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Resumo

O efeito tipo-antidepressivo do zinco vem sendo demonstrado em alguns modelos animais de
depressdo. No presente estudo, cloreto de zinco (ZnCl,) foi administrado, sozinho ou em combinacgéo
com diferentes antidepressivos, por via oral (p.0.), em camundongos, e a resposta comportamental no
teste de suspensé@o da cauda (TSC), teste preditivo de atividade antidepressiva, e no teste do campo
aberto foi investigada. ZnCl, administrado nas doses de 10 e 30 mg/kg, p.o., 60 minutos antes dos
testes comportamentais, reduziu o tempo de imobilidade no TSC, sem afetar a atividade locomotora no
teste do campo aberto. Além disso, ZnCl, (30 mg/kg, p.o.) apresentou efeito tipo-antidepressivo
quando foi administrado 30’ antes do TSC. Os antidepressivos fluoxetina, paroxetina, imipramina,
desipramina e bupropiona produziram uma significativa reducdo no tempo de imobilidade no TSC nas
doses de 10; 1; 1;1;10 mg/kg, p.o., respectivamente. O tratamento combinado de doses sub-efetivas de
ZnCl, (1 mg/kg) com doses sub-efetivas de fluoxetina (5 mg/kg), paroxetina (0,1 mg/kg), desipramina
(0,1 mg/kg), imipramina (0,1 mg/kg), ou bupropiona (1 mg/kg) gerou uma significativa reducdo no
tempo de imobilidade no TSC, quando comparado com grupos tratados com o veiculo, ZnCl, ou
antidepressivos sozinhos. O tratamento com ZnCl, e antidepressivos sozinhos ou em combinagdo ndo
afetou a locomocgdo dos animais submetidos ao teste do campo aberto, exceto a desipramina que
administrada sozinha reduziu a locomocdo dos animais. O tratamento com desipramina (0,1 mg/kg) ou
paroxetina (0,1 mg/kg) sozinhos reduziu o nimero de respostas de levantamento vertical (“rearings”)
no teste do campo aberto. O tratamento com bupropiona (1 mg/kg) ou desipramina (0,1 mg/kg)
sozinhos reduziu o numero de respostas de auto-limpeza dos animais submetidos ao teste do campo
aberto. Ainda, a administracdo combinada de ZnCl, com bupropiona também diminuiu o nimero de
respostas de auto-limpeza, condizente com um efeito semelhante a de benzodiazepinicos (ansioliticos).
Os resultados indicam, inicialmente, que o ZnCl, administrado por via oral produz um efeito tipo-
antidepressivo no TSC. Além disso, efeitos sinérgicos da administracdo de ZnCl, com antidepressivos
em diferentes classes foi mostrado no TSC, sugerindo que uma melhora na terapia antidepressiva
classica ocorra quando o zinco é acrescentado ao tratamento realizado com antidepressivos. Ainda, a
combinacdo de ZnCl, com o inibidor da recaptacdo de dopamina bupropiona diminuiu o nidmero de
auto-limpeza de animais submetidos ao teste do campo aberto, sugerindo que esta combinacdo seja

efetiva no tratamento de pacientes aonde a depressao coexista com a ansiedade.

Palavras-Chave: antidepressivos; depressdo; teste da suspensdo da cauda; teste do campo aberto;

zinco.
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Abstract

The antidepressant-like effect of zinc has been shown in several animal models of depression.
In this study, zinc chloride (ZnCl;) was given alone or in combination with different classes of
antidepressants by oral route (p.o.) to mice and the behavioral responses in the tail suspension test
(TST), a predictive test of antidepressant action, and in the open field test were investigated. ZnCl,
administered at the doses of 10 and 30 mg/kg, p.o. sixty minutes before the behavioral tests, reduced
the immobility time in the TST, without affecting the locomotor activity in the open-field test.
Furthermore, ZnCl, (30 mg/kg, p.o.) administered thirty minutes before the TST produced an
antidepressant-like effect. The antidepressants fluoxetine, paroxetine, imipramine, desipramine and
bupropion produced a significant reduction in the immobility time in TST at the doses of 10, 1, 1, 1
and 10 mg/kg, p.o., respectively. The combined treatment of sub-effective doses of ZnCl, (1 mg/kg)
with sub-effective doses of fluoxetine (5 mg/kg), paroxetine (0.1 mg/kg), desipramine (0.1 mg/kg),
imipramine (0.1 mg/kg) or bupropion (1 mg/kg) induced a significant reduction in the immobility time
in the TST when compared with the groups treated with ZnCl, or with antidepressants alone. The
treatment with ZnCl, and antidepressants alone or in combination did not affect the locomotion in
open-field test, except that desipramine alone reduced the ambulation. The treatment with desipramine
or paroxetine alone reduced the rearing responses. The treatment with bupropion alone or in
combination with ZnCl, reduced grooming responses, an effect similar to the one produced by
benzodiazepinic agents (anxyolitic effect). The results first indicate that ZnCl, administered by p.o.
route produces an antidepressant-like effect in the TST. Moreover, synergistic effects of zinc with
antidepressants were shown in the TST, suggesting that an improvement in the response to the
antidepressant therapy occurs when zinc is combined with different classes of antidepressants.
Moreover, the combination between ZnCl, and bupropion produced a decrease in grooming behavior
in the open field test, suggesting that this combination may be effective in the treatment of the patients

with depression associated with anxiety symptoms.

Keywords: antidepressants; depression; tail suspension test; open field test; zinc.
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Introducdo

1 - Introdugéo
1.1 — Depressao

A depressdo vem sendo descrita ha alguns milhares de anos, através de perspectivas distintas.
Hipocrates, por volta de 400 anos antes de Cristo, em seu tratado “A Natureza do Homem” descreveu a
teoria dos quatro humores corporais (sangue, fleugma ou ptuita, bilis amarela, e bilis negra), onde o
desequilibrio do humor “bilis negra” estaria associado a um estado de melancolia. Os tratamentos para
este desequilibrio humoral eram através de prescricbes quando necessarias de ar fresco, massagens,
ginastica, eméticos, purgativos e sangrias visando eliminar o humor excedente através das fezes, suor e
sangue. Em sequéncia, Galeno difunde as idéias hipocraticas e postula a existéncia de dois tipos de bilis
negra, uma natural e outra ndo natural, sendo que a melancolia era decorrente de um desequilibrio da
bilis negra ndo natural. A partir disto, diversos escritores de origem galénica, como Oribésius de
Pergamon, Alexandre de Tralles e Paulo de Aegina, e escritores de origem arabe como Constantinus
Africanus e Avicenne, descrevem a melancolia de acordo com suas tradi¢ées (Wong e Licinio, 2001;
Cordas, 2002).

Entretanto, apenas em 1854, é que foram descritos, pelos médicos franceses Falret e Baillarger,
os primeiros diagnosticos formais dos episodios alternantes de mania e depressdo como uma doenca
Unica, através dos termos Folie Circulaire (“loucura circular”) e Folie Doublé Forme (“loucura de forma
dupla”) (Dubovisky e Dubovisky, 2004). Ainda, a depressdo s6 foi referida como uma desordem, em
1893, por Emil Kraepelin, no seu sistema nosologico de classificacdo de desordens psiquiatricas (Wong
e Licinio, 2001).

Atualmente, a depressdo € considerada uma doenca potencialmente ameacadora a vida, com um
indice de suicidio entre deprimidos chegando a 15%, e afetando cerca de 20% da populacdo mundial

(Musselman et al., 1998; Berton e Nestler, 2006). Estima-se que no Brasil 54 milhdes de pessoas terdo
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Introducdo

em algum momento de suas vidas algum episodio de depressao, sendo que 7,5 milhdes destes episddios
serdo agudos e graves, com altissimo risco de suicidio (Nardi, 2000). Neste contexto, o transtorno
depressivo maior surge como um grande problema de salde publica devido a sua prevaléncia e seu
impacto na fungdo psicossocial e na qualidade de vida de pacientes e familiares envolvidos (Simon et.
al, 1995; Papakostas et al., 2004). Além disso, a depressdo é uma das principais causas para a invalidez e
desvalia de individuos (Charney e Manji, 2004)

A depressdo é uma doenca heterogénea, embora apresente manifestacdes fisioldgicas,
comportamentais e psicologicas semelhantes em diferentes paises, grupos culturais, e status socio-
econémico (Spiegel, 1996). Esta neuropatologia é classificada como um transtorno de humor. Os
transtornos de humor se dividem em transtornos unipolares, que incluem a depressdo maior e a distimia
(depressdo menor intermitente) e os transtornos bipolares, que incluem o transtorno bipolar (desordem
maniaco-depressiva) e a ciclotimia (forma branda da desordem bipolar caracterizada por episddios de
hipomania e depresséo alternados) (American Psychiatry Association, 1994).

Os critérios para o diagnéstico da depressdo maior se baseiam em um conjunto de sintomas
estabelecidos pelo Manual Estatistico e Diagnostico de Doencas Mentais, quarta edicdo (DSM-IV,
2000). Estes sintomas incluem: 1. humor deprimido na maior parte do tempo; 2. diminui¢do, marcante,
no interesse ou prazer, em todas ou quase todas as atividades (anedonia); 3. aumento ou diminuigédo
marcante de peso ou apetite; 4. insénia ou hipersénia; 5. agitacdo ou retardo psicomotor; 6. fadiga ou
falta de energia; 7. sentimentos de culpa ou desvalia excessivos; 8. diminuicdo na capacidade de
concentracdo e pensamento; 9. pensamentos recorrentes de morte ou idéias e tentativas suicidas. Para
preencher os critérios de depressdo maior o individuo deve apresentar um total de cinco destes sintomas,
com duracdo minima de duas semanas, incluindo, no minimo, um dos sintomas 1 ou 2 (DSM-1V, 2000).

Atualmente, a depressao maior € classificada em categorias de acordo com a heterogeneidade nas

caracteristicas clinicas apresentadas nos episodios depressivos. De acordo com o seu curso clinico a
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depressdo pode ocorrer em um unico episddio, ser uma doenga extremamente recorrente, ou mesmo se
constituir em uma desordem crénica (17% de todos 0s casos), sendo que os individuos com esta doenga
podem apresentar remissdo total ou parcial da doenca (Goodwin e Jamison, 1990; Wong e Licinio,
2001). Ainda, esta desordem pode apresentar caracteristica psicética (humor congruente), caracteristica
catatdnica, um padrdo sazonal, caracteristica atipica ou mesmo caracteristica melancélica. Além disto, a
depressdo maior pode ser classificada de acordo com o seu inicio, podendo este acontecer precocemente,
pOs-parto ou tardiamente, e de acordo com sua gravidade em leve, moderada e severa (Wong e Licinio,
2001).

Em muitos casos, a depressdo ndo tem uma causa clinica identificavel. Entretanto, existem
fatores genéticos, fisioldgicos, bioguimicos, morfolégicos e ambientais, associados ao episodio
depressivo (File, 1996; Nestler, 2002; Berton e Nestler 2006). Dentre os fatores ambientais que
influenciam na etiologia da desordem depressiva incluem-se, a exposi¢do a algumas substancias, como
drogas de abuso, organofosforados, e alguns farmacos como agentes antihipertensivos, corticosteroides,
anticonvulsivantes, dentre outros (Robertson e Katona, 1993; Karalliedde et al., 2000). A depressao
maior também coexiste com outras desordens (co-morbidade), tais como doengas cardiovasculares,
doencas neuroldgicas e cancer (Nestler, 2002). Assim sendo, Goodwin e Jamison (1990) classificaram
esta desordem de humor, de acordo com as suas possiveis causas, em depressdo secundaria, sendo esta
decorrente de outras desordens clinicas, do uso de medicacdes especificas, e da exposicdo a substancias
toxicas; e depressdo primaria de causa idiopatica.

A depressdo é uma doenca de ordem genética, aonde a hereditariedade parece aumentar trés
vezes o risco de desenvolvimento de tal desordem, sendo estimado que a carga genética contribua com
31-42% do desenvolvimento da doenca (Sullivan et al., 2000). Entretanto a depressdo € uma doenca
complexa que parece ndo estar atrelada apenas a um gene (Lander e Schork, 1994), sendo, ainda,

altamente dependente da interagdo de fatores genéticos com os fatores ambientais (acontecimentos pré-
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natais, perdas, deprivacdo, tristeza, estresse, desastres naturais, guerra, sistemas de suporte social,
aspectos nutricionais, exercicio fisico, efeito de drogas, desordens médicas), o que acaba por denotar
uma suscetibilidade genética a eventos de vida (Wong e Licinio, 2001). Dentro deste contexto, vem
sendo sugerido que polimorfismos de genes codificantes do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) (Hong et al., 2003; Tsai et al., 2003, Schumacher et al., 2005), do transportador de serotonina
(5-HTT) (Lesch et al, 1995; Caspi et al., 2003), da triptofano hidroxilase (Zill et al., 2004), da
monoaminaoxidase A (MAO A) (Schulze et al., 2000, Du et al., 2004), da catecol-O-metiltransferase
(Szegedi et al., 2005), bem como de citocinas (Jun et al., 2003; Fertuzinhos et al., 2004; Rosa et al.,
2004) poderiam estar gerando uma suscetibilidade no desenvolvimento de desordens depressivas em
relacdo a eventos de vida, bem como predizendo a melhor terapia antidepressiva a ser prescrita.

Alguns estudos tém investigado mudancas anatémicas e funcionais na depressdo revelando
alteracdes no fluxo sanguineo cerebral, redugcdo do metabolismo da glicose na amigdala (Drevets et al,
1992; Drevets e Raichle, 1992) e cortex pré-frontal (Baxter et al, 1989; Biver et al, 1994), bem como
mudancas neuroanatdmicas em grande proporg¢do no hipocampo (Campbell e Macqueen, 2004). Estudos
com pacientes depressivos utilizando ressonancia magnética (Sheline et al, 1996, Sheline et al, 1999,
Bremner et al., 2000; Mervaala et al., 2000, Steffens et al, 2000, Czeh et al., 2001; Campbell et al.,
2004), bem como estudos post-mortem (Stockmeier et al., 2004) tém demonstrado uma reducdo drastica
no volume hipocampal na depressdo. Essa atrofia hipocampal esta sendo relacionada a eventos de
estresse (Mattson et al, 2004), e a diminuicdo na neurogénese adulta induzida por horménios liberados
da glandula adrenal em resposta ao estresse, como por exemplo, os corticosterdides (Tanapat et al.,
1998; Westenbroek et al., 2004; Karten et al., 2005; Rosenbrock et al., 2005).

