva pelo pré-tratamento com PCPA. Esta conclusdo esta
baseada no fato do pindolol agir como um antagonista de auto-receptores S5-HT,,
aumentando a liberacdo de serotonina e o PCPA inibir a acdo de drogas que agem pré-

sinapticamente (Luscombe et al., 1993). Nossos resultados foram similares aos encontrados
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na literatura, que mostram que o pindolol potencializa o efeito antidepressivo da clonidina no
TNF (Redrobe and Bourin, 1998). De fato o pindolol tem sido usado na clinica para aumentar
ou acelerar o efeito de antidepressivos (Artigas et al., 2001). O mecanismo pelo qual o
pindolol age aumentando a ac¢do de antidepressivos nao € completamente compreendida. Uma
possibilidade discutida na literatura € a de que a acdo do pindolol resulta de um antagonismo
nos receptores 5-HT o pré-sindpticos nos nucleos da rafe, os quais mediante ativagdo levam a
uma hiperpolarizacdo e redugdo da freqiiéncia de disparo destes neurdnios. Os ISRS
aumentam a concentracdo de serotonina na fenda sindptica prevenindo a sua recaptacdo, o
que leva a ativacao dos auto-receptores 5S-HT4. O pindolol pode agir prevenindo a ativagao
destes auto-receptores causada pelos ISRS e outras substancias que agem através da
serotonina, reduzindo entdo o “feedback” negativo normalmente exercida pela serotonina nos
auto-receptores 5-HT4. Isto leva a um aumento no disparo dos neurdnios serotonérgicos e
conseqiientemente, eleva a quantidade de serotonina hipocampal e cortical (Artigas et al.,
2001; Blier e de Montigny, 1994). Entdo € possivel tanto que o cloreto de zinco potencialize
o efeito do pindolol por inibir a recaptacdo de serotonina ou por agir diretamente sobre os
auto-receptores 5-HT 4,

O efeito antidepressivo do cloreto de zinco no TNF ndo foi potencializado pelo
antagonista de receptores 5-HT 5, NAN-190, ao contrario do observado com pindolol. Um
estudo realizado por Redobre et al. (1998) mostrou que o NAN-190 e o pindolol
potencializaram o efeito antidepressivo da clonidina. Entretanto, tem sido descrito na
literatura que o NAN-190 exerce um antagonismo sobre os receptores O -adrenérgicos, além
de seu efeito sobre os receptores 5-HT;a (Claustre et al., 1991; Yoshio et al., 2001). O efeito
antidepressivo do cloreto de zinco no TNF foi prevenido pela administragdo prévia de
prazosim, um antagonista o;-adrenérgico, sugerindo que a ativacao destes receptores poderia

ter importancia para o efeito antidepressivo do cloreto de zinco. Este pode ser um dos
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motivos pelo qual o efeito do NAN-190 ndo foi potencializado pela administragdo de uma
dose sub-ativa de cloreto de zinco. Também € importante considerar que o NAN-190 parece
ter uma acdo preferencial em receptores pds-sindpticos do tipo 5-HT;n (Hjorth e Sharp,
1990). E possivel, entdo, que a auséncia de resultado antidepressivo sinérgico entre o0 NAN-
190 e o cloreto de zinco seja resultado tanto da acdo do NAN-190 sobre os receptores O;-
adrenérgicos como da sua agdo preferencial em receptores 5-HT;s pOs-sindpticos, ao
contrério da a¢do do cloreto de zinco, que parece ser em receptores pré-sindpticos.

Neste estudo o tratamento com cloreto de zinco mais 8-OH-DPAT (um agonista de
receptores 5-HT;a) ndo produziu um efeito antidepressivo sinérgico no TNF. Foi
demonstrado que o 8-OH-DPAT per se produz um efeito antidepressivo no TNF (Kitamura e
Nagatani, 1996; O’Neill e Conway, 2001). No entanto, foi proposto que o seu mecanismo de
acdo envolva um sitio pds sindptico, uma vez que o PCPA nao foi capaz de reverter seu efeito
(Wieland e Lucki, 1990; Kitamura e Nagatani, 1996). Desta forma, o fato de o efeito
antidepressivo do cloreto de zinco ter sido prevenido por PCPA, e de seu efeito ser mediado,
pelo menos em parte, pelo antagonismo nos receptores 5-HT ;4 (a administracdo de cloreto
de zinco mais pindolol produziu um efeito sinérgico no TNF), poderia explicar a auséncia de
efeito sinérgico do cloreto de zinco com o 8-OH-DPAT.

