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RESUMO 

 

A depressão é uma condição psiquiátrica relativamente comum, associada com 
significante morbidade e mortalidade. Embora essa patologia constitua um 
grande problema de saúde pública devido ao alto impacto psicossocial e 
socioeconômico a que está relacionada, seus determinantes psicológicos e 
neurobiológicos ainda não foram completamente elucidados. Considerando que 
eventos de vida estressantes são fatores de risco para o surgimento da 
depressão, o estresse crônico variado (ECV) tem sido amplamente utilizado 
como modelo animal de depressão. No presente trabalho, nós avaliamos o 
efeito do ECV sobre os seguintes parâmetros bioquímicos em cérebro e/ou 
sangue de ratos: níveis de citocinas pró-inflamatórias [interleucina-6 (IL-6), fator 
de necrose tumoral-α (TNF-α), óxido nítrico (NO) e proteína C reativa (PCR)]; 
atividades das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase 
(BuChe); parâmetros de estresse oxidativo [espécies reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS), catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD) e 
glutationa peroxidase (GPx)] e parâmetros de metabolismo energético 
[atividade dos complexos II (CII) e IV (CIV) da cadeia de transporte de elétrons 
e da enzima piruvato quinase]. Os níveis plasmáticos de homocisteína (HCY) e 
folato também foram determinados. Além disso, avaliamos possíveis alterações 
comportamentais induzidas pelo estresse. Resultados mostraram que houve 
uma indução do estresse oxidativo e diminuição na atividade da BuChE. Os 
níveis de HCY foram maiores nos animais estressados do que nos controles e 
os níveis de folato não foram alterados. O ECV não alterou os parâmetros do 
sistema imune avaliados em soro. Observamos um aumento nos níveis de 
citocinas pró-inflamatórias e da atividade da enzima AChE em hipocampo de 
ratos estressados. Utilizando o mesmo modelo de ECV, demonstramos que os 
complexos II e IV da cadeia transportadora de elétrons estão alterados em 
hipocampo e córtex pré-frontal de ratos, enquanto que a atividade da enzima 
piruvato quinase não foi alterada. Também demonstramos que a administração 
de vitaminas antioxidantes durante a indução do modelo experimental foi capaz 
de prevenir os danos observados na cadeia respiratória. Por fim, observamos 
que o ECV alterou de formas distintas as fases de aquisição e de retenção da 
memória e que os antioxidantes foram capazes de prevenir somente o dano 
induzido na fase de aquisição. O ECV também alterou a memória de trabalho e 
o prejuízo foi prevenido pelas vitaminas E e C. Com a finalidade de investigar 
os mecanismos responsáveis pelo prejuízo cognitivo, nós determinamos o 
imunoconteúdo de BDNF em hipocampos de ratos estressados. Os resultados 
não demonstraram nenhuma alteração em relação ao grupo controle. Nossos 
achados em conjunto, podem contribuir para a compreensão das bases 
neurológicas da depressão e para o desenvolvimento de novas terapias. 
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ABSTRACT 

The major depressive disorder is a common psychiatric disorder; which is 
related to high morbidity and mortality. Although depression constitutes major 
public health problem due to the high socio-economic and psychosocial impact 
that is related, the psychological and neurobiological determinants have not 
been fully elucidated. Since life stressors contribute in some fashion to 
depression, chronic variable stress (CVS) has been used as an animal model of 
depression. In the present work, we evaluated the effect of CVS on the follow 
biochemical parameters in brain and/or blood of rats: levels of inflammatory 
markers [interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factorl-α (TNF-α), nitric oxide (NO) 
and C reactive protein (CRP)]; acetylcholinesterase (AChE) and 
butyrylcholinesterase (BuChE) activities; oxidative stress parameters 
[thiobarbituric acid reactive species (TBARS), catalase (CAT), superoxide 
dismutase (SOD) and glutatione peroxidase (GPx)] and energy metabolism 
parameters [activities of complex II (CII) and IV (CIV) of respiratory chain and 
piruvate kinase activity] Plasmatic levels of homocysteine (HCY) and folate 
were also determined. Moreover, we evaluated the effect of CVS on behavior of 
animals in the water maze task. Results showed that there was na induction on 
oxidative stress and an inhibition of BuChE activity. The levels of HCY were 
higher in stressed animals than in controls and folate levels were not altered. 
CVS did not change the immune system parameters evaluated in serum. We 
observed an increase in the levels of cytokines and in the AChE activity in 
hippocampus of stressed rats. Using the same animal model, we demonstrated 
that the activities of CII and CIV of electron transport chain are altered in 
hippocampus and pre-frontal cortex, whereas the pituvate kinase activity was 
not changed. We also demonstrated that the administration of antioxidants 
during the period of stress induction was able in prevent the respiratory chain 
impairment. Lastly, we observed that CVS altered the acquisition and the 
retention phases of memory and that antioxidants have only been able to 
prevent the damage induced in the acquisition. Stress also changed the working 
memory and the damage was prevented by vitamins E and C. With the purpose 
of investigate the mechanisms involved in the cognitive impairment, we 
determined the immunocontent of BDNF in hippocampus of stressed rats. Our 
results showed no change in BDNF as compared with control group. Our 
findings together may contribute to understanding the neurological basis of 
depression and to development of new therapies. 
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1 INTRODUÇÃO 
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1.1 DEPRESSÃO 

 

A depressão é uma condição comum, associada com significante 

morbidade e mortalidade e tem sido descrita como uma das condições médicas 

mais incapacitantes (CHARNEY and MANJI, 2004; SOLEIMANI et al., 2011). 

Este transtorno ocorre frequentemente em adultos jovens e pode apresentar 

um curso crônico, afetando negativamente o prognóstico de outras patologias 

como doenças cardiovasculares, diabetes e osteoporose (CHARNEY and 

MANJI, 2004). Dados da Organização Mundial de Saúde (World Health 

Organization – WHO) reportam que a depressão é a principal causa de anos 

vividos com incapacidade e a quarta causa de incapacidade produtiva, levando 

em conta a mortalidade prematura (WHO, 2001).  

Estudos de prevalência em diferentes países mostram que a depressão 

é um transtorno frequente. A prevalência varia de 3,5% a 25,5% dependendo 

da região geográfica, dos métodos de diagnóstico e da coleta de dados 

(KESSLER et al., 2005; KOHN et al., 2005; VICENTE et al., 2006; LEIDERMAN 

et al., 2011; HIDAKA et al., 2012). A depressão também é um transtorno 

recorrente, aproximadamente 80% dos indivíduos que receberam tratamento 

para um episódio depressivo terão um segundo episódio, sendo quatro a 

mediana de episódios ao longo da vida (ANDERSON et al., 2000). A duração 

média de um episódio é entre 16 e 20 semanas e 12% dos pacientes têm um 

curso crônico sem remissão de sintomas (JUDD, 1997; SOUERY et al., 2007). 

A depressão é considerada um grande problema de saúde pública 

devido ao alto impacto psicossocial e socioeconômico a que está relacionada, 

principalmente devido à redução da capacidade de trabalho e ao aumento dos 

gastos com saúde (WHO, 2006). Estima-se que os custos anuais associados a 

essa patologia cheguem a 44 bilhões de dólares, apenas nos Estados Unidos 

(GREENBERG et al., 1993). 

De acordo com o Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos 

Mentais (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, DSM-IV, 2000), 

o diagnóstico de depressão requer que o paciente apresente pelo menos duas 

semanas de humor deprimido ou a perda de interesse ou prazer em 

praticamente todas as atividades, acompanhado de pelo menos quatro destes 
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sintomas: alterações de apetite, peso, sono (insônia ou hipersonia) ou de 

atividade psicomotora (retardo ou agitação); energia diminuída; sentimentos de 

inutilidade ou culpa; dificuldade de pensar, concentrar-se ou de tomar decisões; 

pensamentos recorrentes de morte, planos ou tentativas suicidas. Tais 

sintomas devem ter surgido recentemente ou ter piorado claramente em 

comparação ao estado prévio ao episódio da pessoa e devem persistir durante 

a maior parte do dia, em quase todos os dias, por pelo menos duas semanas, 

além de causar sofrimento ou prejuízo clinicamente significativo nas áreas 

social, ocupacional ou familiar.  

No contexto das altas taxas de morbidade e mortalidade associadas aos 

transtornos depressivos, lamentavelmente os determinantes psicológicos e 

neurobiológicos da depressão ainda não foram completamente elucidados. Na 

maioria dos casos a depressão é idiopática, entretanto existem inúmeros 

fatores de risco como eventos de vida estressantes, anormalidades endócrinas 

(hipotireoidismo e hipercortisolismo), cânceres (pancreático, adenocarcinoma e 

câncer de mama) e efeitos colaterais de medicamentos (isotretinoína e 

interferon-α) (KRISHNAN and NESTLER, 2008; TRANCAS et al., 2010; 

WAGER-SMITH and MARKOU, 2011), além de fatores genéticos (LOHOFF, 

2010).  