Particularmente, evidencias sugerem que a depressdo parece estar associada a déficits na
neurogénese adulta: a) o hipocampo, que € um dos dois locais aonde acontece neurogénese adulta, esta

diminuido na depressdo; b) antidepressivos parecem estimular a formacdo de novas células neurais
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(Brezun e Daszuta, 1999; Duman et al, 2001, 1997; Malberg e Duman, 2003; Kodama et al, 2004); c)
novos neurdnios levam 4-5 semanas para se tornarem funcionais (Van Praag et al, 2002), que é o tempo
de laténcia dos beneficios terapéuticos de muitas medicacgdes antidepressivas.

A depressao € freqlientemente descrita como uma doenca relacionada ao estresse, pois existem
diversas evidéncias de que o estresse provoca alteracdes neuroquimicas e morfoldgicas que contribuem
na etiologia de tal desordem (Brown e Harris, 1982; Brown et al., 1986; Monroe et al., 1991; Paykel,
2001; Nestler, 2002). Durante o estresse agudo ou crdnico, a resposta do cérebro sera acompanhada pela
ativacdo do sistema nervoso simpético e do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA). A ativacdo
sustentada do sistema nervoso simpatico estd sendo associada a depressdo (Wong et al., 2000). A
hiperativacdo sustentada do eixo HPA em situacdes de estresse prolongado ou severo pode gerar danos
hipocampais, particularmente em neurénios piramidais de CA3, tais danos podendo ser decorrente de
uma reducdo na influéncia inibitoria que o hipocampo exerce no eixo HPA, aumentando os niveis de
corticdides circulantes (Nestler et al, 2002). A hipercortisolemia esta sendo amplamente associada a
depresséo (Sachar et al., 1970), e os niveis do hormdnio hipotalamico liberador de corticotrofina (CRH)
encontram-se aumentados em pacientes deprimidos (Gold et al, 1984, 1986; Nemeroff et al., 1984,
Holsboer et al., 1984), sugerindo, assim, uma reducdo no feedback inibitério do hipocampo na supresséo
de CRH no transtorno depressivo (Nestler et al., 2002; Krishnan and Nestler, 2008)

Existe um consenso geral de que a depressdo pode resultar da disfuncdo de varios
neurotransmissores ou sistemas metabolicos. Fortes evidéncias sugerem uma associacdo da
patofisiologia da depressdo com anormalidades no sistema monoaminérgico, particularmente os
mecanismos noradrenérgicos e serotoninérgicos. Esta hipdtese monoaminérgica sugere que a depressao
é resultante de uma deficiéncia de serotonina (5-HT) e/ ou noradrenalina (NA) ou mesmo de receptores

de tais neurotransmissores ineficientes (Mann et al., 1996; Wong e Licinio, 2001).
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Em particular, algumas evidéncias estdo reforcando a relagdo do sistema serotoninérgico com a
patofisiologia da depressdo tais como: a) niveis plasmaticos diminuidos de triptofano (precursor de
serotonina) e da prépria serotonina observados em pacientes com depressdo maior (Coppen e Doogan,
1988); b) diminuicdo do metabolismo serotoninérgico nas regides do cortex frontal de pacientes
deprimidos (Bremner et al., 1997); c) nivel reduzido de &cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA),
metabdlito da serotonina, no liquor de pacientes com depressdo (Ricci e Wellmen, 1990); d) reducéo da
densidade de transportadores de 5-HT nas plaquetas de pacientes deprimidos, em estudos in vitro
(Owens e Nemeroff, 1998); e) aumento no nimero de transportadores de serotonina no cortex frontal e
cingulado de pacientes deprimidos em um estudo utilizando a tomografia de emisséo de positrons (PET)
(Reivich et al., 2004).

Outros estudos denotam uma potencial participacdo do sistema noradrenérgico na etiologia da
depressdo (Charney, 1998; Wong e Licinio, 2001). Dentre estas evidéncias observamos: a) alguns
compostos antidepressivos, como a mirtazapina, atuam como antagonistas de receptores op-adrenérgicos
(Gupta et al., 2003); b) individuos deprimidos apresentam uma hipersensibilidade nos receptores ;-
adrenérgicos (Price et al., 1986); c) antagonista os-adrenérgico reverte o efeito antidepressivo dos
extratos das plantas Siphocampylus verticillatus e Schinus molle no teste da suspensdo da cauda (TSC)
em camundongos (Rodrigues, et al., 2002; Machado et al., 2007).

Ainda, estudos clinicos e pré-clinicos indicam que o sistema dopaminérgico esta fortemente
envolvido com a regulagédo neural do humor, em especifico, evidéncias correlacionam anormalidades na
neurotransmissdo dopaminérgica com a patofisiologia da depressdo (D’Aquila et al., 2000; Rampello et
al., 2000). Evidencias sugerem baixos niveis de metab6litos da dopamina, como o acido homovanilico
(AHV) no liquor de pacientes deprimidos (Brown e Gershon, 1993). Nesse sentido, estudos realizados
com testes comportamentais pré-clinicos preditivos da acdo antidepressiva, teste do nado for¢ado (TNF)

e TSC, ja revelaram que agonistas dopaminérgicos apresentam um efeito tipo-antidepressivo (Joca et al.,
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2000; Dhir e Kulkarni, 2007). Além disso, a depressdo apresenta uma grande co-morbidade com a
doenca de Parkinson (doenga caracterizada pela perda de neurdnios dopaminérgicos), uma vez que 50%
dos pacientes com a doenga de Parkinson apresentam depressdo (Menza et al, 2009). Estas evidéncias
cientificas tém reforcado o potencial envolvimento do sistema monoaminérgico na génese da depressao.

Alguns estudos clinicos tém apontado que pacientes com depressdo apresentam um nivel elevado
de glutamina nas plaquetas, sugerindo uma possivel alteracdo no ciclo glutamato-glutamina na
patofisiologia da depresséo (Levine et al., 2000). Estudos tém implicado um papel dos receptores
NMDA de glutamato na patofisiologia da depresséo. Nesse sentido, antagonistas do receptor NMDA
como o MK-801 e a cetamina, exibem atividade antidepressiva em modelos animais de depressdo e em
estudos clinicos (Skolnick, 1999; Berman et al., 2000; Kudoh et al., 2002). Além disso, o0 antagonista
dos receptores de glutamato AMPA, NBQX, reverte o efeito tipo-antidepressivo dos antagonistas de
NMDA, MK-801 e cetamina (Maeng et al., 2007). Ainda, os potenciadores de receptores AMPA,
LY451616 e LY392098, produzem efeito tipo-antidepressivo em modelos animais de depressédo (Ly et
al., 2001). Outros receptores glutamatérgicos, também, estdo sendo implicados na patofisiologia da
depresséo, como € o caso dos receptores metabotropicos de Glutamato (Witkin et al., 2007).

O sistema GABAérgico também esta envolvido na fisiopatologia dos transtornos de humor, visto
que niveis de GABA estdo reduzidos no liquor de pacientes com depressdo unipolar e bipolar. Além
disso, niveis de GABA transaminase, enzima que converte glutamato em GABA, estdo reduzidos em
pacientes com depressdao unipolar e bipolar (Brambilla et al., 2003). Estudos pré-clinicos utilizando a
substancia muscimol, agonista dos receptores GABA,, demonstraram uma diminui¢cdo no tempo de
imobilidade no TNF, sendo este efeito revertido pela administracdo de bicuculina e picrotoxina
(antagonistas GABAEérgicos) (Poncelet et al, 1987; Nakagawa et al., 1996).

Recentemente, além da hipdtese monoaminérgica, glutamatérgica e GABAérgica da depressao,

outros sistemas moleculares estdo sendo implicados na neurobiologia de tal desordem. Dentre eles se
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destacam o efeito modulatorio do sistema adenosinérgico (Kaster et al., 2004), o papel da via L-
arginina-6xido nitrico (Da Silva et al., 2000; Chapko et al., 2004), bem como, a participa¢éo do sistema
colinérgico (Janowsky et al., 1972; Dilsaver, 1986; Gibbons et al., 2008). Além disso, o potencial
envolvimento da hiper secrecdo de citocinas associada com a ativagdo do sistema imune vem sendo
amplamente associado a etiologia depressiva (Smith, 1991; Connor e Leonard, 1998; Dantzer et al.,

1999, 2002; Charlton, 2000).

1.1.1 Depressao e ansiedade

Freqlientemente, a depresséo é associada a ansiedade sugerindo-se uma comorbidade (existéncia
ou aparecimento de outra patologia qualquer, no curso da evolugéo clinica de um enfermo que apresente
uma determinada doenca), entre estas doencas (Feinstein, 1970; Clark et al., 1995). Neste sentido, o
surgimento da depressdo varia com o diagnostico do transtorno de ansiedade, de tal modo que, por
exemplo, para o transtorno do péanico a taxa de comorbidade é de 67% (Clark, 1989), para o transtorno
obsessivo-compulsivo é de 66% (American Psychiatric, 1994), para o transtorno de ansiedade
generalizada € de 33% (Clark, 1989) e para as fobias simples ou para a fobia social € de 15% (Clark,
1989; American Psychiatric, 1994). Além disso, a comorbidade entre o transtorno de ansiedade e o
transtorno depressivo é também elevada ao longo da vida. De fato, 49% dos doentes com perturbacdes
de ansiedade apresentam também um diagndstico de depressdo maior ou menor (Angst e Dobler-Mikola,
1985; Kessler et al., 1997). Neste sentido, é necessario 0 desenvolvimento de estratégias que atuem

nesta co-morbidade de forma efetiva.

1.1.2 Tratamentos antidepressivos
Diversas intervencOes antidepressivas estdo sendo propostas ao longo dos anos (Ressier e

Nemeroff, 1999; Donati e Rasenick, 2003). Em 1934, Ladislas Meduna introduziu a terapia convulsiva,
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com inducdo de convulsdes pela administragdo de pentilenotetrazol (metrazol) no combate a algumas
desordens de humor como a depressao. Posteriormente, a terapia eletroconvulsiva (ECT) foi idealizada e
proposta por Hugo Cerletti e Lucio Bini, em 1937, com o objetivo de proporcionar melhoras nos
quadros clinicos de algumas desordens mentais, como a esquizofrenia e a depressdo. Esta terapia
consiste na passagem de uma corrente elétrica através do cérebro com o intuito de produzir convulsdes,
com a vantagem de ser mais controlavel e seus usuarios apresentarem amnésia retrgrada, ou seja, uma
perda de todas as memérias de eventos imediatamente anteriores ao choque, incluindo a sua percepcdo
(Wong e Licinio, 2001; Greenberg e Kellner, 2005; Isenberg e Zorumski, 2006). Além disto, desde
1910, terapias psicologicas, como a terapia cognitiva comportamental, a terapia interpessoal, e a terapia
de solucdo de problemas, estdo sendo propostas com o intuito de atenuar os sintomas clinicos da
depresséo (Ebmeier et al., 2006).

Entretanto, apenas em 1950 se iniciam os tratamentos psicofarmacologicos. Atualmente, existem
varias classes de antidepressivos usados para o tratamento da depressdo. Estas drogas podem agir
inibindo a enzima monoamina oxidase (MAO), ou atuando sobre os sistemas de recaptacdo das
monoaminas em conjunto, como é o caso dos antidepressivos triciclicos. Ainda, podem ser inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) ou da recaptacdo de noradrenalina (ISRN), aumentando a
concentracdo destes neurotransmissores na fenda sinaptica (Nemeroff e Owens, 2002). Os
antidepressivos triciclicos e os inibidores da enzima MAO foram introduzidos no tratamento da
depressdo na década de 1950, enquanto os antidepressivos ISRS e ISRN sé foram introduzidos na
década de 1980 (Maubach et al., 1999).

Uma limitacdo da terapia antidepressiva é que os farmacos antidepressivos proporcionam uma
completa remissdo para apenas cerca de 50% dos individuos, além de causarem efeitos colaterais
(Brunello et al., 2002). Estes efeitos colaterais dos farmacos antidepressivos se constituem como a

principal causa da ndo adesdo dos pacientes ao tratamento antidepressivo (MacGillivray et al., 2003;
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Sleath et al., 2003). Os efeitos colaterais mais freqlientes da terapia psicofarmacoldgica antidepressiva
sd0 a tontura, sedacdo, alteraces cognitivas e comprometimento da memaria (Matos e Sousa, 1999). A
terapia com antidepressivos triciclicos, antidepressivos inibidores da MAO, normalmente, é
acompanhada pelo efeito colateral de ganho de peso (Matos e Sousa, 1999). Ja a terapia farmacologica
com os antidepressivos de ultima geragdo, como ISRSs e 0s ISRNs, apresentam alguns efeitos adversos
como disfuncdo sexual (Nemeroff e Owens, 2002), dores de cabeca, nauseas e ganho de peso (Rudorfer
e Potter, 1989). Além disto, a resposta terapéutica destes farmacos antidepressivos s ocorre 3-6
semanas apos o inicio do tratamento (Wolf et al., 2004). Desta forma, existe uma grande necessidade do
desenvolvimento de terapias antidepressivas alternativas ou de substancias que possam aumentar a

eficécia clinica no tratamento da depressao.

1.1.2.1. “Augmentation”

Uma das estratégias mais utilizadas, desde a decada de 20, no tratamento da depressao refrataria
(depressdo ndo responsiva ao tratamento com antidepressivos classicos) é a potenciacdo da terapia
antidepressiva ndo efetiva por um segundo composto farmacolégico com ou sem propriedades
antidepressivas estabelecidas na literatura. Esta estratégia estd sendo denominada de “augmentation”
(Thase, 2007). Assim sendo, o termo “augmentation” é definido como a adicdo de um ou mais agentes
farmacoldgicos a um tratamento antidepressivo pré-existente com o intuito de melhorar o humor dos
pacientes e a resposta dos antidepressivos (DeBattista, 2006). Embora estratégias de “augmentation”
sejam amplamente utilizadas para melhorar clinicamente a resposta antidepressiva, poucos estudos
sistematicos e controlados sdo realizados acerca desta pratica. Ironicamente, atualmente, os dois agentes
mais estudados como “augmentators” na terapia antidepressiva, o litio e horménio da tiredide, sdo
raramente utilizados por psiquiatras no tratamento dos pacientes acometidos por depressdo (Thase,

2004).
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No final da década de 1980 e inicio dos anos 1990, uma estratégia clinica bastante utilizada para
casos de depressao resistente a monoterapia era a associacdo de litio a antidepressivos triciclicos, como a
nortriptilina (Nierenberg et al., 1990). Corroborando, Bauer et al. (2003) reportaram que o litio se
constitui em uma Gtima estratégia de potenciacdo da terapia antidepressiva. Ja os horménios da tiredide
estdo sendo utilizados como “augmentators” hd mais de 20 anos (DeBattista, 2006). Alguns estudos
elucidam uma melhora na terapia antidepressiva classica quando T3 ou T4 sdo adicionados ao
tratamento (Joffe e Sokolov, 2000; Thase, 2004).