O envolvimento dos receptores 5-HT, na fisiopatologia da depressdao tem sido
demonstrado (Middlemiss et al., 2002). Existem dados demonstrando que o antagonismo de
receptores 5-HT,n € importante para o efeito de antidepressivos convencionais no TNF
(Redrobe e Bourin, 1997; Van Oekelen et al., 2003). O agonista de receptores 5-HT,4 DOI,
assim como diferentes classes de antidepressivos, causam a desensibilizacdo destes
receptores (Van Oekelen et al., 2003). Além disto, a inibi¢do por oligonucleotideo antisense
dos receptores 5-HT, induz um efeito antidepressivo no TNF (Sibille et al., 1997). Foi

demonstrado em um estudo recente que um polimorfismo no gene dos receptores 5-HT,4 esta

57



primariamente associado com pensamentos suicidas em pacientes com depressdo, refor¢cando
a importancia dos receptores 5-HT,, na modulagdo da depressdo (Du et al., 2000). Por outro
lado, o tratamento dos animais com cloreto de zinco com DOI produziu um efeito
antidepressivo sinérgico, mas nao com os antagonistas dos receptores 5-HT,4 cetanserina e
ritanserina, indicando que o efeito antidepressivo do cloreto de zinco no TNF pode ser
mediado por um efeito como agonista nestes subtipos de receptores serotonérgicos. De fato,
em um estudo recente o tratamento com DOI potencializou o efeito antidepressivo do
neuroesterdide 3o-hidroxi-So-pregnan-20-ona (alopregnanolona) no TNF (Khisti e Chopde,
2000). O DOI tem um potencial como antidepressivo, pelo menos agudamente, pelo fato de
que em microdidlise, tanto em ratos quanto em camundongos, aumenta a liberacdo de
serotonina na regido do cortex pré-frontal medial, uma regido envolvida na fisiopatologia da
depressao (Artigas, 2002). Este efeito agudo poderia justificar o efeito sinérgico do cloreto de
zinco com o DOI no TNF. Além disso, a administragdo de DOI causa um efeito ansiolitico
em ratos (Hawkins et al., 2002) e estd bem relatado que muitos compostos dotados de agcao
ansiolitica também possuem ag¢do antidepressiva (File, 1996; Waugh e Goa, 2003; Stocchi et
al., 2003). Também ¢ sugerido na literatura que a administracio DOI em ratos causa a
desensibilizacdo de receptores 5-HT; hipotalamicos (Zhang et al., 2001). Deve-se também
considerar que os inibidores da NOS aumentam a liberacdo de 5-HT no cértex pré-frontal
(Wegener et al., 2000). Considerando que o cloreto de zinco exerce um efeito antidepressivo
no TNF, ao menos em parte, pelo seu efeito inibitério sobre a atividade da NOS, uma
possibilidade é de que o efeito do cloreto de zinco sobre os receptores 5-HT,s poderia
indiretamente aumentar o nivel de 5-HT na fenda sindptica. Entretanto esta hipdtese necessita
futuros estudos.