 

1.2 EIXO HIPOTÁLAMO-PITUITÁRIA-ADRENAL 

 

A hiperatividade do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) na 

depressão é um dos achados mais consistentes em psiquiatria (MELLO et al., 

2007). Um significativo percentual de pacientes com depressão apresenta: 

concentrações aumentadas de cortisol (o glicocorticoide endógeno em 

humanos) no plasma, urina e líquido cefalorraquidiano (LCR); uma resposta 

exagerada do cortisol ao hormônio adrenocorticotrópico (ACTH); e um aumento 

das glândulas pituitária e adrenal (LEONARD, 2005; MELLO et al., 2007; 

ZUNSZAIN et al., 2011). 
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A atividade do eixo HPA é regulada pela secreção do hormônio liberador 

de corticotropina (CRH) e de arginina-vasopressina (AVP) pelo hipotálamo, que 

por sua vez ativam a liberação de ACTH pela pituitária (Figura 1).  ACTH 

estimula a secreção de GCs (cortisol em humanos e corticosterona em 

roedores) pelo córtex adrenal e estes hormônios interagem com seus 

receptores em diferentes tecidos alvo, inclusive no eixo HPA, onde são 

responsáveis pelo feedback negativo na liberação de CRH e AVP pelo 

hipotálamo (ANTONI, 1993).  

 

Figura 1. Diagrama esquemático do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal, descrevendo a 

regulação e o feedback negativo (-) do cortisol via receptores de glicocorticoides (RG) 

e de mineralocorticoides (RM). ACTH: hormônio corticotrópico; CRH: hormônio 

liberador de corticotropina; AVP: arginina-vasopressina. (Adaptado de McQUADE and 

YOUNG, 2000) 
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1.2.1 Glicorticoides e estresse 

 

Os GCs regulam funções corporais periféricas como metabolismo e 

imunidade, e representam a resposta endócrina clássica ao estresse. Por 

atuarem como um componente essencial da homeostase, seus níveis 

plasmáticos e teciduais precisam permanecer dentro de intervalos 

considerados ótimos. Quando uma estimulação constante e prolongada altera 

os padrões de concentração dos GCs podem ocorrer sequelas 

psicopatológicas, já que esses hormônios atuam na regulação da sobrevivência 

neuronal, neurogênese, aquisição de novas memórias, avaliação emocional de 

eventos e na resposta imune ao estresse (LEONARD, 2005; HERBERT et al., 

2006; ZUNSZAIN et al., 2011).  

O eixo HPA atua de formas diferentes diante de uma ativação causada 

por estresse agudo ou por estresse crônico. A secreção de glicocorticóides 

pela glândula adrenal é estimulada em resposta a uma variedade de 

estressores. Quando os níveis de glicocorticóides aumentam de forma 

moderada por um período de poucas horas, eles podem melhorar a cognição 

mediante a indução da plasticidade sináptica no hipocampo (MCEWEN and 

SAPOLSKY, 1995). Como nem todos os eventos que ocorrem no ambiente são 

consolidados em memórias, o aumento da plasticidade sináptica, induzido 

pelos GC, é um mecanismo adaptativo pelo qual o organismo foca em eventos 

emocionalmente importantes. Esses efeitos benéficos são mediados pelos 

receptores de corticóides de alta afinidade ou receptores mineralocorticoides 

(MR) encontrados em altas concentrações no hipocampo. Por outro lado, 

quando os níveis de GC aumentam em razão de estressores ambientais mais 

fortes e mais prolongados, estes esteróides produzem efeitos deletérios ao 

hipocampo. Tais efeitos são mediados por outro grupo de receptores, os 

receptores glicocorticoides (GR) que possuem baixa afinidade (LEE et al., 

2002). A exposição excessiva aos GC pode ser diretamente tóxica aos 

neurônios ou pode potencializar o dano causado por outros insultos ao 

hipocampo como hipóxia/isquemia, convulsões ou hipoglicemia (SAPOLSKI, 

1996).  
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O hipocampo é a estrutura cerebral que atua na intersecção dos 

circuitos límbicos, cognitivos/executivos e neuroendócrinos, incluindo o eixo 

HPA, desta forma, esta estrutura é particularmente vulnerável à depressão e 

consequentemente é a estrutura mais amplamente estudada. Entretanto, 

outras regiões cerebrais também parecem estar morfológica e funcionalmente 

alteradas. O córtex pré-frontal (CPF), a amígdala e o hipocampo funcionam 

como um circuito integrado e atuam tanto para regulação do humor quanto no 

aprendizado e na memória contextual. Dentro do CPF, a porção ventro-medial 

medeia dor, agressividade, comportamento sexual e apetite, enquanto a porção 

latero-orbital avalia riscos e modula comportamentos afetivos mal-adaptativos e 

de preservação. Muitos dos sintomas da depressão envolvem o mau 

funcionamento desta estrutura cerebral. Além disso, a região é rica em 

receptores de GC, o que a torna sensível à ação neurotóxica do excesso de 

GC (MCEWEN, 2005). Estudos de imagem demonstram que ocorre uma 

redução no volume de massa cinzenta no CPF em pacientes deprimidos 

quando comparados com controles saudáveis (DREVETS, 2000). O 

metabolismo e fluxo sanguíneo cerebral também estão alterados no CPF e são 

correlacionados com a gravidade dos sintomas depressivos (DEVRETS, 2000; 

2001). 

 

1.2.2 Estresse e depressão 

 

Perturbações no sistema de estresse podem desencadear distúrbios 

cognitivos e emocionais que se assemelham a alguns sintomas observados 

nos pacientes com depressão. Entre as evidências que podem comprovar esta 

associação estão: 

• a hiperatividade dos neurônios hipotalâmicos liberadores de CRH e 

AVP e a hiper-reatividade do eixo HPA resultantes do estresse crônico também 

ocorrem na depressão; 

• os sinais neuroendócrinos da depressão podem ser distinguidos de 

outros transtornos psiquiátricos induzidos por estresse como o transtorno do 

estresse pós-traumático, que é caracterizado por hiperatividade de CRH/VPA e 

hipocortisolemia; 
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• a secreção aumentada de cortisol pode prejudicar a regulação da 

ansiedade e agressividade, e produzir déficit cognitivo que é associado com um 

fenótipo similar ao observado na depressão; 

• a hipercortisolemia também prejudica o sistema monoaminérgico de 

uma maneira semelhante à depressão; 

• o aumento nos níveis de cortisol causa redução no volume de 

estruturas do sistema límbico, que também é observada na depressão; 

• a atividade do eixo HPA é um fator preditivo para a recaída ou 

remissão dos sintomas depressivos;  

• administração intracerebrovascular de CRH induz fenótipos 

semelhantes à depressão e ansiedade;  

• mutagênese dos GR e dos receptores CRH1 modula ansiedade, 

agressividade e desempenho cognitivo em camundongos; 

• antidepressivos aumentam a expressão dos MR e GR no sistema 

límbico, ao mesmo tempo em que normalizam a atividade do eixo HPA; 

• antagonistas dos receptores CRH1 melhoram os sinais e sintomas de 

depressão; 

• antagonistas dos GR acentuam sintomas psicóticos; 

• antagonistas dos MR inibem a ação de antidepressivos; 

Estas evidências indicam que uma hiperatividade prolongada do eixo 

HPA e um desequilíbrio MR/GR desencadeados por estresse geram um 

fenótipo vulnerável à depressão (DE KLOET et al., 2005). 

 

1.2.3 Modelo animal de depressão  

 

Transtornos afetivos como ansiedade e depressão envolvem interações 

mal-adaptativas entre processos cognitivos (tomada de decisões, atribuição e 

recuperação de memórias) e fatores emocionais (condicionamento, motivação 

e reforço); esses transtornos muitas vezes são precipitados por circunstâncias 

estressantes. Além das experiências condicionantes e da exposição ao 

estresse, a definição de depressão também precisa levar em conta as 

diferenças individuais resultantes da predisposição genética para produzir 
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estes estados patológicos de comportamento (MINEKA and OEHLBERG, 

2008). 

Embora muitos progressos estejam sendo feitos, ainda estamos longe 

de determinar os antecedentes genéticos e moleculares subjacentes à 

depressão. Desta forma, os modelos animais utilizados para o estudo da 

depressão devem focar em sinais e sintomas (FERNADO and ROBBINS, 

2011). A maioria dos modelos é baseada na exposição do animal a diferentes 

estressores, desde que como evidenciamos anteriormente, a depressão é 

fortemente influenciada por eventos estressantes e traumáticos ao longo da 

vida, sugerindo que os pacientes possam ter prejuízos em suas estratégias 

para lidar com situações aversivas (DE KLOET et al., 2005). 