Atualmente, sabe-se que drogas que modulam o sistema dopaminérgico (inibidores da recaptacdo
de dopamina e agonistas dopaminérgicos) aumentam a efetividade de drogas antidepressivas (DeBattista
et al., 2003; Lavretsky et al., 2003, Cassano et al., 2004). Drogas antipsicoticas (Shelton et al., 2001), e
agentes anti-glicocorticdides (DeBattista and Belanoff, 2006), também, estdo sendo utilizados como
estratégias na melhora da terapia antidepressiva classica.

A literatura reporta ainda que antagonistas de receptores glutamatérgicos NMDA apresentam
efeito tipo-antidepressivo sinérgico quando combinados com antidepressivos em modelos animais (Maj
et al., 1992; Rogoz et al., 2002, 2004). Em especifico, fortes evidéncias clinicas e pré-clinicas estdo
sugerindo que a suplementacdo realizada com o inibidor de receptor NMDA zinco apresenta efeito
sinérgico e aditivo quando associada a antidepressivos triciclicos e ISRSs (Kroczka et al., 2001;
Szewczyk et al., 2002; Nowak et. al, 2003a; Rosa et al., 2003).

E valido ressaltar que a combinacdo da farmacoterapia com a psicoterapia também tem
demonstrado beneficios em pacientes com depressao severa, cronica, ou refrataria (Thase and Rush,
1997; Keller et al., 2000; Segal et al., 2002). Além disso, sugere-se que em casos de depressao
resistente, outras estratégias ndo farmacoldgicas sejam empregadas (terapia eletroconvulsiva,

estimulacdo do nervo vago e a atividade fisica) juntamente com a terapia farmacoldgica (Nemeroff,
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2007). Entretanto a abordagem da potenciacdo da terapia antidepressiva cléssica através de estratégias

ndo farmacoldgicos ndo seré discutida a fundo neste estudo.

1.1.3 — Modelos animais de depressao

Pesquisas pré-clinicas sdo essenciais para o desenvolvimento de novas terapias e para o estudo da
neurobiologia dos transtornos mentais (Andreatini, 2002). Os modelos animais de depressdo se
constituem como um método excelente na identificacdo de potenciais alvos antidepressivos,
possibilitando um melhor entendimento das vias e mecanismos responsaveis pela acdo destes. Estes
ensaios pre-clinicos contribuem substancialmente para uma melhor compreensdo dos transtornos
depressivos e para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para o seu tratamento (Wong e
Licinio, 2001; Cryan et al., 2002; Nestler et al., 2002a/b; Krishnan and Nestler, 2008)

O maior problema nestes métodos é a condicdo da depressdo afetar atividades cognitivas
superiores, tais como a emocdo e a auto-realizacdo, que ndo podem ser facilmente reproduzidas em
animais. Assim, sintomas clinicos da depressdo, como: melancolia, sentimento de culpa e pensamentos
suicidas ndo podem ser reproduzidos e mensurados em ensaios pré-clinicos (Wong e Licinio, 2001).

McKinney e Bunney (1969) propuseram gque os modelos animais de depressdo devem cumprir
um minimo de requisitos, entre eles: a) ter analogia com a depressdo humana em sua manifestacdo ou
sintomas; b) existir mudanca comportamental no animal que possa ser controlada objetivamente; ¢) as
mudancas comportamentais alteradas no animal devem ser revertidas pelo mesmo tratamento
antidepressivo utilizado em seres humanos; d) os ensaios pré-clinicos devem ter reprodutibilidade.
Acrescentando, Markou e colaboradores (2009), definiram que o critério essencial para que o modelo
animal de depressdo tenha utilizacdo na avaliacdo pré-clinica € possuir validade preditiva e

reprodutibilidade entre laboratorios.
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Existem diversos modelos animais de depressdo baseados nas alteragdes comportamentais
produzidas pelo estresse, drogas, excisdo ou lesdes de estruturas cerebrais (Cryan et al., 2002). Os
modelos de predicdo antidepressiva mais utilizados na avaliagdo pré-clinica s&o: 0 modelo de desespero
comportamental e o modelo de desamparo aprendido. Um exemplo de modelo de desespero
comportamental seria 0 TNF (Porsolt et al., 1977) e o TSC (Steru, et al, 1985), e 0 exemplo de modelo
de desamparo aprendido seria a esquiva ativa de duas vias ap6s administracdo de choques inescapaveis e
imprevisiveis (Sherman et al., 1982).

O TNF, desenvolvido por Porsolt et al. (1977), padronizado inicialmente para ratos e
posteriormente para camundongos, e 0 TSC, padronizado para camundongos, tém sido os testes mais
empregados para avaliar a atividade antidepressiva pré-clinica, devido a sua facil utilizacdo, grande
reprodutibilidade entre os laboratorios e a sua grande habilidade de detectar um grande espectro de
agentes antidepressivos (Borsini e Meli, 1988; Cryan et al., 2002; Nestler et al., 2002a/b). Estes modelos
sdo baseados na observacdo do animal colocado em um estado de desespero. Inicialmente, o animal
apresenta movimentos para tentar escapar da situacdo inescapavel, mas apds certo tempo de luta, o
animal desenvolve uma postura quase imével. Este comportamento de imobilidade pode ser entendido
como o fracasso na tentativa de escapar do estimulo estressante (comportamento de desespero) (Willner,
1984). Outras interpretacdes seriam que a imobilidade pode ser um comportamento que reflete o estado
de desesperanca no qual o animal perde a expectativa de fuga, ou mesmo, um comportamento adaptativo
do animal para a manutencdo de energia (Preston e West, 1990). Os antidepressivos reduzem a duracéao
da imobilidade do animal comparado ao veiculo (Borsini e Meli, 1988; Cryan et al., 2002).

Entretanto, alguns problemas ocorrem com estes modelos: o tratamento agudo com doses
elevadas de farmacos antidepressivos altera o tempo de imobilidade em um curto periodo de tempo,
enguanto que nos seres humanos 0 mesmo tratamento antidepressivo leva semanas para produzir tal

efeito (Cryan et al., 2002a); 0 modelo pode apresentar resultados falsos positivos, como por exemplo,
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com drogas estimulantes do sistema motor. Nesse contexto, drogas estimulantes motoras, como a
anfetamina, diminuem o tempo de imobilidade e ndo apresentam efeito antidepressivo na clinica
(Willner, 1984; Preston e West, 1990). Com isso, existe a necessidade de se realizar experimentos
adicionais com modelos que avaliam a atividade locomotora para se descartar que o efeito observado no
teste de predicdo antidepressiva ndo seja devido a um efeito locomotor. O modelo amplamente utilizado
para esta finalidade é o teste no campo aberto, que avalia a atividade locomotora dos animais (Hall,

1934, 1936; Kelly, 1993).

1.2. Zinco

O Zinco (Zn*?) é um metal de transicdo do grupo Ilb, diferindo dos outros metais de transicéo,
pois contém a camada eletronica “d” completa e assim ndo participa de reacdes redox. Este metal age
como acido de Lewis, aceitando um par de elétrons, tornando-se assim um ion estavel. O zinco ocorre
naturalmente como 5 isOtopos estaveis: gZn, s6ZN,67ZN, 63ZN, € 70ZN. Geralmente se associa com
aminodcidos, peptideos e nucleotideos e tem afinidade com grupos tiois e hidrogénio (McCall et al.,
2000). O zinco esta sendo considerado o segundo elemento traco mais abundante do organismo, ficando
apenas atras do ferro (Tapiero e Tew, 2003). Este metal esta presente em todos os tecidos corporais,
sendo 85% de todo o zinco corporal encontrado no 0sso e no masculo, 11% se encontra no figado e na
pele, e o restante esta difundido em outros tecidos (Tapiero e Tew, 2003).

O Zn*?é obtido da dieta, sendo que mariscos, ostras, carne bovina e suina, figado, mitidos e ovos
sdo considerados as melhores fontes de zinco (Sandstrom, 1997). A absorcdo deste metal ocorre
principalmente no trato gastro-intestinal (TGI), sendo esta regido, também, responsavel pela maior parte
da sua excrecdo. Neste sentido, o trato gastro-intestinal apresenta uma funcéo essencial na regulacdo das
concentracdes corporeas de zinco (Tapiero e Tew, 2003). Apoés ser absorvido, o zinco atinge a corrente

sanguinea e entdo, pode se unir a aminoacidos, como a cisteina e histidina (1%), ou a proteinas, como
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albumina (84%), ¢ a a2-macroglobulina (14%). Desta forma, o zinco pode ser captado pelas células por
trés mecanismos: i) através de um co-transporte zinco-albumina, sendo a liga¢do do zinco acontecendo
em um receptor saturavel; ii) por um co-transporte com ligantes, principalmente a albumina e a
histidina, aonde o zinco se liga a um receptor ndo saturavel; iii) por um mecanismo sédio/ aminoacidos
quando o zinco esta ligado a aminoacidos, como a cisteina e a histidina (Tapiero e Tew, 2003).

A afinidade do zinco pelos seus ligantes no plasma sanguineo é extremamente importante para o
seu transporte através da barreira hematoencefalica. A esse respeito um estudo com ratos mutantes que
ndo expressavam albumina, demonstrou que esta proteina plasmatica ndo é essencial no transporte do
zinco para o sistema nervoso central (SNC) (Takeda et al., 1997). Entretanto, estudos in vivo e in vitro
tém demonstrado que a L-histidina € essencial para o transporte do zinco ao SNC, via barreira
hematoencefalica. A histidina parece entdo transferir o zinco para proteinas de membrana, como as
proteinas transportadoras de cations divalentes | (DMT-1), e/ ou para transportadores de zinco ainda ndo
identificados nas células capilares do encéfalo (Takeda, 2000).

Dentro das células, 30 a 40% do zinco esta localizado no nucleo, 50% no citosol e organelas
citoplasmaéticas e o restante estd associado a proteinas de membrana (Tapiero e Tew, 2003) e assim
regula diversas proteinas associadas a uma variedade de atividades celulares (Eom et al., 2001). O zinco
é extremamente necessario a mais de 300 proteinas enzimaticas, pois 0 mesmo pode apresentar uma
funcéo catalitica, co-ativa (co-catalitica) ou estrutural para estas enzimas. Dentro deste grupo de enzimas
dependentes de zinco incluem-se a DNA e RNA polimerase (enzimas essenciais aos processos de
replicacdo e transcricao), metaloproteinases, e enzimas do metabolismo intermediario, como a piruvato
carboxilase e a lactato desidrogenase (Valee e Falchuck, 1993; Valee e Auld, 1995; Takeda, 2000;
Tapiero e Tew, 2003).

Ainda, o zinco interfere na atividade de diversas outras enzimas, modulado, assim, cascatas de

sinalizacdo intracelular. De acordo com a sua concentracdo, o zinco modula a atividade da proteina
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quinase dependente do complexo Célcio/ Calmodulina 2 (CAMK-II). Niveis fisioldgicos de zinco
ativam a enzima de forma independente do complexo célcio/calmodulina, e impedem a formacéo do
complexo Calcio/ Calmodulina, enquanto niveis elevados de zinco inibem a funcdo de CAMK-II
(Lengyel et al., 2000). O zinco parece regular a atividade da proteina quinase C (PKC). Concentracdes
nanomolares parecem ativar a PKC e causar o deslocamento da enzima para a membrana plasmatica
(Beyersmann e Haase, 2001). O zinco, ainda, parece inibir a atividade da glicogénio sintase quinase-3f3
(llouz et al., 2002). Além disso, 0 zinco pode ser um componente estrutural ou modulatério de proteinas
regulatorias e fatores de transcricao (Valee e Falchuck, 1993; Beyersmann e Haase, 2001).

O zinco estd envolvido na estabilizacdo de membranas estruturais e na protecdo celular,
prevenindo a peroxidacdo lipidica. O papel fisioldgico do zinco como antioxidante é evidenciado por
uma protecdo de grupos sulfidrilas contra oxidacdo e pela inibicdo da producéo de espécies reativas de
oxigénio. Ainda, o zinco participa da estrutura da enzima superdxido dismutase (SOD), sendo a
atividade desta enzima reduzida pela deficiéncia deste metal (Vallee e Falchuck, 1993; Fairweather-Tait,
1988; Hasanoglu et al., 1994)

O zinco, também, é um importante modulador no sistema imune de mamiferos. O zinco regula as
funcbes de linfocitos, tais como a mitogénese, sintese de anticorpos, ativacao de células T e de células
Natural Killer, e mais especificamente a imunidade celular (Antoniou et al., 1981; Fraker et al., 1986;
Kirchner e Ruhl, 1970; Luecke et al., 1978; Prasad, 1983). Além disso, 0 zinco modula a expressao
génica de citocinas pré-inflamatérias (Bao et al., 2003), onde diminui¢cdes das concentracdes de zinco
parecem estar implicadas no aumento de alguns mediadores pro-inflamatérios, como 0 TNF-a e IL-1p3
(Beck et al., 1997; Baum et al., 2000), e na diminui¢do de outros, como a IL-2 e IFN-y (Beck et al.,
1997). Ainda algumas citocinas pro-inflamatorias como IL-4, IL-6 e IL-1a ndo sdo afetadas pelo status

do zinco (Beck et al., 1997). Assim sendo, existem evidéncias de que a suplementacdo com zinco reduz
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0 impacto de muitas doencgas, pois promove melhora da funcdo imune (Fraker et al., 2000; Rink e
Kirchner., 2000).