Neste estudo o pré-tratamento com ioimbina foi capaz de reverter completamente a

acdo antidepressiva do cloreto de zinco, demonstrando um provavel envolvimento dos

58



receptores O-adrenérgicos no efeito do cloreto de zinco no TNF. Este resultado € semelhante
ao observado com a agmatina, cujo efeito antidepressivo também foi revertido por este
antagonista e que, assim como o zinco, exerce uma a¢ao antidepressiva, a0 menos em parte,
por inibir os receptores NMDA (Zomkowski et al., 2002). O zinco poderia entdo, estar
promovendo a ativacdo dos receptores 0-adrenérgicos, assim como € proposto para o efeito
antidepressivo da agmatina (Zomkowski et al., 2002) e da clonidina (O'Neill et al., 2001). O
envolvimento destes receptores na fisiopatologia da depressdao pode ser inferido pelo fato de
que os antagonistas de receptores Op-adrenérgicos possuem um maior efeito em individuos
com depressdao do que em individuos normais, aumentando a atividade do eixo hipofise-
pituitdria-adrenal (HPA), o que sugere uma hiper-sensibilidade dos receptores 0,-pés-
sindpticos em individuos deprimidos (Price et al., 1986).

O prazosim, um antagonista de receptores j-adrenérgicos também foi capaz de
reverter o efeito do cloreto de zinco no TNF, indicando que este subtipo de receptor também
€ importante no mecanismo de acdo do cloreto de zinco. Um resultado similar foi encontrado
por Rodrigues et al. (2002) que mostraram a reversao do efeito antidepressivo do extrato de
Siphocampylus verticillatus pelo prazosim no TNF em camundongos. Além disso, o
tratamento com choque eletroconvulsivo repetido aumenta consistentemente a densidade dos
sitios de binding de [H]prazosim e a estimulacio do fosfato de inositol no cértex, embora o
tratamento com desipramina ndo produza o mesmo efeito (Mongeau et al., 1997). Existem
ainda outras evidéncias de que os receptores o-adrenérgicos estdo envolvidos na acdo de
antidepressivos. A administracdo cronica de mirtazipina (inibidor dual da recaptacdo de NA e
5-HT) ou reboxetina (ISRN sem nenhuma afinidade por receptores de neurotransmissores)
aumenta a responsividade comportamental (locomoc¢do e agressividade) dos receptores O-
adrenérgicos (Rogoz et al., 2002; Rogoz e Kolasiewicz, 2001) e a administracdo de

imipramina ou choque eletroconvulsivo também produz um aumento da expressao dos
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receptores o(-adrenérgicos no cortex pré-frontal e no hipocampo (Nalepa et al., 2002).
Nossos dados sugerem uma importante participacdo dos receptores o;-adrenérgicos e 0Ol-
adrenérgicos no efeito antidepressivo do cloreto de zinco no TNF.

A reversdo do efeito antidepressivo do cloreto de zinco pelo pré-tratamento com
naloxona, um antagonista de receptores opidides, indica que o sistema opidide estd implicado
ao menos em parte neste efeito. Os opidides enddgenos t€m sido implicados nos transtornos
depressivos, tendo em vista que foi encontrado um aumento no numero de receptores
opidides no SNC de vitimas de suicidios com depressdao (Gross-Isseroff et al., 1990;
Gabilondo et al., 1995). Além disso, também foi demonstrado niveis altos de opidides
endogénos e de seus receptores em dreas limbicas envolvidas na regulacdo do humor
(Waksman et al., 1986). A melhora do humor induzida por alguns antidepressivos parece ser
relacionada com a regulacdo do sistema opidide (Isenberg e Cicero, 1984; Hamon et al.,
1987). De fato, vdarios antagonistas opidides sdo capazes de reverter os efeitos de
antidepressivos efetivos clinicamente em testes animais de depressao (Martin et al., 1986;
Tejedor-Real et al., 1995). Além disso, o pré-tratamento com naloxona reverte o efeito
antidepressivo do extrato hidroalcodlico de Siphocampylus verticillatus no teste da suspensao
da cauda em camundongos (Rodrigues et al., 2002). Outro estudo mais recente mostrou que a
administracdo do antagonista de receptores kappa-opidides nor-binaltorfimina, produz um
efeito antidepressivo no TNF (Mague et al., 2003). Assim embora seja necessdria uma
investigacdo futura para determinar os subtipos de receptores opidides envolvidos no efeito
antidepressivo do cloreto de zinco, este estudo também mostra a participacdo do sistema

opidide no seu efeito no TNF.