O modelo de estresse crônico variado (ECV) apresenta três importantes 

características que o diferenciam dos demais modelos: as condições para 

indução são relativamente realistas, o foco do modelo é um sintoma central da 

depressão, anedonia, e o curso prolongado é apropriado para investigar os 

efeitos de tratamentos crônicos (WILNER, 2005). Em 1981, Katz observou que, 

quando expostos a uma variedade de estressores relativamente graves por um 

período prolongado de tempo, os ratos reduziam a ingestão de líquidos doces, 

o que foi sugerido como reflexo de uma diminuição na reatividade hedônica. O 

modelo de Katz foi modificado, primeiro por razões éticas e segundo para 

mimetizar de forma mais realista os estressores da vida diária, assim, a 

intensidade dos estressores foi substancialmente diminuída. O modelo de ECV 

utilizado neste trabalho foi adaptado por Manoli e colaboradores (2000) e os 

estressores utilizados foram a) 24h de privação de água, b) 1 h a 3 h de 

imobilização (colocando o animal em um tubo plástico de 25x7cm, ajustado 

para impedir que o rato se mova), c)1,5 h a 2 h de imobilização a 4ºC, d) luz 

piscante durante 120 min a 210 min, e) isolamento durante 2 a 3 dias, f) 

inclinação das caixas moradia em um ângulo de 45º por 4-6h, g) maravalha 

suja (300 mL de água na caixa por 1,5-2h), por um período total de 40 dias. A 

exposição diária a estressores moderados ao invés da exposição a eventos 

traumáticos parece simular melhor a condição humana. Além disso, os animais 

apresentam sintomas do tipo depressivo similares aos observados em 

humanos e estes sintomas são revertidos por antidepressivos clássicos 
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(MANOLI et al., 2000). Desta forma, considera-se que o modelo de ECV tem 

bom valor preditivo (as alterações comportamentais são revertidas por 

antidepressivos), validade de face (muitos sintomas da depressão são 

observados no modelo) e validade de conteúdo ou constructo (ECV causa uma 

diminuição na reatividade à recompensa ou anedonia que é o principal sintoma 

da depressão) (WILNER, 1997).  

 

1.3 SISTEMA IMUNITÁRIO E DEPRESSÃO  

 

Trabalhos de pesquisa provenientes do campo da 

neuroimunomodulação vêm tornando explícitas as intrincadas relações 

existentes entre o sistema nervoso central (SNC) e o sistema imunitário (SI). 

Esses trabalhos suportam a existência de comunicações diretas e bidirecionais 

entre os dois sistemas (MAES et al., 2009; MILLER et al., 2009; ZUNSZAIN et 

al., 2011). O primeiro estudo a sugerir esta relação foi o trabalho do cientista 

Hans Seyle no ano de 1936, que cunhou o termo “estresse”. Neste artigo, 

republicado em 1998, Seyle descreveu o desenvolvimento de uma síndrome 

decorrente da exposição de um animal a um conjunto diversificado de 

estímulos nocivos; os achados de necropsia característicos dessa síndrome 

incluíam hipertrofia das glândulas adrenais, aparecimento de úlceras gástricas 

e, curiosamente para a época, atrofia de órgãos linfóides, como timo, baço e 

linfonodos. Como esses achados eram independentes do estímulo empregado, 

Seyle concluiu que os mesmos representavam uma resposta orgânica à injúria, 

denominando-os coletivamente de ‘síndrome de adaptação geral’, 

posteriormente chamada de estresse (Seyle, 1998). Mais recentemente, o 

cérebro deixou de ser considerado um órgão privilegiado do ponto de vista 

imune, inteiramente separado das células imunes circulantes pela barreira 

cérebro-sangue. Sabe-se que diversos estímulos provenientes do SNC são 

capazes de modular a resposta imune e que citocinas produzidas 

perifericamente podem atuar dentro do SNC (SCHIEPERS et al., 2005). 

Estudos têm demonstrado que parâmetros pró-inflamatórios como 

interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 e IL-12), interferon- γ (INF- γ) e fator de 

necrose tumoral-α (TNF-α) estão aumentados em pacientes com depressão 
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(SCHIEPERS et al., 2005). Por outro lado, a injeção de lipopolissacarídeo 

(LPS) (central ou periférica) em ratos e camundongos induz aumento na 

produção de citocinas pró-inflamatórias e neuroinflamação, o que pode resultar 

na chamada síndrome do comportamento doentio, que inclui sintomas 

específicos como anorexia, redução da atividade locomotora e exploratória, 

anedonia e distúrbios cognitivos muito similares aos observados na depressão 

(DANTZER, 2006; QIN et al., 2007; SONG and WANG, 2011). 

O sistema endócrino – e, em especial, o eixo HPA – é um dos 

responsáveis pela ligação entre o SI e o SNC (LICINIO and FROST, 2000). A 

ativação do eixo HPA e a consequente produção dos glicocorticóides durante o 

estresse são um dos principais mecanismos responsáveis pelas alterações da 

resposta imune encontradas no decorrer deste processo. Os GC estão entre os 

hormônios anti-inflamatórios mais potentes do corpo humano (VINSON, 2009). 

No entanto, enquanto a administração de dexametasona suprime a proliferação 

linfocitária e a produção de IL-1β em indivíduos saudáveis, pacientes 

deprimidos não têm a mesma resposta supressora (MAES et al., 1991). 

Crianças com doenças alérgicas cutâneas ou asma apresentam níveis 

plasmáticos elevados de cortisol em reposta ao estresse e são mais 

suscetíveis à depressão (STERNBERG et al., 1989). Além disso, o estresse e a 

depressão têm sido associados no ser humano a reduções de imunidade e 

progressão dos sintomas da infecção por HIV (ADER, 2000). Em animais, a 

administração subcrônica de IL-1β causou aumento na concentração de 

corticosterona em soro de ratos (SONG et al., 2006). As alterações na função 

imune observadas na depressão sugerem o desenvolvimento de uma 

resistência imune aos GC (MAES et al., 1994; ALVES and PALERMO-NETO, 

2007). Entretanto, o exato mecanismo envolvido ainda não foi elucidado. 

 

1.4 SISTEMA COLINÉRGICO E DEPRESSÃO 

 

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor que está envolvido nos 

processos de cognição, atenção e excitabilidade neuronal. A atividade do 

neurotransmissor é finalizada pela ação hidrolítica de colinesterases 

(DARVESH et al., 2003). A acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase 
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(BuChE) são constituintes ubíquos do sistema colinérgico e diferem 

basicamente quanto à distribuição tecidual, propriedades cinéticas, 

especificidade por substratos e por inibidores (MASSOULIÉ et al., 1993). A 

AChE está presente em maior concentração no SNC, na junção neuromuscular 

e na membrana de eritrócitos, hidrolisando preferencialmente a acetilcolina 

(MASSOULIÉ et al., 1993). A BuChE é mais abundante no soro e embora não 

se conheça sua exata função fisiológica, a enzima tem a capacidade de 

hidrolisar rapidamente acetilcolina e de substituir a AChE na manutenção da 

integridade estrutural e funcional das vias colinérgicas centrais (MESULAM et 

al., 2002).  

A integridade da transmissão colinérgica é fundamental para os 

processos de cognição e memória (MICHEAU and MARIGHETTO, 2011). 

Estudos farmacológicos em humanos demonstram que o bloqueio dos 

receptores muscarínicos por drogas como escopolamina prejudica a 

codificação de novas memórias, mas não a recuperação de memórias 

previamente armazenadas (ATRI et al., 2004; HASSELMO and McGAUGHY, 

2004) e prejudica a memória de trabalho em algumas tarefas específicas 

(GREEN et al., 2005). Por outro lado, drogas que ativam os receptores 

nicotínicos melhoram a codificação de novas informações (BUCCAFUSCO et 

al., 2005; LEVIN et al., 2006). 

Além de seu papel clássico na transmissão colinérgica, recentes 

evidências sugerem que a ACh está envolvida na chamada “via anti-

inflamatória colinérgica”, onde atua inibindo a produção ou liberação de TNF-α, 

IL-1β, IL-6 e a migração de macrófagos (BOROVIKOVA et al., 2000). Por sua 

vez, a liberação de ACh (estimulada farmacológica ou eletricamente) não altera 

a síntese e secreção de citocinas anti-inflamatórias (por exemplo, IL-10) 

(BOROVIKOVA et al., 2000). Considerando que as atividades da AChE e da 

BuChE estão aumentadas em plasma e eritrócitos em várias condições 

inflamatórias sistêmicas (DAS, 2007) e que ACh é uma molécula anti-

inflamatória, o aumento na atividade destas enzimas pode resultar em um 

estado pró-inflamatório. É importante ressaltar, que a depressão não afeta 

apenas o SNC, e que alterações periféricas como ativação da resposta imune, 

ativação do sistema renina-angitensina-aldosterona e alterações no sistema 
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colinérgico também podem ser importantes contribuintes para a patofisiologia 

deste transtorno. 

Estudos demonstram que o estresse é capaz de induzir uma 

hiperexcitação colinérgica (SAPOLSKY, 1996; TRACEY, 2002) e têm-se 

demonstrado que há uma relação entre a atividade da BuChE e risco de 

doença arterial coronária (ALCANTARA et al., 2002), que é uma comorbidade 

comum à depressão (JOHNSON and GRIPPO, 2006). Em ratos, distúrbios no 

sistema colinérgico têm sido apontados como uma das causas das alterações 

comportamentais induzidas por estresse (SUNANDA et al., 2000; MIZOGUCHI 

et al., 2001; SRIKUMAR et al., 2006). Rada e colaboradores (2006) 

demonstraram que os níveis de Ach estão aumentados em animais submetidos 

ao nado forçado e que esta alteração é compensada pela ativação da AChE. 

Baseados nestes resultados, acredita-se que a capacidade de hidrolisar ACh 

possa estar envolvida nos prejuízos da resposta imune e da cognição 

observados em pacientes com depressão.  