O zinco é encontrado em altas concentragcdes, em muitas regibes do sistema nervoso de
mamiferos, particularmente no cortex, nas fibras musgosas do hipocampo e na glandula pineal (Choi e
Koh, 1998; Barafiano et al, 2001). No SNC aproximadamente 90% do zinco encontrado no encéfalo esta
presente junto as metaloproteinas (Cole et al., 1999; Takeda, 2000), entretanto este metal também ¢
estocado em vesiculas sinépticas e liberado nas fendas sindpticas mediante despolarizagdo graduada no
potencial de membrana, e, ainda, pode ser encontrado na forma livre (Choi e Koh, 1998; Barafiano et al,
2001).

Apos ser liberado na fenda sinaptica, 0 zinco é captado pelas terminagdes pré e pds-sinaptica
(Howell et al., 1984), atraves de canais ibnicos (Koh e Choi, 1994) ou de proteinas transportadoras
especificas (Palmiter et al., 1996 a/b), sendo transportados de forma anterograda ou retrograda via
sistema de transporte axonal dentro das celulas neurais, e eventualmente colocados em novas vesiculas
sinapticas (Wenzel et al., 1997; Vandenberg et al., 1998; Takeda, 2000).

No SNC a concentragdo intracelular do zinco ¢ de 150 uM, enquanto sua concentragdao
extracelular ¢ de 150 nM. Devido a essa grande diferenga de concentragdo desse cation divalente entre o
meio intracelular e 0 meio extracelular, cerca de 1000 vezes, foi sugerida a existéncia de um mecanismo
dependente de energia para o influxo de zinco em neurdnios e astrocitos (Vandenberg et al., 1998;
Takeda, 2000). Por outro lado, Palmiter et al. (1996b) demonstraram a presenca de algumas proteinas
capazes de transportar o zinco para fora do compartimento intracelular neural. Estas proteinas foram
denominadas como transportadores de zinco (ZnT-1, ZnT-2, e ZnT-4), responsaveis por manter 0 meio
intracelular com baixas concentracfes deste metal. Ao contrario dos seus homélogos o ZnT-3 € o
responsavel por transportar o zinco para dentro das vesiculas sinapticas (Palmiter et al., 1996a; Weiss et

al., 2000; Tapiero e Tew, 2003).
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A concentracgdo de zinco em vesiculas glutamatérgicas é bastante alta, variando entre 300 a 350
uM (Perez-Clausell e Danscher, 1985; Choi e Koh, 1998; Takeda, 2000; Barafiano et al, 2001). Apds
uma despolarizacdo, o zinco é liberado nos terminais pré-sinapticos glutamatérgicos juntamente com o
glutamato, atingindo um pico de concentracdo na fenda sindptica de 10 a 100 puM (Vogt et al., 2000). O
zinco liberado no espago extracelular produz uma série de efeitos modulatérios na neurotransmissao,
sendo a inibicdo do receptor de glutamato ionotrépico NMDA um de seus efeitos mais marcante (Choi e
Koh, 1998). O zinco inibe os receptores NMDA por mecanismo voltagem dependente, similar ao do
magnésio, ou por mecanismo independente de voltagem (Christine e Choi, 1990; Choi e koh, 1998; Choi
e Lipton, 1999; Takeda, 2000) Ainda, o zinco parece estar implicado na potencializacdo das respostas
mediadas pelos receptores ionotropicos de Glutamato AMPA e cainato (Nowak e Szewczyk, 2002). A
permeabilidade do zinco é especifica para cada tipo de canal idnico, e assim proporciona uma alteracéo
na expressao de algumas proteinas intracelulares. (Sensi et al., 1999; Weiss et al., 2000). Além disso, o
zinco apresenta uma acéo inibitoria nos receptores metabotropicos de Glutamato do grupo 1 (Nowak e
Szewczyk, 2002).

Além da modulacdo do sistema glutamatérgico, esta sendo reportado um importante papel
inibitério do zinco sobre os receptores GABA,, principal receptor inibitério do SNC. O zinco inibe a
funcdo destes receptores por um mecanismo alostérico dependente da especificidade das combinacGes
conformacionais das subunidades do receptor. Assim, receptores com combinac6es das subunidades o3
demonstram alta sensibilidade ao zinco, enquanto receptores que apresentam a combinacdo das

subunidades afy apresentam uma menor sensibilidade ao metal de transicdo zinco (Hosie et al., 2003).
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Receptor AMPA Receptor GABAA
]l <)
Receptor Cainato AR

Receptor NMDA

(+)

Receptor GluR am (Adaptado de Nowak et al., 2003a)

Figura 1. Efeito modulatdrio do zinco em sistemas de neurotransmissao.

Ainda, o zinco tem uma atuagdo dual marcante na regulacdo da morte celular no SNC. O zinco
pode exercer um papel tanto neurotoxico, quanto neuroprotetor, dependendo de sua concentracdo, da
estrutura cerebral e do modelo experimental (Chen e Liao, 2003). Alguns estudos apontam que em
concentracdes elevadas no SNC o zinco é neurotoxico (Koh et al., 1996; Park e Koh, 1999; Horning et
al., 2000; Sheline et al., 2000; Chen e Liao, 2003). A neurotoxicidade do zinco parece estar relacionada
com a entrada deste metal na forma livre nos neurbénios pos-sindpticos através dos canais de cations
divalentes ativados na presenca de glutamato (Weiss et al., 2000), e assim esta sendo implicado em
patologias do SNC como o Alzheimer, Parkinson e Epilepsia, além de distlrbios comportamentais como
anorexia, dificuldades de aprendizagem e alteracdes de funcbes cognitivas. (Takeda 2000; Bush, 2003;
Zatta et al.,, 2003). Entretanto alguns estudos elucidam o papel neuroprotetor de concentragoes

fisioldgicas de zinco em relagdo a morte neuronal. Esta neuroprotecdo do zinco suporta a teoria que a
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liberacdo sindptica de zinco, inibindo os receptores NMDA, regula a neurotoxicidade provocada pelo
excesso de Glutamato (Dominguez et al., 2003). Além disso, é reportado que o zinco é essencial na
regulacdo da neurogénese, migracao neuronal e formacdo de sinapses (Bhatnagar e Taneja, 2001).
Assim sendo, concentragfes fisioldgicas de zinco influenciam os processos bioquimicos de
catdlise enzimatica, sintese de DNA, expressdo génica, divisdo, proliferacdo, defirenciagdo, balanco
oxidante, funcdo imunoldgica, neurotransmissao, sinalizacdo celular e neurogénese (Prasad et al., 1982;
Frederickson et al., 2000, Powell, 2000; Takeda, 2000). Enquanto que o excesso de zinco livre nas
células corporais pode representar toxicidade (Choi e Koh, 1998) e causar a morte celular (Koh e Choi,

1994; Manev et al., 1997; Lobner et al., 2000; Marin et al., 2000).

Viabilidade e Fungao Celular

1 1 1 1 1 1 1

Aumento na Concentragao Intracelular de Zn?*

(Adaptado de Colvin et al., 2003)

Figura 2. Efeito da concentragéo intracelular de zinco na viabilidade e funcéo celular.
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1.2.1 Zinco e depressao

Estudos recentes tém demonstrado que o tratamento agudo e crénico com o zinco (i.p.) produz
um efeito tipo-antidepressivo em roedores no TNF e no TSC (Kroczka et al., 2000, 2001; Nowak et al.,
2003b; Rosa et al., 2003). Acrescentando, Rosa et al. (2003) demonstraram o envolvimento da inibig&o
dos receptores NMDA no efeito tipo-antidepressivo do zinco no TNF. Ainda, em um estudo pré-clinico
utilizando o modelo de bulbectomia olfatria, modelo de inducdo de depressdo realizado atraves da
excisdao neural do bulbo olfatério, os tratamentos repetido, ou agudo com hidroaspartato de zinco
mostraram perfis antidepressivos (Nowak et al., 2003a). Acrescentando, Brocardo et al. (2007)
demonstraram que 0 zinco atenua os efeito tipo-depressivo induzido pelo organofosforado malation em
ratos.

Estudos clinicos também sugerem um potencial antidepressivo da suplementacdo feita com
zinco, bem como uma melhora na rapidez da eficacia terapéutica antidepressiva. Assim, um estudo
clinico demonstrou que a associacdo de antidepressivos padrdes com uma suplementacdo de zinco
reduziu os escores da escala de Hamilton de depresséo, tanto apos a sexta semana, quanto apos a decima
segunda semana ap0s o inicio do tratamento, comparada aos tratamentos utilizando apenas o0s
antidepressivos classicos (Nowak et al., 2003b). Outros estudos clinicos tém demonstrado que pacientes
deprimidos apresentam baixos niveis de zinco no plasma sanguineo (hipozincemia), e que apds o
tratamento com antidepressivos classicos 0s niveis de zinco voltam aos valores considerados normais
(Maes et al., 1994; 1997; 1999; Nowak e Szewezyk, 2002). Além disso, é reportado que o nivel
plasmatico de zinco em individuos recuperados de quadros depressivos estd aumentado em relacdo ao
grupo dos deprimidos (MacLoughlin e Hodge, 1990; Narang et al., 1991). Acrescentando, em um
estudo pré-clinico com ratos foi verificado que o tratamento com imipramina, ou citalopram, ou choque
eletro-convulsivo (ECT), promoveu um aumento nas concentracfes hipocampais e séricas de zinco

(Nowak e Schlegel-Zawadzka, 1999). Sabe-se também que a deprivacdo de zinco na dieta de
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camundongos promove um comportamento tipo-depressivo no TNF e no TSC e este € revertido pela

administracdo de desipramina (Whittle et al., 2009). Neste sentido, o zinco parece ter um papel

fundamental na modulagéo do humor.

Evidéncias Clinicas Evidéncias Pre-Clinicas

Parametro Efeito Parametro Efeito

Concentracio de Zinco

Deprivaciio de Zinco Depressivo

®)
Depresséao RN . . =
P .Sérico  |\adelos Animais de Depressao
(1): (2): (3)
B: ) e 6) Estresse Crénico Imprevisivel Efetivo (9}
Bulbectomia Olfatdria Efetivo (&)
Depressdo + Tratamento Nao Efetivo _Sérico
&) Depressao Induzida por Malation Efetivo (L0)
Testes Preditives de Acio
Depressdo + Tratamento Efetivo « Sérico Antidepressiva
3)e(D) Teste da Suspensdo da Cauda Efetivo (11)
Teste do Nado Forgado Efetivo (12; 13)
Depressao + Suplementagao IDB
; ) Zinco + Antidepressivos i
com Zinco + Tratamento Melhora (14) (Doses Subefetivas no TNF) Efetivo A5)
Antidepressivo EDH

Melhora (14)

(Adaptado de Nowak et al., 2005)

Tabela 1. Evidéncias clinicas e pré-clinicas do envolvimento do zinco na patafisiologia e tratamento da
depressdo. | - Diminui¢do; <> - Nenhuma alteracdo em relacdo ao respectivo controle. IBD: Inventario de Depressdo de
Beck; EDH: Escala de depressdo de Hamilton. (1) — Manser et al., 1989 (2) — Maes et al., 1994; (3) — Maes et al., 1997; (4) —
Maes et al., 1999; (5) - Nowak et al., 1999; (6) — Nowak et al., 2003a; (7) - Schlegel-Zawadzka et al., 2000; (8) - Whittle et

al., 2009; (9) - Ossowska et al., 2003; (10) - Brocardo et al., 2007; (11) — Rosa et al., 2003; (12) - Kroczka et al., 2000; (13) -
Kroczka et al., 2001; (14) — Nowak et al., 2003b; (15) — Szewczyk et al., 2002.
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2. Justificativa

Considerando que: a) a depressao apresenta uma alta incidéncia na populagdo mundial (Musselman et
al., 1998; Berton e Nestler, 2006), com impacto na funcdo social e na qualidade de vida de pacientes
(Nestler e Carlezon, 2006; Nemeroff, 2007); b) o tratamento com antidepressivos convencionais (triciclicos,
inibidores da monoamina oxidase (MAO), inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) e
inibidores seletivos da recaptacdo de noradrenalina (ISRN)) promove uma completa remisséo para cerca de
50% dos individuos, (Nestler et al., 2002; Rush et al., 2003); c) a terapia antidepressiva produz inimeros
efeitos colaterais (Brunello et al., 2002), reduzindo, assim, a adesdo de pacientes ao tratamento
(MacGillivray et al., 2003; Sleath et al., 2003); d) a depressao exibe co-morbidade com outras desordens
como a ansiedade (Clark et al., 1995), existe uma grande necessidade do desenvolvimento de terapias
antidepressivas alternativas ou de substancias que possam aumentar a eficacia clinica no tratamento
convencional da depressdo. Neste sentido a administragdo de cloreto de zinco, bem como sua co-
administracdo com antidepresssivos tem sido proposta como novas alternativas antidepressivas (Szewczyk et
al., 2002; Nowak et al., 2003a/b).

Portanto, este trabalho tem o intuito de, primeiramente, investigar o efeito antidepressivo do zinco
administrado por via oral no teste de suspensdo da cauda, teste preditivo de atividade antidepressiva (Steru et
al., 1985; Cryan et al., 2005, 2007) e, secundariamente, examinar o possivel efeito tipo-antidepressivo
sinérgico da administragdo combinada de doses sub-efetivas de zinco e antidepressivos em diferentes classes:
triciclicos (imipramina e desipramina), inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (fluoxetina e
paroxetina), e inibidores da recaptacdo de dopamina (bupropiona). Além disto, o estudo buscou analisar o
comportamento dos animais administrados com antidepressivos ou ZnCl, sozinhos ou em combinagdo no
teste do campo aberto e assim descartar que evidenciar estratégias farmacoldgicas que possam estar atuando

de forma efetiva tanto na depressdo quanto na ansiedade.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Investigar o efeito da interacdo entre ZnCl, e antidepressivos no teste da suspenséo da cauda (TSC) e no

teste do campo aberto.