Através do pré-tratamento com cafeina, um antagonista nio seletivo de receptores de
adenosina, foi possivel demonstrar que os receptores para adenosina estdao também, ao menos

em parte, envolvidos no efeito antidepressivo do cloreto de zinco no TNF. De fato, algum
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envolvimento deste sistema na depressdo ja foi descrito na literatura. A adenosina produziu
efeito depressivo no modelo do desamparo aprendido (Minor et al., 1994). Também foi
mostrado que antagonistas de receptores A, sdo dotados de acdo antidepressiva (El Yacoubi
et al., 2001), embora os antagonistas de receptores A, causem um aumento na locomogao de
camundongos (El Yacoulbi, 2000). Recentemente também foi demonstrado que a fun¢do do
receptor A estd comprometida em plaquetas de pacientes com depressdo maior (Berk et al.,
2001). Dados recentes do nosso laboratério demonstram que a adenosina e os agonistas de
receptores A; e A, de adenosina produzem um efeito antidepressivo no TNF em
camundongos (Kaster et al., 2003). Os receptores de adenosina modulam a atividade dos
receptores NMDA, uma vez que os antagonistas de receptores A; podem agir indiretamente
para aumentar a ativacdo direta dos receptores NMDA (De Mendonca e Ribeiro, 1993;
Klishin et al.,, 1994), e como ja foi descrito neste estudo, existe o envolvimento dos
receptores NMDA no efeito antidepressivo do cloreto de zinco. A propria adenosina inibe a
liberacao de glutamato, um efeito que pode ser prevenido pela administracdo de antagonistas
de receptores de adenosina do tipo A; (Zoccarato et al., 2001). Entdo € possivel que a cafeina
antagonize o efeito antidepressivo do cloreto de zinco no TNF tanto de maneira direta,
bloqueando os receptores de adenosina, como indiretamente, através da modulacdo dos
receptores NMDA e da liberacio de glutamato. Através dos resultados deste trabalho
podemos inferir que o efeito antidepressivo do cloreto de zinco pode ser modulado por
receptores de adenosina, embora se necessite mais trabalhos para identificar qual o subtipo de

receptor que pode modular este efeito e como ele ocorre.
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Conclusao

Este trabalho confirmou os dados prévios existentes na literatura que demonstram que
a administracdo de zinco na forma de sulfato e hidroaspartato via i.p. exerce um efeito
antidepressivo em camundongos submetidos ao TNF (Kroczka et al., 2000, 2001), e estende
estes dados demonstrando que a administracao de zinco na forma de cloreto via i.p. também
exerce um efeito antidepressivo em animais submetidos ao TSC. Além disso, este estudo
mostra que a administragao central de cloreto de zinco via i.c.v. também produz um efeito
antidepressivo em camundongos. Com este estudo podemos concluir também que este efeito
antidepressivo do cloreto de zinco envolve vdrios sistemas de neurotransmissores como o
sistema glutamatérgico, via receptores NMDA e a via da L-arginina-6xido nitrico, o sistema
adrenérgico via receptores O e Op-adrenérgicos, o sistema serotonérgico via receptores 5-
HT, 4 e 5-HT),, o sistema opidide e da adenosina.

Foi possivel ainda concluir que o cloreto de zinco em uma dose inativa no TNF pode
modular de alguma forma os receptores NMDA, revertendo o efeito antidepressivo de drogas
que agem inibindo este receptores, mas nao o efeito antidepressivo de drogas com acgdao
primdria no sistema monoaminérgico, como a imipramina e fluoxetina. Desta forma, o zinco
pode ser uma ferramenta ttil para investigagdes futuras a respeito do mecanismo de acdo de
drogas antidepressivas.

Além disto, este trabalho confirmou que o zinco é capaz de potencializar o efeito
antidepressivo da imipramina no TNF (Kroczka et al., 2001), e mostrou que também ocorre
uma potencializacdo do efeito antidepressivo da fluoxetina com o zinco, o que pode ser de

extremo valor terapéutico se estes efeitos forem comprovados também em humanos.
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