 

1.5 ESTRESSE OXIDATIVO E DEPRESSÃO 

 

Um radical livre (RL) é uma estrutura química que possui um elétron 

desemparelhado, ou seja, ocupando um orbital atômico ou molecular sozinho. 

Isto o torna muito instável, extraordinariamente reativo e com enorme 

capacidade para combinar-se inespecificamente com as diversas moléculas 

integrantes da estrutura celular e derivados de cada uma delas (HALLIWELL 

and GUTTERIDGE, 2007).  

Espécies reativas (ER) é o termo utilizado para designar radicais (por 

exemplo, ânion superóxido, radical hidroxila, óxido nítrico) e alguns não 

radicais derivados do oxigênio ou nitrogênio (peroxinitrito, peróxido de 

hidrogênio, oxigênio singleto). As ER podem ser produzidas por fontes 

endógenas ou exógenas, a principal fonte endógena é a redução do oxigênio 

molecular até água na mitocôndria durante a respiração celular, cerca de 2 a 

5% do oxigênio consumido pode não receber todos os elétrons gerando ER de 

oxigênio. Alterações na cadeia de transporte de elétrons podem elevar ainda 

mais os níveis de radicais livres dentro da mitocôndria. Além disso, outras 



13 

 

fontes intracelulares de radicais livres são os peroxissomos, o retículo 

endoplasmático (contém o citocromo P-450) e os processos de fagocitose 

(SALVADOR and HENRIQUES, 2004); o processo inflamatório também é 

acompanhado pela produção de radicais livres (MAES et al., 2009). Os radicais 

livres possuem funções fisiológicas importantes, como sinalização celular, 

resposta imune e mitose, entretanto, por serem espécies muito instáveis têm o 

potencial de danificar proteínas, lipídeos, carboidratos e ácidos nucléicos 

(HALLIWELL, 2006). Esse dano pode resultar em apoptose ou necrose 

(AKSENOVA et al., 2005; HOVATTA et al., 2010). 

O dano induzido pelas ER é normalmente controlado por sistemas 

antioxidantes naturais enzimáticos (superóxido dismutase [SOD], glutationa-

peroxidase [GPx] e catalase [CAT]) e não enzimáticos (glutationa [GSH], 

vitaminas A, E e C, selênio e outros) (Figura 2). Quando ocorre um 

desequilíbrio entre a produção e a remoção das ER ocorre o que chamamos de 

estresse oxidativo (EO), que pode ser decorrente do aumento na produção de 

ER e/ou da diminuição das defesas antioxidantes.  

 

Figura 2. Principais vias de produção de espécies reativas e defesas antioxidantes. 

CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; GSSG/GSH: glutationa oxidada/reduzida; 

NADP+/NADPH: nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato; ONS: óxido nítrico 

sintase; ERN: espécies reativas de nitrogênio; SOD: superóxido dismutase. (Adaptado 

de HOVATTA et al., 2010) 
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O papel do EO está bem estabelecido na patogênese de diversas 

doenças como doença cardiovascular, isquemia/reperfusão, câncer, diabetes, e 

envelhecimento (HALLIWELL, 2006; NG et al., 2008). O cérebro é um órgão 

altamente suscetível ao EO por apresentar elevado consumo de oxigênio, 

grande concentração de neurotransmissores auto-oxidáveis, membranas 

neurais ricas em ácidos graxos poli-insaturados, alto nível de ferro e modesta 

defesa antioxidante (HALLIWELL, 2006). Dessa forma, também se tem 

cogitado um possível envolvimento do EO em doenças neurológicas 

(HALLIWELL, 2006; REYNOLDS et al., 2007) e neuropsiquiátricas (BOUAYED 

et al., 2009; HOVATTA et al., 2010), incluindo a depressão (CUMURCU et al., 

2009; MAES et al., 2011).  

Estudos clínicos já demonstraram que os níveis de vitaminas E e C 

estão reduzidos em soro de pacientes deprimidos (MAES et al., 2000; 

KHANZODE et al., 2003; OWEN et al., 2005). Além disso, drogas 

antidepressivas demonstram propriedades antioxidantes (BILICI et al., 2001; 

KHANZODE et al., 2003; HERKEN et al., 2007) e alguns antioxidantes têm 

efeitos antidepressivos (FERREIRA et al., 2008, BINFARÉ et al., 2009). 

Estudos pré-clínicos demonstraram que animais submetidos ao modelo de 

ECV também apresentaram alterações em alguns parâmetros de EO como 

níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e na atividade das 

enzimas SOD e GPx em diferentes regiões do cérebro (VASCONCELLOS et 

al., 2006). Também foi demonstrado que tanto a depleção de serotonina 

(CIOBICA et al., 2010) quanto a administração de corticosterona (SATO et al., 

2010) promovem EO e consequentemente causam prejuízos na memória de 

ratos. 

Embora o entendimento sobre a etiologia/patofisiologia da depressão 

tenha aumentado significativamente nos últimos anos, este aumento não se 

refletiu em importantes avanços em relação ao tratamento. Menos de dois 

terços dos pacientes atingem remissão com os tratamentos farmacológicos 

baseados no aumento dos níveis de serotonina, os medicamentos apresentam 

efeitos colaterais persistentes e um há um período longo entre o início do 

tratamento e a resposta clínica (NEMEROFF and OWENS, 2002; MAES et al., 

2009; BARTOVA et al., 2010; RABL et al., 2010). Assim, novas alternativas de 
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tratamento precisam ser estudadas. Considerando os trabalhos sobre EO e 

depressão citados acima, a suplementação com antioxidantes passa a ser 

considerada como possível adjuvante no tratamento.  

 

1.6 METABOLISMO ENERGÉTICO E DEPRESSÃO 

 

Mitocôndrias são organelas celulares localizadas no citoplasma, cuja 

função fundamental é a produção de trifosfato de adenosia (ATP) na cadeia 

respiratória. A síntese de ATP é um processo que requer a ação de vários 

complexos enzimáticos localizados na membrana mitocondrial interna (Figura 

3). Na maioria dos organismos a cadeia respiratória mitocondrial é formada por 

quatro complexos. A cadeia de elétrons é acoplada com a translocação de 

prótons da matriz mitocondrial para o espaço intermem  branas, e o gradiente 

de prótons gerado é utilizado pela enzima ATP sintase para catalisar a 

formação de ATP a partir da fosforilação de difosfato de adenosina (ADP) 

(GARDNER and BOLES, 2011). 

 

Figura 3. Complexos da cadeia transportadora de elétrons inseridos na membrana 

mitocondrial interna. CoQ: co-enzima Q; Cit c: citocromo c; ATP: trifosfato de 

adenosina; ADP: difosfato de adenosina; Pi: fosfato inorgânico. (Adaptado de 

GARDNER and BOLES, 2011). 
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Disfunções mitocondriais podem se originar, entre outras causas, de 

mutações (tanto no DNA nuclear dentro dos cromossomos, quanto no DNA 

mitocondrial), de deficiências nos cofatores necessários para a transferência de 

elétrons ou de alterações na fluidez da membrana mitocondrial (GARDNER 

and BOLES, 2011). Órgãos e tecidos que são altamente dependentes da 

produção de ATP, principalmente cérebro e músculos, são os primeiros 

afetados por disfunções mitocondriais e reduções no metabolismo oxidativo 

(SMEITINK, 2003). Alterações na função mitocondrial têm sido implicadas na 

patogênese de várias doenças que afetam o cérebro, como demência, 

isquemia cerebral, doença de Alzheimer e doença de Parkinson (HEALES et 

al., 1999; BLASS, 2001; SCHURR, 2002; MONSALVE et al., 2007; MOREIRA 

et al., 2007). 

Por outro lado, pacientes com doenças mitocondriais hereditárias 

apresentam déficits de memória e alterações de atenção e das funções 

executivas e psicomotoras (TURCONI et al., 1999; BOSBACH et al., 2003). 

Muitos destes sintomas podem ser episódicos, e tipicamente ocorrem em 

situações onde há alta demanda energética associada com estressores 

fisiológicos como doenças, jejum, exercício prolongado e temperaturas 

ambientes extremas. Estressores psicológicos também podem desencadear a 

sintomatologia, inclusive episódios graves de depressão, possivelmente devido 

a uma alta demanda energética do cérebro que a produção de ATP não 

consegue suprir (GARDNER et al., 2003). Em geral, disfunções mitocondriais 

contribuem para neurodegeneração tanto por indução de apoptose quanto por 

geração de ER (McKENZIE et al., 2004). 

A comorbidade entre as doenças mitocondriais e os transtornos 

psiquiátricos aponta na direção de um possível papel das disfunções 

mitocondriais na patofisiologia da depressão. Estudos pos-mortem relataram 

alterações na transcrição de genes ligados à função mitocondrial nos córtices 

frontal, pré-frontal e visual de indivíduos deprimidos (WHATLEY et al., 1996; 

KARRY et al., 2004). Os níveis da subunidade NDUFS7 do complexo I da 

cadeia respiratória também estão diminuídos em córtex pré-frontal, assim como 

a atividade do complexo I (ANDREAZZA et al., 2010). Alterações mitocondriais 

e a consequente morte celular também têm sido relacionadas com a atrofia do 
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hipocampo e do córtex pré-frontal observada em pacientes deprimidos (LEE et 

al., 2002; GARDNER and BOLES, 2011). Zhang e colaboradores (2006) 

sugerem que níveis elevados de cortisol induzem alterações no potencial de 

membrana mitocondrial que resultam em liberação de citocromo c da 

mitocôndria para o citoplasma, onde promove a ação de caspases que levam à 

apoptose. 