3.2. Objetivos especificos:

a) Verificar o efeito de ZnCl,, administrado pela via oral (p.0.) no TSC em camundongos.

b) Verificar o efeito de ZnCl, administrado pela via p.o., em curva tempo-resposta no TSC.

c) Investigar o efeito de ZnCl, na atividade locomotora de camundongos no teste do campo aberto.

d) Verificar o efeito dos antidepressivos classicos (fluoxetina, paroxetina, imipramina, desipramina, e
bupropiona), administrado pela via p.o., no TSC em camundongos.

e) Investigar o efeito da interacdo entre ZnCl, e antidepressivos classicos (fluoxetina, paroxetina,
imipramina, desipramina, e bupropiona), administrados p.o., em doses sub-efetivas, no TSC.

f) Investigar a interacdo de ZnCl, e antidepressivos classicos (fluoxetina, paroxetina, imipramina,
desipramina, e bupropiona) na atividade locomotora no teste do campo aberto.

g) Investigar os possiveis efeitos da interacdo entre ZnCl, e antidepressivos classicos (fluoxetina,
paroxetina, imipramina, desipramina, e bupropiona) na atividade exploratoria vertical (rearing) e no

comportamento de auto-limpeza no teste do campo aberto.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Animais

Para os experimentos foram utilizados camundongos machos Swiss, pesando entre 30-45 g,
com 45-70 dias de vida. Os animais foram mantidos a temperatura de 22-25°C com livre acesso a
agua e comida, em ciclo claro/escuro 12:12 h (ciclo claro iniciando as 7:00 h). Todos os
experimentos foram realizados entre 11:00 e 17:00 h, com cada animal usado somente uma vez (N =
5-12 animais por grupo). Animais foram ambientados no local da experimentacdo 24 horas antes da
observacdo comportamental. Os camundongos foram distribuidos de forma aleat6ria nos grupos
experimentais. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa

Catarina e mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica.

4.2. Drogas e tratamento

As seguintes drogas foram usadas: Cloreto de Zinco (Merck, Germany), fluoxetina,
paroxetina, imipramina, desipramina, e bupropriona (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO,
U.S.A)). Todas as drogas foram diluidas em agua destilada e administradas por via oral (p.0.) por
gavagem em um volume constante de 10 ml/kg de peso corporal. Animais controles receberam os
veiculos apropriados (agua destilada). Comida e dgua foram retiradas uma hora antes do inicio das
administracdes das drogas. As drogas ou veiculo foram administrados 1 hora antes dos testes
comportamentais (TSC ou teste do campo aberto). As doses de cloreto de zinco (ZnCl,) empregadas
neste estudo (1-30 mg/kg) foram baseadas em um estudo prévio aonde o zinco foi administrado
intraperitonealmente (Rosa et al., 2003).

Além disso, nos estudos que visam analisar o efeito sinérgico de doses sub-efetivas de cloreto

de zinco com doses sub-efetivas de antidepressivos no TSC, e teste do campo aberto, a
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administracdo de ZnCl, ou veiculo foi seguida imediatamente pela administracdo de drogas

antidepressivas ou veiculo, uma hora antes dos testes comportamentais.

4.3. Testes comportamentais

4.3.1. Teste da suspensédo da cauda (TSC)

O teste da suspensdo da cauda ¢ um modelo amplamente utilizado para analisar a atividade
tipo-antidepressiva de compostos farmacolégicos em camundongos. O teste é baseado no fato que
animais que sdo submetidos a curtos periodos de estresse inescapavel pela suspensdo de sua cauda
tendem a desenvolver uma postura imovel. O tempo total de duracdo da imobilidade foi medido de
acordo com o método Steru et al. (1985). Os camundongos acustica e visualmente isolados foram
suspensos 50 cm acima do ché@o por fita adesiva e a imobilidade foi registrada durante 6 minutos
(Figura 3). Os camundongos sdo considerados imoveis somente quando eles estdo completamente
parados. Os antidepressivos reduzem o tempo de imobilidade neste teste (Steru et al., 1985;
Rodrigues et al., 2002; Mantovani et al., 2003, Cryan et al., 2005; Machado et al., 2007, 2008). Os

animais foram analisados por um observador “cego” acerca das drogas utilizadas no tratamento.
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Figura 3. Teste da Suspensdo da Cauda (TSC)

4.3.2. Teste do campo aberto (TCA)

Desde seu desenvolvimento por Calvin Hall (Hall, 1934, 1936), o TCA é utilizado como uma
ferramenta importante nas pesquisas comportamentais. A fim de excluir a possibilidade de que a
diminuicdo do tempo de imobilidade no TSC seja devido a uma estimulacdo motora, 0s animais

foram submetidos ao TCA, conforme descrito anteriormente (Rodrigues et al., 1996).

As respostas de levantamento (“rearing”) foram verificadas TCA. O comportamento de
diminuicdo das respostas de cruzamentos associado a uma diminuicdo no nimero de respostas de
levantamento é considerado um efeito sedativo, enquanto que um aumento no nimero de respostas
de levantamento associado a um aumento no ndmero de cruzamentos é considerado um efeito

estimulante (Prut e Belzung, 2003).

Interac¢ido do Zinco com Antidepressivos no Teste de Suspensio da Cauda e no Teste do Campo Aberto

27



Materiais e Métodos

Além disso, o perfil comportamental de auto-limpeza dos animais foi verificado neste teste.
O comportamento de auto-limpeza normalmente se reflete em um movimento de lambidas em
direcdo céfalo-caudal visando a limpeza da cabeca, patas, cauda, e genitalias (VanErp et al., 1994;
Kruk et al., 1998; Kalueff, 2002). A literatura reporta que drogas benzodiazepinicas (ansioliticas)
diminuem o nimero de auto-limpeza de animais submetidos a estes testes, sugerindo que este
parametro comportamental seja uma ferramenta importante na deteccdo de drogas com potencial

ansiolitico (Jolles et al., 1979).

O TCA foi realizado em uma caixa de madeira medindo 40x60x50 cm, com o chdo dividido
em 12 quadrantes iguais. O nimero de quadrantes cruzados com todas as patas, levantamentos
(“rearing™), e respostas de auto-limpeza foram mensurados em uma sessdo de 6 minutos (Figura 4).
As respostas comportamentais foram registradas por um observador “cego” para o tratamento. O

chéo do aparato utilizado no TCA foi limpo com etanol 10% entre as sessdes.
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Figura 4. Teste do campo aberto (TCA). A: visdo frontal do aparato, B: visdo superior do aparato, C:
camundongo realizando levantamento (“rearing”); D: camundongo realizando auto-limpeza.
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4.4. Protocolo experimental

4.4.1 Curva de doses crescentes de cloreto de zinco (ZnCl,)

Veiculo

60’
a )
TSC ou TCA | | TSC ou TCA | | TSC ou TCA TSC ou TCA

Figura 5. Esquema da curva de doses crescentes de ZnCl, no TSC e TCA. ZnCl, foi administrado nas doses
de 1; 10 e 30 mg/kg p.o., sessenta minutos antes do TSC. O grupo controle recebeu o tratamento com agua destilada por

via oral.

4.4.2 Curva tempo-resposta da administracéo de ZnCl,

lf‘?,”‘/

Veiculo

ZnCl,

[

Veiculo ZnCl,

TSC

Veiculo

) ) @

TSC

TSC

Figura 6. Esquema da curva tempo-resposta da administracdo de ZnCl, no TSC. ZnCl, (30 mg/kg p.0.) ou

o veiculo (4gua destilada) foram administrados 30, 60 ou 120 minutos antes do TSC.
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4.4.3 Curvas de doses crescentes de antidepressivos convencionais

r N
Veiculo Antidepressivos
60’ |
s ™
TSC

oo

* Antidepressivos: Fluoxetina, Paroxetina, Imipramina, Desipramina e Bupropiona

Figura 7. Esquema da curva de doses crescentes de antidepressivos convencionais no TSC. Fluoxetina (5
e 10 mg/kg); Paroxetina (0,1 e 1 mg/kg); Imipramina (0,1 e 1 mg/kg); Desipramina (0,1 e 1 mg/kg); e Bupropiona (1 e
10 mg/kg) foram utilizadas. O grupo veiculo recebeu o tratamento com agua destilada. Todos os tratamentos foram
realizados 60 minutos antes do TSC.
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4.4.4 Potencial sinérgico antidepressivo do tratamento combinado com

ZnCl, e antidepressivos convencionais

Veiculo

Veiculo

ZnCl,

Antidepressivos
. l
| TSC ou TCA | TSC ou TCA \ | TSC ouTCA \ TSC ou TCA

* Antidepressivos: Fluoxetina, Paroxetina, Imipramina, Desipramina e Bupropiona

Veiculo

Veiculo

Figura 8. Esquema da interacdo de ZnCl, e antidepressivos convencionais no TSC e no TCA. As doses
subefetivas de ZnCl, (1 mg/kg), fluoxetina (5 mg/kg), paroxetina (0,1 mg/kg), imipramina (0,1 mg/ kg), desipramina (0,1
mg/ kg) e bupropiona (1 mg/kg) no TSC foram utilizadas. Os animais receberam o pré-tratamento com ZnCl, ou veiculo
(Agua destilada) e imediatamente ap06s esta administracdo receberam o tratamento com antidepressivo (fluoxetina,
paroxetina, imipramina, desipramina ou bupropiona) ou veiculo (agua destilada). As co-administracdes aconteceram

sessenta minutos antes do TSC.

4.5. Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M. Os dados foram analisados por
andlise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, conforme o protocolo experimental, seguida do
teste post-hoc de Tukey (HSD), quando apropriado. Foram considerados significativos os valores de

P<0,05.
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5. Resultados

5.1. Efeito da administracéo oral de ZnCl, no tempo de imobilidade no TSC

Camundongos administrados com ZnCl; nas doses de 1, 10, 30 mg/kg, p.o. foram testados no
no TSC (Figura 9). ZnCl, nas doses de 10 e 30 mg/kg reduziu significativamente o tempo de
imobilidade no TSC, comparado com o grupo controle tratado com o veiculo (19,9% e 24% de
reducdo, respectivamente) e ndo teve efeito na dose de 1 mg/kg . A ANOVA de uma via revelou um
efeito significativo do tratamento com ZnCl,. [F(3,18)=4, 62; P<0,05]. Considerando estes dados, o
potencial efeito sinérgico do zinco com antidepressivos, ambos em doses sub-efetivas foi verificado

em estudos subsequentes.
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Figura 9. Efeito do tratamento com doses crescentes de ZnCl, por via oral sobre o tempo de
imobilidade no TSC. ZnCl, foi administrado nas doses de 1; 10 e 30 mg/kg p.o., 60 minutos antes do TSC. O grupo
controle recebeu o tratamento com &gua destilada por via oral. Cada coluna representa a média + EPM (N=5-7).
*P<0,05, **P<0,01 quando comparado com o grupo controle (C).
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5.2. Efeito da administracéo oral de ZnCl, em curva tempo-resposta no TSC

Camundongos foram testados no TSC 30°, 60°, ou 120’ apds a administragdo com ZnCl; na
dose de 30 mg/kg, p.o. ou veiculo (Figura 10). A ANOVA de uma via revelou um efeito
significativo do tratamento com ZnCl, [F(5,28)=16,22, P<0,01]. O teste post-hoc mostrou uma
reducdo significativa no tempo de imobilidade no TSC nos animais testados 30’ ¢ 60’ apds a
administracdo com ZnCl, (30 mg/kg, p.0.) (24,65% e 25,25% de reducdo, respectivamente). O
tempo de analise comportamental de 60’ apos a administracdo de ZnCl, foi utilizado nos
experimentos subsequentes, visto que nesse tempo se obteve uma maior diminuigdo percentual da
imobilidade em relacdo ao controle tratado com o respectivo veiculo e que importantes alvos

celulares levam mais tempo para serem ativados.
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Figura 10. Efeito do tratamento com ZnCl, no TSC, em curva tempo-resposta. ZnCl, (30 mg/kg p.o.)
ou o veiculo (agua destilada) foram administrados 30, 60 ou 120 minutos antes do TSC. Cada coluna representa a
média + EPM (N=5-7). **P<0,01 quando comparado com o respectivo grupo controle (veiculo).
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5.3. Efeito da administracdo oral de ZnCl, na locomoc¢do horizontal no teste do

campo aberto

A Figura 11 mostra que a administracdo de ZnCl, nas doses 1, 10 e 30 mg/kg, p.o. ndo
alterou a atividade locomotora no teste do campo aberto (Figura 3), como revelado pela ANOVA de
uma via [F(3,23) = 1,09; P=0,37]. Considerando os resultados do TSC e do teste do campo aberto, a
dose de 1 mg/kg de ZnCl; foi escolhida para ser utilizada nos estudos que avaliam a interacdo de

ZnCl, com antidepressivos.
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Figura 11. Efeito do tratamento com doses crescentes de ZnCl, por via oral sobre o ndmero de
cruzamentos no TCA. 2ZnCl, foi administrado nas doses de 1; 10 e 30 mg/kg p.o., 60 minutos antes do TCA. O
Grupo controle recebeu o tratamento com agua destilada. Cada coluna representa a média + EPM (N=5-7).
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5.4. Efeito da administracdo oral de antidepressivos classicos no tempo de

imobilidade no TSC

Com o intuito de se estabelecer as doses sub-efetivas da fluoxetina, paroxetina, imipramina,
desipramina e bupropiona no TSC, esses antidepressivos foram administrados por via oral 60
minutos antes do teste comportamental (Tabela 1). Fluoxetina e paroxetina, inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina, nas doses de 10 mg/kg e 1 mg/kg, respectivamente, foram efetivos em
reduzir o tempo de imobilidade no TSC (reducdo de 20,1% e 36,4% no tempo de imobilidade,
respectivamente). Entretanto, quando a fluoxetina e a paroxetina foram administradas nas doses de 5
mg/kg e 0,1 mg/kg p.o., respectivamente, nenhum efeito foi observado. A ANOVA de uma via
mostrou um significativo efeito do tratamento com fluoxetina [F(2,18)=8,15; P<0,01] e paroxetina
[F(2,15)= 22,02; P<0,01].