Estudos em modelos animais também têm indicado uma associação 

entre metabolismo energético e depressão. Madrigal e colaboradores (2001) 

demonstraram que animais submetidos ao estresse por imobilização 

apresentaram uma inibição da atividade dos complexos I-III e II-III da cadeia 

respiratória em cérebro. Em concordância, Kanarik e colaboradores (2008) 

relataram que a denervação serotonérgica e sua combinação com estresse 

crônico por 3 semanas alteraram os níveis de citocromo c oxidase (COX) em 

diferentes regiões do cérebro de ratos. 

Além da cadeia mitocondrial de transporte de elétrons, outros aspectos 

do metabolismo energético celular também podem estar associados com a 

fisiopatologia da depressão. A piruvato quinase é uma importante enzima tiólica 

da via glicolítica, fundamental para o provimento de energia para o cérebro e 

para a transmissão sináptica. Evidências sugerem que ATP sintetizado pela 

piruvato quinase associada às vesículas sinápticas é aproveitado para o 

transporte de glutamato, GABA, dopamina e serotonina para dentro das 

vesículas. É possível que o ATP gerado localmente pela glicólise forneça a 

energia necessária para o acúmulo vesicular dos neurotransmissores (ISHIDA 

et al., 2009) e alterações no fluxo dos neurotransmissores são relacionadas 

com depressão (FOLEY et al., 2006; TORDERA et al., 2007). 

 

1.7 MEMÓRIA E DEPRESSÃO 

 

O aprendizado e a memória são funções distintas do SNC, mas que 

estão intimamente ligadas, já que aquilo que aprendemos precisa ser 

conservado. Define-se aprendizagem como aquisição ou mudança 

relativamente estável de comportamentos ou processos mentais, devido a uma 

interação com o meio, experiência ou exercício. Por outro lado, a memória é 
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um processo cognitivo que consiste na capacidade de reter e recuperar 

informação. O processo mnésico divide-se basicamente em três estágios: a) 

aquisição, que é a entrada de conteúdos ou informações nos sistemas neurais 

ligados à memória; b) retenção ou consolidação, que consiste no 

armazenamento destes conteúdos por longos períodos; e c) evocação, 

processo pelo qual a informação armazenada pode ser requisitada para uso na 

cognição, emoção e/ou expressão de um comportamento. (IZQUIERDO, 2002; 

SQUIRE and KANDEL, 2003). 

Recentes trabalhos teóricos e empíricos sugerem que a organização da 

memória no cérebro de mamíferos e os sistemas neurais que medeiam os 

processos cognitivos exercem um papel fundamental na estrutura dos 

pensamentos, emoções, escolhas, ações e até mesmo na personalidade. Estes 

circuitos neurais não contêm apenas resquícios do nosso passado, mas 

também exercem enormes influências em nosso comportamento futuro. Assim, 

os sistemas neuronais, em grande medida, determinam quem são os 

indivíduos e como estes se comportam em determinadas situações, exercendo 

um papel central nas manifestações normais e anormais do comportamento 

(McDONALD et al., 2004). 

Muitos fatores contribuem para definir a forma como os sistemas de 

aprendizado e memória interagem um com o outro e com o resto do cérebro 

para afetar o comportamento. Entre estes fatores estão genética, eventos pré e 

pós-natais e as experiências acumuladas ao longo da vida. Disfunções nos 

sistemas neurais envolvidos na memória e aprendizagem contribuem para o 

desenvolvimento de distúrbios neuropsicológicos, incluindo esquizofrenia 

(HANLON and SUTHERLAND, 2000; LIPSKA and WEINBERGER, 2002); 

ansiedade (HARIRI et al., 2002) e depressão (McEWEN et al., 2002; 

SANTARELLI et al., 2003; SHELINE et al., 2003) e de outras condições como 

abuso de drogas (EVERITT et al., 2001; WHITE, 2002) e envelhecimento 

(McDONALD, 2002). 

O hipocampo é uma estrutura tradicionalmente relacionada a processos 

cognitivos como aprendizado e memória (RIEDEL and MICHEAU, 2001) e 

como descrito anteriormente, é rico em receptores de GC, que respondem de 

formas distintas ao estresse agudo e crônico via regulação da plasticidade 
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sináptica. A exposição a GC por períodos prolongados leva a alterações 

neuroquímicas, morfológicas, de excitabilidade e inclusive à morte celular 

(McEWEN and MAGARINOS, 2001; SAPOLSKY, 2003; JOËLS et al., 2004; 

BREMNER, 2006; CONRAD, 2006; LUCASSEN et al., 2006). Assim, estudos 

têm demonstrado que pacientes deprimidos apresentam prejuízos em 

diferentes domínios cognitivos, incluindo memória (BEARDEN et al., 2006; 

VASIC et al., 2008), atenção (ZIHL et al., 1998) e funções executivas 

(STORDAL et al., 2004). Em modelos animais, o estresse crônico tem sido 

associado com déficits cognitivos observados em diferentes tarefas, como 

labirinto aquático de Morris (VASCONCELLOS et al., 2003), labirinto em cruz 

(SRIKUMAR et al., 2007) e labirinto em Y (ORSETTI et al., 2007). Entretanto, 

os mecanismos envolvidos nas alterações cognitivas observadas ainda não 

estão completamente elucidados.  

A plasticidade neuronal, mediada por modificações na morfologia e 

funções sinápticas, parece ser um processo envolvido tanto na formação de 

memórias quanto nos processos de adaptação ao estresse (FUCHIKAMI et al., 

2010). Há um número crescente de evidências pré-clínicas demonstrando que 

o estresse agudo diminui a expressão do fator neurotrófico derivado de 

encéfalo (BDNF) em estruturas límbicas que controlam o humor 

(BARRIENTOS et al., 2003; PIZARRO et al., 2004; ROCERI et al., 2004; 

FUCHIKAMI et al., 2010), e que o tratamento com antioxidantes é capaz de 

reverter ou bloquear os efeitos do estresse (DUMAN and MONTEGGIA, 2006), 

entretanto, poucos estudos tem demonstrado uma relação entre o estresse 

crônico e expressão de BDNF.  
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2 OBJETIVOS 



21 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Com o objetivo de melhor compreender os mecanismos envolvidos nas 

alterações neurológicas e periféricas presentes na depressão e em outras 

doenças relacionadas ao estresse, o objetivo geral deste trabalho foi investigar 

o efeito do ECV sobre alguns parâmetros bioquímicos (níveis de citocinas pró-

inflamatórias, atividade da AChE e da BuChe, parâmetros de estresse oxidativo 

e metabolismo energético) em cérebro e/ou sangue de ratos, bem como avaliar 

possíveis alterações comportamentais induzidas pelo estresse. Considerando 

que um dos maiores desafios em psiquiatria é o desenvolvimento de 

tratamentos mais eficazes para a depressão, também avaliamos o possível 

papel neuroprotetor dos antioxidantes vitaminas E e C sobre alguns destes 

parâmetros. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

2.1.1 Objetivo específico 1  

 

Avaliar alguns parâmetros de estresse oxidativo (TBARS, CAT, SOD e 

GPx), assim como a atividade da enzima BuChE em sangue de ratos 

submetidos ao modelo de ECV. Determinar os níveis de homocisteína (HCY), 

folato e de marcadores de resposta inflamatória [IL-6, TNF-α, óxido nítrico (NO) 

e proteína C reativa (PCR)]. 

 

2.1.2 Objetivo específico 2 

 

Investigar o efeito do ECV em alguns parâmetros do sistema imunitário, 

incluindo níveis de citocinas (IL-1 β, IL-6 e TNF- α) e da quimiocina CCL2 

(MCP-1) em hipocampo de ratos. Determinar a atividade da enzima AChE na 

mesma estrutura cerebral. 
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2.1.3 Objetivo específico 3 

 

Determinar as atividades das enzimas piruvato quinase e dos complexos 

II e IV da cadeia respiratória em hipocampo e córtex pré-frontal de ratos 

submetidos ao ECV e avaliar o papel neuroprotetor das vitaminas E e C sobre 

as alterações observadas. 

 

2.1.4 Objetivo específico 4 

 

Investigar o efeito do tratamento crônico com vitaminas E e C sobre os 

prejuízos causados pelo ECV na performance de ratos na tarefa do labirinto 

aquático de Morris e determinar o imunoconteúdo de BDNF no hipocampo 

destes animais.  
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3 MATERIAIS E 

MÉTODOS 
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Todos os experimentos bioquímicos e comportamentais apresentados 

nesta tese foram realizados em ratos adultos (60 dias) machos, submetidos ao 

modelo de ECV. O protocolo de estresse foi adaptado de Manoli e 

colaboradores (2000). Os animais foram submetidos a um estressor por dia, 

em diferentes horários, durante 40 dias. Os estressores utilizados foram: 24h 

de privação de água, 1-3h de contenção, 1,5-2h de contenção a 4ºC, luz 

piscante durante 120-210 min, isolamento (2-3 dias), inclinação das caixas 

moradia em um ângulo de 45º por 4-6h, maravalha suja (300 mL de água na 

caixa por 1,5-2h), de acordo com a tabela 1. 

Os materiais e métodos utilizados nos experimentos estão descritos com 

detalhes em cada um dos artigos científicos. 

Tabela 1 – Estressores utilizados 
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Os resultados desta tese geraram quatro publicações científicas de acordo com 

os objetivos propostos. 

  

4 RESULTADOS 
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4.1 Artigo 1: Chronic variable stress induces oxidative stress and 

decreases butyrylcholinesterase activity in blood of rats 

Publicado em: Journal of Neural Transmission (2010) 117:1067–1076 
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4.2 Artigo 2: Chronic variable stress alters inflammatory and 

cholinergic parameters in hippocampus of rats 

Publicado em: Neurochemical Research (2011) 36:487–493 
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4.3 Artigo 3: Chronic variable stress impairs energy metabolism 

in prefrontal cortex and hippocampus of rats: prevention by 

chronic antioxidant treatment 

Publicado em: Metababolic Brain Disease (2010) 25:169–176 



46 

 



47 

 



48 

 



49 

 



50 

 



51 

 



52 

 



53 

 



54 

 

4.4 Artigo 4: Antioxidants prevent memory deficits provoked by 

chronic variable stress in rats 

Publicado em: Neurochemical Research (2011) 36:2373–2380 
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5 DISCUSSÃO 
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Estudos epidemiológicos demonstram que a depressão é o transtorno 

psiquiátrico mais prevalente ao longo da vida em diversas regiões do mundo. 

Estima-se que aproximadamente 16% dos indivíduos adultos sofrerão pelo 

menos um episódio depressivo (KESSLER et al., 2005). Na maioria dos casos, 

a doença é crônica e recorrente (MALETIC et al., 2007). Além disso, acredita-

se que a depressão também é uma doença progressiva, na qual um episódio 

prévio diminui o limiar para o aparecimento de um novo (MONROE and 

HARKNESS, 2005; MALETIC et al., 2007). Atualmente, sabe-se que a 

depressão é uma síndrome neuropsiquiátrica, hereditária em aproximadamente 

40% dos casos (KENDLER et al., 2006; UHER, 2011), e caracterizada por 

alterações celulares e moleculares relativamente sutis, observadas em uma 

complexa rede de substratos neurais (KRISHNAN and NESTLER, 2010). 

Por ser uma patologia clínica e etiologicamente muito heterogênea, 

diferentes mecanismos patofisiológicos podem estar implicados em diferentes 

pacientes com diagnóstico de depressão segundo o DSM-IV. Assim, diferentes 

teorias têm sido propostas para explicar a patogênse da depressão, incluindo 

hipóteses baseadas na deficiência das aminas biogênicas (CHARNEY, 1998; 

HIRSCHFELD, 2000), na disfunção do eixo HPA (DINAN, 1994; PARIANTE 

and LIGHTMAN, 2008), em distúrbios da neurogênse (JACOBS et al., 2000; 

SAHAY and HEN, 2007; ZHAO et al., 2008) e mais recentemente, na teoria 

inflamatória (MAES et al., 2009; ZUNSZAIN et al., 2011; SONG and WANG, 

2011). Os GC, hormônios adrenais liberados em resposta a uma variedade de 

estressores, têm um papel importante em várias dessas hipóteses. Assim, o 

ECV tem sido amplamente utilizado como modelo animal de depressão, já que 

além de mimetizar muitos sintomas observados em pacientes, também 

promove um aumento nos níveis séricos de corticosterona.  

No presente trabalho, utilizamos o modelo de ECV para avaliar alguns 

parâmetros bioquímicos e comportamentais em ratos. Primeiramente, 

avaliamos parâmetros de estresse oxidativo (TBARS, CAT, SOD e GPx) em 

sangue de animais submetidos ao estresse crônico, já que a depressão não é 

uma doença de manifestações puramente psicológicas, mas também 

apresenta efeitos deletérios em múltiplos órgãos e sistemas periféricos 

(CHARNEY and MANJI, 2004). 
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Nossos resultados demonstraram que ratos adultos submetidos ao 

modelo de ECV durante 40 dias, tiveram um aumento nos níveis plasmáticos 

de TBARS, considerado um marcador de peroxidação lipídica. A 

lipoperoxidação induz alterações nas propriedades das membranas biológicas 

tais como distúrbios na estrutura, perda de função e alterações de 

permeabilidade, que podem resultar em morte celular e neurodegeneração 

(MISOEK, 2007; NIKI, 2008). Os produtos da lipoperoxidação ainda podem 

reagir com outras macromoléculas importantes para a célula como proteínas e 

as bases nitrogenadas do DNA (MARNETT, 2002; NAIR et al., 2007). 

Considerando que a lipoperoxidação é uma consequência da formação de RL e 

que estes podem ser neutralizados pelas enzimas antioxidantes, também 

avaliamos a atividade das enzimas SOD, CAT e GPx em eritrócitos de ratos. 

Os animais estressados apresentaram um aumento significativo da razão 

SOD/CAT em relação aos controles, representando um desequilíbrio entre as 

duas enzimas, que provavelmente resulta em aumento nos níveis de H2O2 (o 

produto da reação catalisada pela SOD); o H2O2 pode reagir com metais de 

transição e gerar o radical hidroxil, o mais potente radical formado 

intracelularmente (KELNER et al., 1995; MATÉS et al., 1999). Por outro lado, 

não houve alteração na atividade da GPx em eritrócitos de ratos estressados. 

Nossos dados corroboram com o crescente número de evidências que 

sugerem que o estresse oxidativo é um dos principais mecanismos 

responsáveis pela má adaptação ao estresse crônico em ratos (OLIVENZA et 

al., 2000; MADRIGAL et al., 2001; LUCCA et al., 2009). Estudos clínicos 

também têm evidenciado um aumento em parâmetros de estresse oxidativo em 

soro de pacientes deprimidos (KHANZODE et al., 2003; CUMURCU et al., 

2009), demonstrando inclusive uma correlação positiva entre a gravidade da 

doença e a atividade da SOD em eritrócitos (BILICI et al., 2001).   

Diferentes mecanismos podem ser responsáveis pelo aumento no EO 

observado após estresse. Sabe-se que uma das ações dos GC durante a 

resposta ao estresse é promover a liberação de grandes quantidades de 

aminoácidos excitatórios, como aspartato e glutamato (MOGHADDAM, 1993). 

O glutamato liberado liga-se aos receptores NMDA e promove o influxo de Ca2+ 

para a célula. Os GC também provocam aumento nas concentrações 
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intracelulares de Ca2+ por inibir seu efluxo via Ca2+/ATPase e trocador Na+/Ca2+ 

(McEWEN and SAPOLSKY, 1995; YOU et al., 2009). O excesso de cálcio 

intracelular ativa certas enzimas dependentes de Ca2+ e resulta em produção 

de radicais livres (LIPTON, 1999). 

Outro possível mecanismo envolvido na indução de EO após estresse é 

o aumento nos níveis de HCY, já que diversos estudos têm demonstrado que 

esse aminoácido é capaz de induzir estresse oxidativo (WYSE et al., 2002; 

FARACI and LENTZ, 2004; MATTÉ et al., 2009). Pacientes deprimidos também 

apresentam alterações no metabolismo da metionina (MET)/HCY (TOLMUNEN 

et al., 2004; LEVINE et al., 2008; JENDRICKO et al., 2009). Baseados nesses 

dados, investigamos os níveis plasmáticos de HCY em ratos cronicamente 

estressados. De acordo com nossos resultados, animais estressados 

apresentam níveis de HCY mais elevados do que os animais controles. Embora 

na literatura existam resultados controversos a respeito da correlação entre 

HCY e depressão, nossos dados estão de acordo com trabalhos que 

demonstraram um aumento dos níveis plasmáticos de HCY em pacientes 

deprimidos (BOTTIGLIERI et al., 2000; REIF et al., 2003; TOLMUNEN et al., 

2004; RESLER et al., 2008; ALEXOPOULOS et al., 2010; WILHELM et al., 

2010). Alguns estudos têm sugerido que alterações nos níveis de HCY em 

pacientes deprimidos podem ser decorrentes de deficiências nos níveis de 

folato ou de vitamina B12 (BOTTIGLIERI et al., 2000; REFSUM et al., 2006; 

KIM et al., 2008), que são importantes cofatores do metabolismo da MET/HCY. 

Os níveis plasmáticos de folato em ratos submetidos ao ECV também foram 

avaliados, entretanto nenhuma alteração significativa foi observada. 

Considerando que prévios estudos do nosso laboratório demonstraram 

que a enzima BuChE pode ser inibida por HCY (MATTÉ et al., 2006; 

SCHERER et al., 2007) e que esta inibição é mediada, pelo menos em parte, 

pela geração de radicais livres (STEFANELLO et al., 2005), nós decidimos 

investigar a atividade da BuChE em soro de animais após 40 dias de estresse. 