Os antidepressivos triciclicos imipramina e desipramina produziram um significativo efeito
no TSC nas doses de 1 mg/kg p.o. (reducdo de 23,3% e 26,2% no tempo de imobilidade,
respectivamente), entretanto a dose de 0,1 mg/kg de ambos os antidepressivos ndo produziu efeito
significativo. A ANOVA de uma via revelou um significativo efeito do tratamento com imipramina
[F(2,20) = 5,37; P<0,05] e com desipramina [F(2,18)=9,77; P <0,01]. Bupropiona, um inibidor da
recaptacdo de dopamina, foi efetiva no TSC na dose de 10 mg/kg (reducdo de 27,4% no tempo de
imobilidade), porém nenhum efeito foi observado quando bupropiona foi administrada na dose de 1
mg/kg. A ANOVA de uma via revelou um significativo efeito do tratamento com bupropiona

[F(2,18)=4,30; P<0,05].
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Composto Dose (mg/kg) Tempo de Imobilidade(s)
Yeiculo — 201.1+6.9
Fluoxetina 5 222.4+15.8
Fluoxetina 10 160.7 +7.94*
Veiculo - 252.3+8.5
Paroxetina 0.1 217.3+10.3
Paroxetina 1 160.5+12.8*
Veiculo - 230.5+8.6
Imipramina 0.1 190.3 +15.8
Imipramina 1 176.9+12.3*
Veiculo 230.6+9.9
Desipramina 0.1 240.0£10.1
Desipramina 1 170.3 £ 14.7*
Veiculo —_— 215.8+17.8
Bupropiona 1 181.0+8.2

. 10 156.6 +15.9*
Bupropiona -

Tabela 2. Efeito do tratamento com doses crescentes de antidepressivos classicos por via oral sobre o
tempo de imobilidade no TSC. Fluoxetina (5 e 10 mg/kg); Paroxetina (0,1 e 1 mg/kg); Imipramina (0,1 e 1 mg/kg);
Desipramina (0,1 e 1 mg/kg); e Bupropiona (1 e 10 mg/kg) foram utilizadas. O grupo veiculo recebeu o tratamento com
agua destilada. Todos os tratamentos foram realizados 60 minutos antes do TSC. Cada coluna representa a média + EPM
(N=5-7). *P<0,05, quando comparado com o grupo controle (veiculo).
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5.5. Efeito da interacdo de ZnCl, com antidepressivos convencionais no tempo de

imobilidade no TSC

Os efeitos da administracdo combinada de doses sub-efetivas de ZnCl, com o ISRS
fluoxetina no tempo de imobilidade de camundongos no TSC foi demonstrada na figura 12A. A
combinagdo diminuiu, significativamente, o tempo de imobilidade, quando comparado ao veiculo
tratado com &gua destilada (23,6% de reducdo). A ANOVA de duas vias mostrou um significativo
efeito para o tratamento com fluoxetina [F(1,22)=13,37; P<0,01] e para a interacdo fluoxetina X
ZnCl, [F (1,22)=7,86; P < 0,05], mas ndo para o tratamento com ZnCl, [F(1,22)=2,44; P=0,13].

Paroxetina, outro antidepressivo ISRS, administrada em sua dose sub-efetiva no TSC (0,1
mg/kg, p.o.) associada com a dose sub-efetiva de ZnCl, reduziu o tempo de imobilidade de
camundongos submetidos ao TSC, comparado ao grupo controle tratado com veiculo (36,8% de
reducdo) (Figura 12B). A ANOVA de duas vias mostrou um significativo efeito para o tratamento
com paroxetina [F(1,26)=33,45; P<0,01], com ZnCl, [F(1,26)=17,69; P<0,01], e para a interacdo
entre paroxetina X ZnCl, [F(1,26) = 5,75; P<0,05].

O antidepressivo triciclico imipramina administrado em sua dose sub-efetiva no TSC (0,1
mg/kg, p.o.) produziu um efeito anti-imobilidade sinérgico com ZnCl,, em sua dose sub-efetiva (1
mg/kg, p.o.), (21,7% de reducdo comparada com o0 grupo controle tratado com o veiculo). A
ANOVA de duas vias demonstrou um significativo efeito para o tratamento com imipramina
[F(1,23)=7.63; P<0.05], com ZnCl;, [F(1,23)=11,50; P<0,01] e para a interacdo entre imipramina X
ZnCl, [F(1,23)=6,14; P<0,05].

Outro antidepressivo triciclico, desipramina, um inibidor preferencial da recaptacdo de
noradrenalina, quando combinado em sua dose sub-efetiva (0,1 mg/kg) com a dose sub-efetiva de
ZnCl, (1 mg/kg) no TSC produziu um significativo efeito na diminuicdo do tempo de imobilidade

(reducéo de 34,5% em relagdo ao grupo controle) (Figura 13D). A ANOVA de duas vias mostrou
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um significativa efeito para o tratamento com desipramina [F(1,23)=10,11; P<0,01], com ZnCl,
[F(1,23)=25,14; P<0,01] e para a interacdo entre desipramina X ZnCl, [F(1,23)=17,67; P<0,01].

O inibidor da recaptacdo de dopamina bupropiona, administrado em sua dose sub-efetiva (1
mg/kg), apresentou um potente efeito antidepressivo sinérgico quando combinado com ZnCl, em
dose sub-efetiva (1 mg/kg) no TSC (reducdo de 43,8% do tempo de imobilidade comparado ao
grupo controle tratado com o veiculo). A ANOVA de duas vias mostrou diferengas significativas
para o tratamento com bupropiona [F(1,21)=35,14; P<0,01], com ZnCl, [F(1,21)=9,94; P<0,01] e

para a interacdo entre bupropiona X ZnCl; [F(1,21)=10,21; P<0,01].
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Figura 12. Efeito da co-administracdo de doses sub-efetivas de antidepressivos e ZnCl, por via oral
sobre o tempo de imobilidade no TSC. Fluoxetina (5 mg/kg); Paroxetina (0,1 mg/kg); Imipramina (0,1 mg/kg);
Desipramina (0,1 mg/kg); Bupropiona (1 mg/kg) e ZnCl, (1 mg/kg) foram utilizados. Os animais receberam o pré-
tratamento com ZnCl, ou veiculo (dgua destilada) e imediatamente apds esta administracdo receberam o tratamento com
antidepressivo (fluoxetina, paroxetina, imipramina, desipramina ou bupropiona) ou veiculo (agua destilada). As co-
administracdes aconteceram 60 minutos antes do TSC. Cada coluna representa a média + EPM (N=5-7). **P<0,01,
quando comparado com o grupo indicado na figura.
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5.6. Efeito da interacdo de ZnCl, e fluoxetina nos parametros comportamentais

de cruzamento e levantamento (“rearing”) no TCA

A figura 13 mostra o efeito da administragdo de ZnCl, sozinho ou em combina¢do com a
fluoxetina no comportamento locomotor e exploratorio (horizontal e vertical) de camundongos no
TCA. A locomocédo horizontal no teste do campo aberto ndo foi alterada pela co-administracdo de
ZnCl, com fluoxetina (Figura 13A). A ANOVA de duas vias ndo mostrou diferenga significativa do
tratamento com fluoxetina [F(1,25)=1,28; P=0,27], ZnCl, [F(1,25)=14,30; P<0,01], e da interacao
fluoxetina X ZnCl, [F(1,25)=1,16; P=0,29].

Os resultados da figura 13B mostraram que 0 zinco sozinho ou em combinagdo com a
fluoxetina ndo alterou o nimero de respostas de levantamentos no TCA. A ANOVA de duas vias
ndo revelou efeito significativo do tratamento com fluoxetina [F(1; 17)=1,408; P=0,25], ZnCl, [F(1;
17)=1,008; P=0,33] e da interacdo fluoxetina X ZnCl, [F(1; 17)=1,052; P=0,32].

Esses resultados obtidos no teste do campo aberto indicam que ZnCl, e fluoxetina em
combinacdo ndo causaram alteracdo na atividade locomotora de camundongos, descartando um

efeito psicoestimulante desta intervencao.
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Figura 13. Efeito da interacdo entre ZnCl, e fluoxetina administrados por via oral no namero de
cruzamentos (A) e levantamentos (B) no TCA. ZnCl, (1 mg/kg) e fluoxetina (5 mg/kg) foram utilizados. Os
animais receberam o pré-tratamento com ZnCl, ou veiculo (Agua destilada) e imediatamente apds esta administracdo
receberam o tratamento com fluoxetina ou veiculo (agua destilada). As co-administraces aconteceram sessenta minutos
antes do TCA. Cada coluna representa a média + EPM (N=5-7).
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5.7. Efeito da interacdo de ZnCl, e paroxetina nos parametros comportamentais

de cruzamento e levantamento (“rearing”) no TCA

A figura 14 mostra o efeito da administracdo de ZnCl, sozinho ou em combinacdo com a
paroxetina no comportamento locomotor e exploratério (horizontal e vertical) de camundongos no
TCA.O tratamento com ZnCl, e paroxetina também ndo alterou o nimero de cruzamentos (Figura
14A). ANOVA de duas vias mostrou diferenca significativa do tratamento com ZnCl,
[F(1,25)=14,72; P<0,01], mas ndo do tratamento com paroxetina [F(1,25)=3,23; P =0,084] e nem da
interacdo entre paroxetina X ZnCl, [F(1,25)=2,01; P=0,17].

Ainda, os resultados da figura 14B mostram que a paroxetina diminuiu 0 numero de rearing,
entretanto 0 zinco sozinho ou em combinacdo com a paroxetina ndo alterou este parametro
comportamental. A ANOVA de duas vias revelou efeito significativo do tratamento com paroxetina
[F(1; 17)=7,698; P<0,05], ZnCl, [F(1; 17)=8,170; P<0,05] e da interacdo entre paroxetina X ZnCl,
[F(1; 17)=6,479; P<0,05].

Os resultados obtidos no teste do campo aberto indicam que ZnCl, e paroxetina em
combinacdo ndo causaram alteracdo na atividade locomotora de camundongos, descartando um

efeito psicoestimulante desta intervencao.
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Figura 14. Efeito da interagdo entre ZnCl, e paroxetina administrados por via oral no nimero de
cruzamentos (A) e levantamentos (B) no TCA. ZnCl, (1 mg/kg) e paroxetina (0,1 mg/kg) foram utilizados. Os
animais receberam o pré-tratamento com ZnCl, ou veiculo (Agua destilada) e imediatamente apds esta administracdo
receberam o tratamento com paroxetina ou veiculo (agua destilada). As co-administracfes aconteceram sessenta minutos
antes do TCA. Cada coluna representa a média + EPM (N=5-7). **P<0,01, quando comparado com o grupo controle
tratado com o veiculo.
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5.8. Efeito da interacdo de ZnCl, e imipramina nos parametros

comportamentais de cruzamento e levantamento (“rearing”) no TCA

A figura 15 mostra o efeito da administragdo de ZnCl, sozinho ou em combinacdo com a
imipramina no comportamento locomotor e exploratério (horizontal e vertical) de camundongos no
TCA. Nenhuma significancia na atividade locomotora foi mostrada em camundongos
coadministrados com imipramina e ZnCl, (Fig 15A). A ANOVA de duas vias ndo revelou diferenca
significativa do tratamento com imipramina [F(1,25)=0,33; P=0,57], ZnCl, [F(1,25) = 2.22;
P=0,15], e da interacdo imipramina X ZnCl,[F(1,25)=0,58; P=0,45].

Os resultados da figura 15B mostram que a administracdo de imipramina ndo alterou o
numero de rearing, assim como a administragdo de ZnCl, sozinho ou em combinagdo com a
imipramina. A ANOVA de duas vias ndo revelou efeito significativo do tratamento com imipramina
[F(1; 17)=0,0127; P=0,911], ZnCl, [F(1; 17)=0,0087; P=0,926] e da interacdo entre imipramina X
ZnCl, [F(1; 17)=0,0679; P=0,797].

Os resultados obtidos no teste do campo aberto indicam que ZnCl, e imipramina em
combinacdo ndo causaram alteracdo na atividade locomotora de camundongos, descartando um

efeito psicoestimulante desta intervencéo.
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Figura 15. Efeito da interacdo entre ZnCl, e imipramina administrados por via oral no ndmero de
cruzamentos (A) e levantamentos (B) no TCA. ZnCl, (1 mg/kg) e imipramina (0,1 mg/kg) foram utilizados. Os
animais receberam o pré-tratamento com ZnCl, ou veiculo (Agua destilada) e imediatamente apds esta administracdo
receberam o tratamento com imipramina ou veiculo (agua destilada). As co-administracdes aconteceram 60 minutos
antes do TCA. Cada coluna representa a média + EPM (N=5-7).
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5.9. Efeito da interacdo de ZnCl, e desipramina nos parametros

comportamentais de cruzamento e levantamento (“rearing”) no TCA

A figura 16 mostra o efeito da administracdo de ZnCl;, sozinho ou em combina¢do com a
desipramina no comportamento locomotor e exploratério (horizontal e vertical) de camundongos no
TCA. Os nossos dados mostram que a administragéo de desipramina alterou a locomocéo horizontal
no teste do campo aberto (reducdo de 47% do nimero de cruzamentos comparado com O grupo
controle tratado com o veiculo) (Figura 13C). Alem disso, a administracdo de ZnCl, em combinagéo
com desipramina ndo alterou o nimero de cruzamentos no teste do campo aberto (Figura 16A). A
ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo do tratamento com desipramina F(1,25)=9,98;
P<0,01], ZnCl; [F(1,25)=14,85; P <0,01], e da interacdo desipramina X ZnCl;, [F(1,25)=4,28; P<

0,05].

Os resultados da figura 16B mostram que a desipramina diminuiu o namero de rearing,
entretanto o ZnCl, sozinho ou em combinacdo com a desipramina ndo alterou este parametro
comportamental. A ANOVA de duas vias revelou significancia do tratamento com desipramina [F(1;
17)=8,514; P<0,01] e da interacdo desipramina X ZnCl, [F(1; 17)=6,948; P<0,05], mas ndo do
tratamento com ZnCl, [F(1; 17)=4,293; P=0,054].