Os resultados mostraram que a enzima está inibida nos animais estressados 

quando comparados com os controles. Estes resultados corroboram com os de 

Schaullreuter e Elwary (2007), que demonstraram que o aumento na produção 
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de H2O2 causado pelo desequilíbrio entre as atividades das enzimas SOD e 

CAT pode inibir as colinesterases séricas.  

Já descrevemos anteriormente que a resposta do organismo ao estresse 

é caracterizada por três eventos relacionados: 1) ativação do sistema nervoso 

simpático (mecanismos de fuga ou luta), que leva à liberação de catecolaminas 

(SAPOLSKY, 1996); 2) aumento nos níveis plasmáticos de GC (SAPOLSKY, 

1996) e 3) liberação de grandes quantidades de glutamato (MOGHADDAM, 

1993). Estes mediadores da resposta do organismo a um estressor podem 

induzir uma resposta de fase aguda similar à desencadeada quando o 

organismo reage contra um agente infeccioso (MOGHADDAM, 1993). Por esta 

razão, muitos pesquisadores têm sugerido que episódios repetidos de estresse 

podem resultar em doenças inflamatórias (MOGHADDAM, 1993; LUCAS et al., 

2006; GARCIA-BUENO et al., 2008). Por este motivo, neste trabalho nós 

avaliamos os efeitos do estresse sobre alguns marcadores de resposta 

inflamatória (IL-6, TNF-α, NO e PCR) em soro de ratos submetidos ao ECV. Os 

resultados mostraram que o modelo de ECV não alterou nenhum dos 

parâmetros estudados. Embora muitos estudos indiquem uma relação entre 

depressão e inflamação (SCHIEPERS et al., 2005; DANTZER, 2006; MAES et 

al., 2009), estudos usando modelos animais de estresse ainda apresentam 

resultados inconsistentes devido aos diferentes paradigmas de estresse 

empregados, ao tempo de exposição e aos mediadores avaliados. Por outro 

lado, os GC liberados em resposta ao estresse podem atuar como potentes 

anti-inflamatórios em determinadas situações (VINSON, 2009). Neste sentido, 

o papel da inflamação na patogênese da depressão e de outras condições 

relacionadas ao estresse é contraditório e sujeito a diferentes interpretações. 

Ainda é preciso determinar se o aumento de citocinas observado em alguns 

pacientes tem uma relação causal com o aparecimento dos sintomas ou é 

conseqüência de lesões cerebrais provocadas por outras causas.  

Considerando que os dados da literatura a respeito do envolvimento do 

SI na depressão ainda são inconclusivos, decidimos investigar o efeito do ECV 

sobre alguns parâmetros do SI (IL-1 β, IL-6, TNF- α e MCP-1) em hipocampo 

de ratos. Resultados demonstraram que o ECV aumentou significativamente os 
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níveis de IL-1 β, IL-6 e TNF- α. O grupo estressado não apresentou qualquer 

alteração nos níveis de MCP-1 quando comparado ao grupo controle. 

Esses resultados parecem não corresponder à chamada hipótese das 

citocinas (SCHIEPERS et al., 2005), a qual sugere que citocinas produzidas 

por uma ativação periférica seriam responsáveis pela variedade de alterações 

comportamentais, neuroendócrinas e neuroquímicas que são associadas à 

depressão. Levando em conta nosso estudo prévio que não indicou aumento 

nos níveis plasmáticos de citocinas pró-inflamatórias, podemos inferir que o 

aumento destes parâmetros em hipocampo de ratos estressados é secundário 

a um dano neuronal anterior e não causado pela passagem de citocinas 

produzidas perifericamente. Neste sentido, existem estudos comprovando que 

algumas citocinas (incluindo IL-1 β, IL-6 e TNF- α) e também seus receptores 

podem ser constitutivamente produzidos no SNC (HANISH, 2002). Além disso, 

trabalhos também demonstraram um aumento na expressão do mRNA das 

citocinas IL-1 β, IL-6 em cérebro de ratos estressados (NGUYEN et al., 1998; 

MIYAHARA et al., 2000). As citocinas produzidas dentro do SNC contribuem 

para o desenvolvimento e plasticidade neuronal, sinaptogênese e reparo 

tecidual (ALOISI et al., 1995; MUNOZ-FERNANDEZ and FRESNO, 1998; 

BEATTIE et al., 2002), entretanto, também podem ser produzidas por ativação 

da microglia causada por diversos fatores como estresse oxidativo (HENSLEY 

et al., 2006; INAMORATTO et al., 2009), ativação de receptores NMDA (DE et 

al., 2005) e neurodegeneração induzida por GC (FRANK et al., 2006). Como 

discutido anteriormente, todos estes eventos já foram reportados em modelos 

animais de depressão (DE KLOET, et al., 2005; VASCONCELLOS et al., 2006; 

LUCASSEN et al., 2006). 

Como já havíamos identificado uma alteração no sistema colinérgico em 

soro de animais estressados (inibição da BuChE), optamos por avaliar a 

atividade da enzima AChE no hipocampo desses animais. Nossos resultados 

revelaram que a atividade da AChE está aumentada em hipocampo após 40 

dias de estresse. Esses dados corroboram com os achados indicando que, 

além de transtornos afetivos, o estresse causa prejuízos cognitivos e que 

disfunções colinérgicas estão envolvidas nas alterações de aprendizado e 

memória em ratos (SRIKUMAR et al., 2006). Considerando o papel da 



69 

 

acetilcolina em inibir a liberação de citocinas anti-inflamatórias (BOROVIKOVA 

et al., 2000), supomos que o aumento na atividade de degradação pela AChE 

provoque um prejuízo na regulação dos processos inflamatórios pela 

acetilcolina, que corresponde ao aumento das citocinas observados 

anteriormente. Além disso, a diminuição da atividade da BuChE em soro pode 

estar ocorrendo como um mecanismo compensatório a esta maior degradação 

no cérebro.  

Dando continuidade aos nossos estudos, investigamos o possível 

envolvimento do metabolismo energético cerebral nos danos neurológicos 

causados pelo estresse. Considerando que doenças mitocondriais hereditárias 

podem causar sintomas depressivos e que alterações mitocondriais parecem 

estar relacionadas com a morte celular e consequente atrofia do hipocampo e 

córtex pré-frontal observadas em pacientes deprimidos, nós avaliamos as 

atividades de importantes enzimas constituintes da cadeia transportadora de 

elétrons (complexos II e IV) em hipocampo e córtex pré-frontal de ratos 

submetidos ao modelo de ECV. Os resultados indicaram que a atividade do 

complexo II foi inibida apenas em hipocampo, enquanto que o complexo IV foi 

inibido nas duas estruturas estudadas. De forma geral, disfunções 

mitocondriais contribuem para neurodegeneração tanto por induzir apoptose 

quanto por gerar ER de oxigênio (DUDKINA et al., 2008). Por outro lado, o EO 

também pode ser causa da inibição da cadeia respiratória, já que os complexos 

enzimáticos estão inseridos na bicamada lipídica, que é danificada pela 

lipoperoxidação e ainda porque os RL são capazes de danificar diretamente a 

estrutura protéica das enzimas (MADRIGAL et al., 2006). A inibição da cadeia 

respiratória, além de induzir neurodegeneração, também pode prejudicar as 

atividades de outras enzimas que são altamente dependentes de ATP. Estudos 

anteriores demonstraram que a atividade da Na+, K+-ATPase está inibida em 

ratos submetidos ao ECV (GAMARO et al., 2003) e desta forma, nossos 

resultados podem explicar, pelo menos em parte, tal alteração. 

Devido ao íntimo envolvimento entre EO e a cadeia respiratória, também 

investigamos se a administração dos antioxidantes vitaminas E e C durante o 

período de indução do modelo de estresse seria capaz de prevenir a inibição 

do metabolismo energético. A administração das vitaminas E e C foi capaz de 
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prevenir a inibição dos complexos II e IV observadas nos animais estressados. 

As vitaminas E e C são capazes de bloquear a propagação da lipoperoxidação 

em membranas biológicas e assim prevenir a alteração das enzimas (WYSE et 

al., 2002; VATASSERY, 2004; DELWING et al., 2006). Além disso, estas 

vitaminas podem compensar a redução da glutationa e das atividades da GPx 

e SOD observadas em ratos submetidos ao estresse (VASCONCELLOS et al., 

2006). 

Além da cadeia transportadora de elétrons, o ATP pode ser gerado 

localmente por enzimas da via glicolítica, por exemplo, pela piruvato quinase. 

Estudos têm indicado que a atividade da piruvato quinase também é importante 

para o transporte de neurotransmissores como serotonina e glutamato nas 

vesículas sinápticas (ISHIDA et al., 2009). Nossos resultados não indicaram 

qualquer alteração na atividade da enzima, entretanto, não podemos descartar 

que outros componentes da via glicolítica estejam inibidos, o que pode 

corroborar para disfunções do metabolismo energético. 

Tendo em vista que pacientes deprimidos e animais submetidos ao 

modelo de depressão geralmente apresentam danos neurológicos e distúrbios 

cognitivos e que, como já demonstramos, o estresse crônico alterou 

parâmetros bioquímicos importantes para os processos cognitivos, nós também 

avaliamos o desempenho de ratos estressados na tarefa do labirinto aquático 

de Mórris e o efeito das vitaminas E e C sobre tais alterações 

(VASCONCELLOS et al., 2003).  