Os resultados obtidos no teste do campo aberto indicam que ZnCl, e desipramina em
combinacdo ndo causaram alteracdo na atividade locomotora de camundongos, descartando um

efeito psicoestimulante desta intervencéo.
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Figura 16. Efeito da interacdo entre ZnCl, e desipramina administrados por via oral no namero de
cruzamentos (A) e levantamentos (B) ho TCA. ZnCl, (1 mg/kg) e desipramina (0,1 mg/kg) foram utilizados. Os
animais receberam o pré-tratamento com ZnCl, ou veiculo (Agua destilada) e imediatamente apds esta administracdo
receberam o tratamento com desipramina ou veiculo (agua destilada). As co-administracGes aconteceram 60 minutos
antes do TCA. Cada coluna representa a média + EPM (N=5-7). **P<0,01; *P<0,05, quando comparado com 0 grupo
controle tratado com o respectivo veiculo.
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5.10. Efeito da interacdo de ZnCl, e bupropiona nos parametros

comportamentais de cruzamento e levantamento (“rearing”) no TCA

A figura 17 mostra o efeito da administracdo de ZnCl; sozinho ou em combina¢do com a
bupropiona no comportamento locomotor (horizontal e vertical) de camundongos no TCA. O
tratamento combinado com ZnCl;, e bupropiona ndo alterou o nimero de cruzamentos no teste do
campo aberto (Figura 17A). A ANOVA de duas vias revelou efeito significativo do tratamento com
ZnCl, [F(1,24)=11,16; P<0,01], mas ndo do tratamento com bupropiona [F(1,24)=2,53; P=0,12], e

da interagdo bupropiona X ZnCl; [F(1,24)=0,08; P=0,78].

Os resultados da figura 17B mostram que a administragdo de zinco ou bupropiona
sozinhos ou os dois compostos em combinagdo ndo alteraram o numero de “rearing”. A ANOVA de
duas vias revelou efeito significativo do tratamento com bupropiona [F(1,16)=4,61; P<0,05], mas
ndo do tratamento com ZnCl, [F(1,16)=0,25; P=0,62] e da interacdo bupropiona X ZnCl, [F(1,

16)=0,07; P=0,79].

Os resultados obtidos no teste do campo aberto indicam que ZnCl, e bupropiona em
combinacdo ndo causaram alteracdo na atividade locomotora de camundongos, descartando um

efeito psicoestimulante desta intervencao.
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Figura 17. Efeito da interacdo entre ZnCl, e bupropiona administrados por via oral no ndmero de
cruzamentos (A) e levantamentos (B) no TCA. ZnCl, (1 mg/kg) e bupropiona (1 mg/kg) foram utilizados. Os
animais receberam o pré-tratamento com ZnCl, ou veiculo (Agua destilada) e imediatamente apds esta administracdo
receberam o tratamento com bupropiona ou veiculo (agua destilada). As co-administracdes aconteceram 60 minutos
antes do TCA. Cada coluna representa a média + EPM (N=5-7). *P<0,05, quando comparado com o grupo controle
tratado com o respectivo veiculo.
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5.11. Efeito da interagdo de ZnCl, e antidepressivos convencionais no

comportamento de auto-limpeza no TCA

A figura 18 mostra o efeito da administragédo de ZnCl, sozinho ou em combinagdo com
antidepressivos no comportamento de auto-limpeza de camundongos no TCA. O teste post-hoc
revelou que os animais tratados com zinco sozinho ou em combinagdo com fluoxetina néo
apresentaram alteracdo no niumero de respostas de auto-limpeza (Figura 14A), sendo que a ANOVA
de duas vias revelou efeito significativo do tratamento com ZnCl;, [F(1; 17)=4,762; P<0,05], mas ndo
do tratamento com fluoxetina [F(1; 17)=0,922; P=0,35] ou da interagéo de fluoxetina X ZnCl, [F(1;

17)=0,076; P=0,93].

Os animais tratados com zinco sozinho ou em combinagdo com paroxetina ndo apresentaram
alteracdo no numero de auto-limpeza (Figura 18B), sendo que a ANOVA de duas vias ndo revelou
efeito significativo do tratamento com paroxetina [F(1; 17)=2,034; P=0,171], ZnCl, [F(1; 17)=0,851,
P=0,368] ou da interacdo paroxetina X ZnCl, [F(1; 17)=1,18; P=0,291].

Os animais tratados com ZnCl, sozinho ou em combinagdo com imipramina n&o
apresentaram alteracdo no nimero de auto-limpeza (Figura 18C), sendo que a ANOVA de duas vias
ndo revelou significancia do tratamento com imipramina [F(1; 17)=2,904; P=0,106], ZnCl, [F(1;
17)=0,169; P=0,685], ou da interacdo imipramina X ZnCl, [F(1; 17)=1,827; P=0,194].

Os animais tratados com desipramina apresentaram uma diminuicdo do numero de
movimentos de auto-limpeza, entretanto a administracdo com ZnCl, sozinho ou em combinagdo com
desipramina ndo causou alteracdo no numero de auto-limpeza (Figura 18D). A ANOVA de duas vias
revelou um efeito significativo do tratamento com desipramina [F(1; 20)=27,86; P<0,01] e da
interacdo desipramina X ZnCl, [F(1; 20)=4,53; P<0,05], mas ndo do tratamento com ZnCl, [F(1;

20)=1,98; P=0,17].
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Os animais tratados com bupropiona apresentaram uma diminuicdo do nudmero de
movimentos de auto-limpeza. Além disso, animais tratados com bupropiona em combinagdo com
ZnCl, também apresentaram diminuicdo do nimero de auto-limpeza. Entretanto, a administracéo
com ZnCl, sozinho ndo apresentou alteracdo do nimero de auto-limpeza (Figura 18E). A ANOVA
de duas vias revelou um efeito significativo do tratamento com bupropiona [F(1, 19)=53,83; P<0,01]
e da interagcdo bupropiona X ZnCl, [F(1, 19)=5,96; P<0,05], mas ndo do tratamento com ZnCl; [F(1,

19)=0,21; P=0,65].
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Figura 18. Efeito da interacdo entre ZnCl, e antidepressivos por via oral no comportamento de auto-
limpeza no TCA. Fluoxetina (5 mg/kg); Paroxetina (0,1 mg/kg); Imipramina (0,1 mg/kg); Desipramina (0,1 mg/kg);
Bupropiona (1 mg/kg) e ZnCl; (1 mg/kg) foram utilizados. Os animais receberam o pré-tratamento com ZnCl, ou veiculo
(Agua destilada) e imediatamente ap6s esta administragdo receberam o tratamento com antidepressivo (fluoxetina,
paroxetina, imipramina, desipramina ou bupropiona) ou veiculo (agua destilada). As co-administracdes aconteceram 60
minutos antes do TCA. Cada coluna representa a média + EPM (N=5-7). **P<0,01, quando comparado com 0 grupo

controle tratado com veiculo.

Interac¢ido do Zinco com Antidepressivos no Teste de Suspensio da Cauda e no Teste do Campo Aberto

56



Discussao

6. Discussao

A depressdo é uma condicdo médica amplamente desabilitadora e prevalente na populagdo
mundial associada com morbidade e mortalidade (Simon et al, 1995; Papakostas et al., 2004; Nestler
and Carlezon, 2006; Nemeroff et al., 2007). Os tratamentos convencionais para a depressdo incluem
os antidepressivos triciclicos, IMAO, ISRS, ISRN, atipicos, e a terapia eletroconvulsiva (Wong e
Licinio, 2001). Embora esses tratamentos sejam efetivos, um significativo nimero de pacientes ndo
responde ou responde parcialmente ao tratamento, mesmo que este seja realizado de forma
sustentada e agressiva (Thase et al., 2001; Brunello et al., 2002). Avancos na compreensdo da
neurobiologia da depressdo tém sugerido novos alvos para o tratamento antidepressivo. Novas
intervencdes farmacologicas incluem antagonistas de receptores NMDA, como o zinco (Nowak et
al., 2003a), e a adicdo de um ou mais agentes farmacologicos a um tratamento antidepressivo preé-
existente (DeBattista, 2006).

Nossos resultados mostram pela primeira vez, ao nosso conhecimento, que o ZnCl,
administrado sistematicamente por via oral é efetivo em reduzir o tempo de imobilidade no TSC,
consistente com um efeito tipo-antidepressivo neste teste de predicdo da atividade antidepressiva
(Steru et al., 1985). O TSC é amplamente utilizado para analise de novas drogas com potencial
antidepressivo, pois todas as classes de antidepressivos, incluindo os antidepressivos triciclicos,
ISRS, ISRN, e atipicos sdo sensiveis a este teste. O tratamento efetivo com antidepressivos diminui o
tempo de imobilidade no TSC (Steru et al., 1985). Entretanto, este teste apresenta algumas
desvantagens representadas pela possibilidade de se obter “falsos” resultados positivos ou negativos.
Drogas que estimulam a atividade locomotora podem promover “falsos” resultados positivos,
enquanto que drogas que diminuem a locomogdo podem gerar “falsos” resultados negativos (Borsini

e Meli, 1988). A reducdo no tempo de imobilidade demonstrada em nosso estudo através da
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administracdo de ZnCl, ndo pode ser atribuida a um efeito psicoestimulante deste composto. Esta
concluséo deriva do fato de que o zinco quando administrado agudamente por via oral diminui
significativamente o tempo de imobilidade no TSC sem alterar a locomogdo no teste do campo

aberto.

O comportamento tipo-antidepressivo induzido pela administracdo de ZnCl, no TSC esta de
acordo com estudos clinicos que mostram que o zinco apresenta um significativo papel na
patofisiologia da depressdo, visto que sua deficiéncia esta associada com sintomas de depressdo
(Manser et al., 1989; McLoughlin and Hodge, 1990; Nowak et al., 1999). Além disso, alguns estudos
pré-clinicos vém demonstrando a acgdo tipo-antidepressiva do zinco no TSC e no TNF em
camundongos e ratos (Kroczka et al., 2001; Rosa et al., 2003; Szewczyk et al., 2008). Entretanto,

esses estudos utilizam administracdes intraperitoneais de zinco.

Contrariando estudos prévios que demonstram uma diminuicdo na atividade locomotora no
TCA de camundongos tratados com zinco (Kroczka et al., 2001; Rosa et al., 2003), o presente estudo
ndo demonstrou alteracdo na locomocédo induzida pela administracdo de zinco. Nossos resultados
estdo de acordo com um estudo que utilizou a via de administracao oral de ZnCl, na agua de beber
em ratos, aonde foi verificada uma diminuicdo no tempo de imobilidade no TNF sem promover
alteracdo na atividade locomotora no teste do campo aberto (Franco et al., 2008). Neste mesmo
estudo foi demonstrado que a administracdo intraperitoneal aguda de ZnCl, promove uma
diminuicdo na ambulacdo de ratos no teste do campo aberto (Franco et al., 2008). Dessa maneira,
sugerimos que o fato do nosso estudo diferir de estudos prévios na resposta locomotora de
camundongos administrados com zinco (Kroczka et al., 2000, 2001; Rosa et al., 2003) possa ser
devido ao fato da via de administracdo empregada em nosso trabalho ser diferente dos estudos

anteriores da literatura.
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Alguns estudos demonstraram que o zinco reduz a habilidade do glutamato em ativar os
receptores NMDA (Molnér e Nadler, 2001) por um antagonismo ndo-competitivo pelo sitio da
glicina nestes receptores (Yeh et al., 1990). Além disso, a literatura reporta que o zinco inibe a
enzima Oxido nitrico sintase, dentre outros efeitos no SNC (Mittal et al., 1995; Choi e Koh, 1998;
Rosa et al., 2003). Similarmente ao zinco, outros antagonistas do receptor NMDA tais como a
amantadina, memantina, neramexana (Rogéz et al., 2002), ACPC, AP-7, MK-801 (Trullas e
Skolnick, 1990; Trullas et at., 1991; Maj et at., 1992; Skolnick et al., 1992; Rosa et al., 2003;
Mantovani et al., 2002) e cetamina (Mantovani et al., 2002; Rosa et al., 2003; Garcia et al., 2008;
Maeng et al., 2008) também apresentam efeito tipo-antidepressivo em modelos animais. Além disso,
ensaios clinicos tém indicado que altos niveis de glutamato sdo observados no SNC de pacientes
depressivos (Mathis et al., 1988; Altamura et al., 1993; Levine et al., 2000), bem como
anormalidades nos receptores NMDA (Law e Deakin, 2001), sendo que antagonistas de receptores
NMDA, como a cetamina (Berman et al., 2000; Zarate et al., 2006; 2009) e o CP-101,606 (Preskorn
et al., 2008) sdo efetivos como estratégias antidepressiva na depressdo humana. Estes estudos
clinicos e pré-clinicos indicam que a administracdo de antagonistas do receptor NMDA produz
efeito tipo-antidepressivo, e, apartir destas evidéncias, Skolnick (1999) propds que inibidores de
receptores glutamatérgicos NMDA poderiam ser os antidepressivos do novo milénio (Skolnick,
1999).

Tradicionalmente, todos os antidepressivos apresentam eficacia clinica semelhante em
estudos com pacientes depressivos (Itil et al, 1983; Rabkin et al., 1999; Papakostas et al., 2007). Este
fato € corroborado pelo nosso trabalho aonde foi verificado que todas as diferentes classes de
antidepressivos empregadas no estudo apresentaram efeito tipo-antidepressivo no TSC. Assim
sendo, 0 nosso estudo demonstrrou a efetividade tipo-antidepressiva das administragdes por via oral

dos ISRS fluoxetina e paroxetina. Os ISRS s&o o0s antidepressivos mais prescritos em todo mundo
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atualmente (Stahl, 2004). Os ISRS empregados neste estudo apresentam distintas seletividades para
0s sitios neuronais de recaptacdo de serotonina, uma vez que a paroxetina parece ser mais potente
em inibir a recaptacdo de serotonina quando comparada a fluoxetina (Hyttel 1994). Em relacdo a
administracdo por via oral de fluoxetina os nossos dados estdo em desacordo com um estudo que néo
encontrou efetividade deste farmaco em camundongos ICR no TSC (Teste et al, 1993), porém em
outros estudos ja foi verificado a efetividade da fluoxetina p.o. em camundongos Swiss e em gerbilos
mongolianos no TSC (Machado et al., 2007; Varty et al., 2003). J& em relacdo ao outro ISRS
paroxetina, & ao nosso conhecimento o primeiro estudo que reporta o efeito tipo-antidepressivo da
administracao por via oral deste farmaco em camundongos submetidos posteriormente a observagédo
comportamental no TSC.

Os antidepressivos triciclicos imipramina e desipramina quando administrados por via oral
também apresentaram efeito tipo-antidepressivo no TSC em nosso estudo. Os antidepressivos
triciclicos estdo disponiveis desde o final da década de 1950 e inicio de 1960 e estdo sendo
amplamente prescritos no tratamento da depressdo maior (Maubach et al., 1999; Dwoskin et al.,
2006). A imipramina é um inibidor dual da recaptacdo de serotonina e noradrenalina (Glowinski e
Axelrod, 1964; Carrodi e Fuxe, 1968; Richelson e Pfenning, 1984), enquanto que a desipramina é
um inibidor preferencial da recaptacdo de noradrenalina, tendo um pequeno efeito na recaptacéo de
serotonina (Andrews e Nemeroff, 1994). Em relacdo a administracdo por via oral de imipramina, 0s
nossos dados estdo em acordo com outros estudos que reportam um efeito tipo-antidepressivo da
administracdo por via oral de imipramina no TSC em camundongos NMRI e em gerbilos
mongolianos (Winterhoff et al., 1987; Varty et al., 2003). J4 em relacdo a desipramina, 0S NOSS0S
dados corroboram com alguns estudos da literatura que reportaram que a desipramina gquando
administrada por via oral apresenta efeito tipo-antidepressivo no TSC (Porsolt et al., 1987; Varty et

al., 2003).
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Uma vez que a dopamina € um neurotransmissor envolvido nas vias de recompensa
mesolimbica, estd sendo proposto que um aumento na neurotransmissdo dopaminérgica possa
reverter a anedonia, sintoma caracteristico da depressdo (D’Aquila et al.,, 2000). Além disso,
algumas substancias que modulam o sistema dopaminérgico, tais como bupropiona, um inibidor da
recaptacdo de dopamina com baixa atividade sobre a recaptacdo noradrenérgica e serotonérgica
(Cooper et al., 1980; Richelson, 2003), pergolida, agonista de receptores dopaminérgicos D; e D,, e
pramipexole, agonista dopaminérgico com alta afinidade por receptores dopaminérgicos D, estdo
sendo utilizados como antidepressivos (Rektorova et al., 2003; Cassano et al., 2004; Dhillon et al.,
2008). Nesse sentido, o nosso estudo mostrou pela primeira vez o efeito tipo-antidepressivo da
administracdo por via oral da bupropiona em camundongos submetidos a uma observagéo
comportamental no TSC.

Por outro lado, médicos reconhecem por décadas que alguns pacientes respondem melhor a
um antidepressivo que a outro, e que combinacdes de drogas podem ser mais efetivas do que apenas
a administracdo de um antidepressivo (Nelson et al. 1991, 2007). O intuito da combinacdo de
antidepressivos com substancias farmacoldgicas é aumentar a eficacia do tratamento e diminuir os
efeitos colaterais. Entretanto, a prescricdo de tais combinagdes farmacoldgicas é frequentemente
baseada no empirismo (experiéncia e conhecimento), sendo a base neurofarmacoldgica destes
procedimentos necessitando de mais fundamentacao tedrica. Poucos estudos clinicos controlados
comparando a terapia antidepressiva combinada com a monoterapia estdo sendo conduzidos. Com
intuito de se buscar vestigios cientificos acerca da terapia antidepressiva combinada, o presente
estudo investigou um possivel efeito sinérgico da administracdo de doses sub-efetivas (p.o.) de
antidepressivos em diferentes classes com ZnCl, administrado por via oral em uma dose que per se

ndo promoveu efeito tipo-antidepressivo no TSC.
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Em nosso estudo foi demonstrado o efeito tipo-antidepressivo sinérgico da combinagdo de
doses sub-efetivas de ZnCl, com os antidepressivos ISRS fluoxetina e paroxetina. Os nossos dados
corroboram com um estudo aonde zinco e fluoxetina foram co-administrados em doses sub-efetivas
apresentando um efeito tipo-antidepressivo no TNF sem afetar a locomocdo no teste do campo
aberto (Szewczyk et al., 2008). Além disso, um outro estudo reportou que o efeito tipo-
antidepressivo da fluoxetina no TNF desapareceu em camundongos que sofriam deprivacdo de
zinco, levando a crer que niveis de zinco diminuidos poderiam estar levando a uma depressdo
refrataria ao tratamento antidepressivo com a fluoxetina (Tassabehji et al., 2008) e, assim sendo,
uma suplementacdo com zinco associada a fluoxetina poderia estar gerando melhores respostas
antidepressivas. Ainda, nossos dados estdo em acordo com um estudo clinico que demonstrou que a
suplementacdo de zinco quando associada a alguns antidepressivos, incluindo a fluoxetina, reduziu
0s escores da escala de depressdo de Hamilton e do inventario de depressdo de Beck em relagdo ao
grupo tratado apenas com os antidepressivos, gerando um efeito aditivo entre o zinco e 0sS
antidepressivos classicos na resposta comportamental dos pacientes depressivos (Nowak et. al,
2003a). Nesse contexto, a literatura reporta a importancia da modulacao de vias serotonérgicas para
a acdo tipo-antidepressiva do zinco e da fluoxetina (Szewczyk et al., 2008) e esta modulacdo pode
ser importante no efeito tipo-antidepressivo do sinergismo desses compostos.

Além da habilidade do zinco em produzir um efeito sinérgico tipo-antidepressivo com 0s
ISRS, nosso estudo também demonstrou que o ZnCl, causou um efeito sinérgico tipo-antidepressivo
com os antidepressivos triciclicos imipramina e desipramina. Nossos resultados estdo em acordo
com um estudo que mostrou que a co-administracdo de zinco com imipramina, ambos em doses
inefetivas, foi capaz de diminuir o tempo de imobilidade no TNF (Kroczka et al., 2001; Szewczyk et
al., 2002). A administracdo de ZnCl, também produziu um efeito tipo-antidepressivo aditivo com a

imipramina no TNF, quando ambos sdo administrados intraperitonealmente em doses ativas (Rosa et
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al., 2003). Além disso, 0 nosso estudo estd de acordo com um trabalho que demonstrou que o zinco
melhora o efeito antidepressivo da imipramina em pacientes depressivos (Siwek et al., in press).
Nosso estudo, demonstrou que a co-administracdo de desipramina (antidepressivo triciclico com
maior seletividade a inibi¢cdo da recaptacdo de noradrenalina) e ZnCl, foi capaz de diminuir o tempo
de imobilidade no TSC, entretanto, em um outro estudo utilizando a co-administracdo de zinco e
reboxetina (inibidor seletivo da recaptacdo de noradrenalina, ISRN) ndo foi demonstrado efeito tipo-
antidepressivo da combinagdo destes agentes farmacoldgicos no TNF (Szewczyk et al., 2008).
Embora a reboxetina e a desipramina ajam através de vias moleculares noradrenérgicas similares,
acreditamos que o fato do ISRN reboxetina ndo apresentar efeito sinérgico com o zinco no TNF
(Szewczyk et al., 2008) e a desipramina, em nosso estudo, apresentar um efeito sinérgico quando
combinada com o zinco no TSC seja devido a sensibilidade dos testes diferirem e devido ao fato de a
desipramina também inibir a recaptacio de serotonina. E valido ressaltar, ainda, que o magnésio,
outro antagonista de receptores NMDA, também ndo apresentou efeito sinérgico quando combinado
a doses sub-efetivas de reboxetina no TNF (Poleszak, 2007).

Em nosso estudo, a bupropiona apresentou efeito sinérgico tipo-antidepressivo no TSC
quando combinada com ZnCl,, ambos administrados em doses sub-efetivas. Essa €, ao nosso
conhecimento, a primeira evidéncia que 0 zinco é capaz de causar um efeito sinérgico tipo-
antidepressivo com este antidepressivo. A bupropiona, de forma similar ao zinco (Rosa et al., 2003),
modula a via L-arginina/6xido nitrico (Dhir e Kulkharni, 2007) e este pode ser um mecanismo
importante de acdo antidepressiva para ambos.

A combinacdo de ZnCl, com antidepressivos empregada em nosso estudo nédo altera
os padrdes locomotores de camundongos submetidos ao TCA. Os resultados descartam um possivel
efeito psicoestimulante desta interagdo, confirmando que o efeito tipo-antidepressivo observado no

TSC ¢é especifico. Entretanto, temos que considerar que o tratamento realizado em todos 0s animais
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com o ZnCl;, (grupos tratados com ZnCl,/ Veiculo + ZnCl,/ Antidepressivos) produziu um aumento
na atividade locomotora quando comparado com o tratamento com o veiculo (grupos tratados com
Veiculo/ Veiculo + Veiculo/ Antidepressivos). Uma possivel razdo para este fato é que ZnCl; aboliu
a reducdo da atividade locomotora gerada pela administracdo de desipramina e também atenuou a
reducdo na atividade locomotora (ndo significativa) gerada pelas administracGes de fluoxetina,
paroxetina e bupropiona. O aumento na atividade locomotora gerado pelo tratamento com ZnCl; néo
é, provavelmente, devido a um aumento na locomocao do grupo tratado com ZnCl,/veiculo, porque
0 ZnCl, administrado na mesma dose (1 mg/kg, p.0.) ndo alterou a locomogdo na curva dose-
resposta de ZnCl, no teste do campo aberto. Corroborando, dados na literatura ndo reportam
aumento na atividade locomotora no teste do campo aberto em camundongos quando o zinco é
administrado (Kroczka et al., 2001; Rosa et al., 2003).

Além do zinco, outros antagonistas de receptor NMDA como memantina, amantadina,
neramexana e MK-801 também produzem efeito sinérgico tipo-antidepressivo quando combinados
com antidepressivos (Maj et al., 1992; Rogoéz et al., 2002, 2004). Nos sugerimos que o bloqueio dos
receptores NMDA através da administracdo de antagonistas NMDA melhora o efeito de drogas
antidepressivas classicas.

Paroxetina e desipramina administradas sozinhas promoveram uma diminui¢do no nimero de
“rearings”. A resposta comportamental de “rearing” reflete a exploragéo vertical dos animais no teste
do campo aberto (Syme, 1975; Paulus et al., 1999). O comportamento de diminui¢do da locomocéo
associado a uma diminui¢cdo no namero de rearing esta sendo proposto como um efeito sedativo
(Prut e Belzung, 2003). Assim sendo, a desipramina apresentou efeito sedativo no teste do campo
aberto, sendo este se constituindo como um dos efeitos secundarios deste tratamento antidepressivo.
Entretanto, o zinco quando administrado em conjunto com a desipramina reverteu o efeito sedativo

do tratamento com a desipramina.
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A administracdo de bupropiona ou desipramina sozinhas promoveu uma diminui¢do no
namero de auto-limpeza no teste do campo aberto. Ainda, a interacdo de zinco com o antidepressivo
bupropiona também promoveu uma diminuicdo no numero de auto-limpeza no TCA. O
comportamento de diminuicdo do nimero de auto-limpeza dos compostos e interacdo farmacologica
apresentados neste trabalho é semelhante ao de drogas benzodiazepinicas (ansioliticas) (Jolles et al.,
1979). Entretanto, o significado fisiol6gico da diminuicdo da auto-limpeza no teste do campo aberto
ainda é pouco estabelecido na literatura, sendo que alguns autores propdem que este comportamento
esteja atrelado a regulacdo da temperatura corporal (Thiessen, 1988) e outros autores afirmam que
este comportamento estd associado a uma diminuicdo da excitacdo causada pelo ambiente novo
(Colbern et al., 1978). Dentro deste contexto, o sistema mesolimbico dopaminérgico esta sendo
amplamente relacionado a resposta de diminuicdo da auto-limpeza em relagdo a exposicdo a um
ambiente novo (Prinssen et al., 1994), sendo esta mediada pela ativacdo de receptores D, (Ferrari et
al., 1992). Sabendo-se que a depressdo estd bastante associada a quadros de ansiedade (Bakish,
1999), os nossos dados sugerem que a interacdo do inibidor da recaptacdo de dopamina bupropiona
com zinco pode se constituir em uma estratégia farmacoldgica para o tratamento de casos de
depressdo que coexistam com ansiedade, visto que o nimero de auto-limpeza dos camundongos co-
administrados com bupropiona e ZnCl, diminuiu no teste do campo aberto em relagdo ao respectivo
controle. No entanto, estudos futuros mais detalhados sdo necessarios para confirmar esta hipotese.
Corroborando com 0s nossos dados, a literatura reporta que a deprivacdo de zinco promove um
efeito tipo-ansiogénico e nesse sentido a suplementacdo com zinco se constitui em uma estratégia

interessante para auxiliar drogas com potencial ansiolitico (Takeda et al., 2007)
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Conclusées

7. Conclusoes

Os presentes resultados indicam que o zinco é produz um efeito tipo-antidepressivo
no TSC quando administrado agudamente por via oral e que este ainda pode produzir um
efeito sinérgico quando combinado com diferentes antidepressivos (fluoxetina, paroxetina,
imipramina, desipramina e bupropiona). Estes dados sugerem que o zinco pode melhorar a
efetividade desses compostos antidepressivos na terapia da depressdo humana. Entretanto, é
valido ressaltar que o TSC ndo € um modelo de depressdo per se, e que os resultados
obtidos neste estudo devem ser analisados com cuidado. Consequentemente, o presente
estudo torna-se util para futuros trabalhos focados na hipdtese que esta combinacdo
farmacoldgica pode ser atil no tratamento de pacientes que apresentam efeitos colaterais
intoleraveis ou que sdo resistentes a terapia antidepressiva realizada somente com 0s
antidepressivos classicos. Ainda, este estudo abre uma nova perspectiva no tratamento de
pacientes aonde a depressdo maior coexista com a ansiedade através da combinacéo
farmacoldgica do zinco com o inibidor da recaptacdo de dopamina bupropiona, sendo que

esta hipotese necessita de estudos posteriores mais aprofundados.
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8. Perspectivas

» Potencial antidepressivo do zinco em modelos animais de depressdo tais como
bulbectomia olfatoria, ovarioectomia, orquiectomia, depressdo induzida pela
administracdo de TNF-a ¢ estreptozotocina, estresse imprevisivel, e estresse por
separacao maternal.

> Potencial sinérgico e adtitivo do zinco com terapias antidepressivas ndo
farmacol6gicas como a atividade fisica, choque eletroconvulsivo, e acupontos no
TSC.

» Verificagdo das vias de sinalizacdo celular que modulam o efeito tipo-
antidepressivo do zinco no TSC.

> Verificagdo dos eixos neuroenddcrinos modulados no efeito tipo-antidepressivo do
zinco.

» Potencial ansiolitico do zinco no teste de esconder esferas.
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