Trabalhos têm demonstrado que o EO e as ER estão envolvidos nos 

prejuízos cognitivos e de memória observados durante o envelhecimento e em 

doenças neurodegenerativas (BICKFORD et al., 2000; DUMONT et al., 2009; 

MASSAAD and KLANN, 2011). Tendo em vista os danos cognitivos causados 

por estresse e depressão, estudos mostraram que tanto a depleção de 

serotonina (CIOBICA et al., 2010) quanto a administração de corticosterona 

(SATO et al., 2010) promovem EO e consequentemente causam prejuízos de 

memória em ratos. Por outro lado, antioxidantes, incluindo as vitaminas E e C 

são capazes de prevenir os déficts de memória observados em outros modelos 

experimentais como da doença de Alzheimer (YAMADA et al., 1999), 

menopausa (BICKFORD et al., 2000; MONTEIRO et al., 2005) e de 
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aminoacidopatias (REIS et al., 2002; WYSE et al., 2002, DELWING et al., 

2006). Assim, os antioxidantes surgem como candidatos para atuar em 

conjunto com os antidepressivos clássicos na prevenção dos prejuízos 

cognitivos causados pelo estresse. 

Os testes comportamentais foram realizados 24 horas após a última 

sessão de estresse e consistiram em duas fases: na primeira, os animais foram 

treinados para encontrar uma plataforma submersa no tanque utilizando pistas 

dispostas nas paredes da sala. A seguir, foi realizada uma sessão de teste 

(sem a plataforma) que avaliou os seguintes parâmetros: tempo gasto no 

quadrante alvo e no quadrante oposto ao alvo, número de cruzamentos pelo 

local onde estava a plataforma e a latência para passar pela primeira vez no 

local da plataforma. A segunda fase consiste na avaliação da memória de 

trabalho. Neste teste a plataforma é realocada em um quadrante diferente a 

cada dia de treino. Da mesma forma que em trabalhos anteriores 

(VASCONCELLOS et al., 2006), nós também observamos um prejuízo na 

memória de referência em ratos submetidos ao modelo de ECV. Nós 

observamos diferenças significativas tanto na fase de aquisição quanto na 

retenção de memória, observada por um aumento na latência para encontrar a 

plataforma e por uma menor razão entre o tempo gasto no quadrante alvo e o 

tempo gasto no quadrante oposto. Os antioxidantes foram capazes de prevenir 

apenas os déficits observados durante a fase de aquisição. Esses resultados 

sugerem que o EO pode causar danos cognitivos, entretanto, não pode ser 

considerado o único mecanismo envolvido. Além disso, as diferenças 

observadas nas duas fases de memória estudadas podem ser consequência 

das diferenças entre as estruturas cerebrais envolvidas em cada uma das fases 

(SQUIRE and KANDEL, 2003), das diferentes demandas de atenção entre as 

fases (CZECH et al., 2000) e dos diferentes efeitos dos GC na fase de 

aquisição e na retenção (ROOZENDAAL, 2002).  

A avaliação da memória de trabalho indicou que os animais estressados 

apresentaram uma maior latência para encontrar a plataforma do que os 

controles em todas as tentativas, exceto a primeira. É preciso observar que na 

primeira tentativa os animais aprendem o local da plataforma por tentativa e 

erro, enquanto que nas tentativas subsequentes o rato precisa lembrar-se do 
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que aprendeu anteriormente. O tratamento com as vitaminas foi capaz de 

prevenir o dano observado no grupo estressado.  

Além do dano provocado pelo EO, outros mecanismos também podem 

estar envolvidos nos prejuízos de aprendizado e memória, por exemplo, o 

aumento na atividade da AChE observado anteriormente, já que a acetilcolina é 

um neurotransmissor fundamental para os processos de memória e cognição 

(MICHEAU and MARIGHETTO, 2011). A síndrome do comportamento doentio, 

provocada pelo aumento nas citocinas pró-inflamatórias no cérebro, também 

pode ter um papel importante no prejuízo cognitivo observado após estresse 

(MAES et al., 2009).  

Como o hipocampo é uma estrutura tradicionalmente relacionada a 

processos cognitivos como aprendizado e memória (RIEDEL and MICHEAU, 

2001), decidimos investigar o efeito do estresse sobre o imunoconteúdo de 

BDNF nesta estrutura cerebral. O BDNF tem sido implicado na regulação da 

plasticidade neural, na expressão gênica e na função sináptica, assim como no 

mecanismo de ação dos antidepressivos (YAMADA et al., 2002; LEE and SON, 

2009; MUSAZZI et al., 2009). A determinação do imunoconteúdo de BDNF em 

hipocampo foi feita após a realização dos testes comportamentais. Nossos 

resultados demonstraram que não houve diferença significativa nos níveis de 

BDNF entre os grupos controle e estresse no período avaliado. Os trabalhos 

que avaliam conteúdo e expressão de BDNF após estresse apresentam 

resultados conflitantes, demonstrando diminuição (FUCHIKAMI et al., 2010) ou 

nenhuma alteração (ALLAMAN et al., 2008). As alterações na neurogênese e 

na expressão do BDNF variam de acordo com fatores, como as características 

dos estressores e a duração do estresse (ANISMAN and MATHESON, 2005), 

além disso, essas alterações ocorrem dentro de um período específico de 

tempo e podem ser revertidas após a interrupção do estresse (McLAUGHLIN et 

al., 2007). Estas observações sugerem que as alterações funcionais 

características da depressão refletem mais uma moderada reorganização 

estrutural do que consequências de morte neuronal (CONRAD et al., 1999).  

Através da combinação de técnicas bioquímicas e comportamentais, 

nossos resultados demonstraram que múltiplos órgãos e sistemas participam 

na adaptação do organismo ao estresse e que o entendimento dos 
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mecanismos envolvidos é fundamental para o desenvolvimento de novas 

terapias para a depressão. 
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6 CONCLUSÕES 
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ESTUDOS BIOQUÍMICOS 

• A indução do modelo experimental de ECV provocou um aumentou nos 

níveis de TBARS e na razão SOD/CAT e não alterou a atividade da GPx 

em sangue de ratos. 

• O ECV não alterou os níveis séricos dos marcadores de resposta 

inflamatória, IL-6, TNF-α, PCR e NO. 

• Animais estressados apresentaram uma menor atividade da enzima 

BuChE em soro em relação aos animais controles. 

• Os animais submetidos ao estresse apresentaram um aumento nos 

níveis plasmáticos de HCY em relação ao grupo controle, entretanto, os 

níveis de folato não foram alterados. 

• Os níveis das citocinas IL-1 β, IL-6 e TNF-α e a atividade da AChE foram 

aumentados em hipocampo de ratos após a indução do estresse 

crônico, mas não houve alteração nos níveis de MCP-1. 

• O grupo estressado apresentou uma inibição nas atividades dos 

complexos II e IV da cadeia respiratória em córtex pré-frontal, enquanto 

que em hipocampo apenas a atividade do complexo IV está diminuída. 

• A atividade da piruvato quinase não foi alterada pelo estresse em 

nenhuma das estruturas estudadas. 

• A administração crônica de vitaminas E e C durante a indução do 

modelo de estresse preveniu a inibição das enzimas da cadeia 

respiratória. 

• Não houve alteração no conteúdo de BDNF em hipocampo de ratos 

submetidos ao ECV. 

 

ESTUDOS COMPORTAMENTAIS  

• Animais submetidos ao ECV apresentaram prejuízo na fase de 

aprendizado da memória de referência, pior performance no teste de 

retenção da memória de referência e prejuízo na memória de trabalho. 

• A administração de antioxidantes preveniu o prejuízo na fase de 

aprendizado da memória de referência e na memória de trabalho, mas 

não alterou o teste de retenção da memória de referência. 

 



76 

 

CONCLUSÃO GERAL 

 

Embora ainda existam muitas dúvidas a respeito da patofisiologia da 

depressão e dos distúrbios causados por estresse, demonstramos no presente 

trabalho que o estresse crônico em ratos induz estresse oxidativo e altera a 

atividade da BuChE em sangue de ratos, induz inflamação e aumenta  a 

atividade da AChE em hipocampo. Além disso, o paradigma de estresse 

crônico provocou alterações de metabolismo energético e de memória que 

foram prevenidas pela administração crônica de antioxidantes. Estes achados 

em conjunto podem auxiliar na elaboração de uma teoria que considere as 

inter-relações entre diferentes órgãos e sistemas para explicar a patofisiologia 

da depressão e abrir caminhos para novas alternativas de tratamento. 
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7 PERSPECTIVAS 
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1- Avaliar o efeito da administração concomitante de antioxidantes com 

antidepressivos clássicos sobre parâmetros bioquímicos e comportamentais 

alterados pelo modelo de estresse. 

 

2- Avaliar se a administração de antioxidantes após a indução do modelo de 

estresse é capaz de reverter os danos neurológicos já instalados. 

 

3- Investigar possíveis alterações epigenéticas provocadas pelo modelo de 

estresse através da determinação dos níveis de metilação do DNA. 
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