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RESUMO 

 

Aproximadamente 30% dos pacientes que sofrem de transtorno depressivo maior (MDD) não 

respondem aos atuais tratamentos farmacológicos. Além disso, 40% a 60% dos pacientes 

responsivos apresentam recorrência de sintomas com 4-6 meses após o término do tratamento 

medicamentoso. Assim, a investigação dos mecanismos moleculares responsáveis pelo MDD e o 

desenvolvimento de novas terapias ainda são necessários. A administração sistêmica ou intra-

hipocampal de inibidor da sintase neuronial de óxido nítrico (NO) reduz a imobilidade em 

roedores submetidos ao modelo do nado forçado (FST), um modelo animal preditivo para 

atividade antidepressiva. 

Objetivos: O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do tratamento crônico com 7-

nitroindazole (7NI), um inibidor da sintase neuronial de NO, ou imipramina, um prototípico 

antidepressivo, sobre a expressão gênica e protéica no hipocampo de ratos Wistar submetidos ao 

FST. Um experimento adicional foi realizado com o objetivo de investigar a hipótese de que os 

efeitos terapêuticos dos antidepressivos estão relacionados a mecanismos antioxidantes. N-acetil-

L-cisteina (NAC), a cisteina pró-droga com potente efeito antioxidante, foi testada no modelo do 

FST. 

Métodos: Os animais receberam diariamente injeções i.p. de 7NI (60 mg/kg), imipramina 

(15mg/kg) ou veículo (DMSO:salina 1:1) por 14 dias. O FST foi realizado 1h após a última 

injeção. Dois grupos controles adicionais receberam veículo ou 7NI, mas não foram submetidos 

ao FST. Duas horas depois do FST foram obtidos extratos totais de RNAm/proteína do 

hipocampo para análise seriada de genes expressos (SAGE) e analise proteômica. Em 

experimento adicional ratos Wistar (n=4-7/grupo) foram submetidos a 15 min de nado forçado, e 

receberam injeções i.p. de NAC (5, 15, 50, 150 e 250 mg/kg) ou salina, imediatamente após, 5 h 

depois, e 1 h antes da sessão teste. Durante os 5 min de teste a imobilidade foi registrada. Grupos 

independentes de animais (n=5-7/grupo) receberam o mesmo tratamento e sua atividade 

exploratória no campo aberto foi avaliada por 5 min. 

Resultados: A partir do seqüenciamento de 60.471, 61.390 e 60.450 etiquetas de genes entre os 

grupos tratados com veículo, 7NI ou imipramina e submetidos ao FST, respectivamente, e 61.272 

e 62.031 etiquetas de genes para os animais tratados com veículo ou 7NI sem o estresse do FST, 

foi possível identificar e quantificar a expressão de 26.406, 26.256, 19.270, 19.072 e 24.936 
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genes no hipocampo dos animais destes grupos, respectivamente. A análise de agrupamento 

hierárquico, o qual agrupou os animais em estressados e não estressados, sugeriu um efeito 

predominante do estresse sobre o padrão de expressão gênica hipocampal. A análise de 

enriquecimento funcional para as bibliotecas protéicas e genômicas mostrou que houve uma 

modulação significativa de genes associadas à fosforilação oxidativa (29 genes, P = 2,68-11), 

apoptose e/ou proliferação sinalizada por receptores 5-HT1A (20 genes, P = 2,6-8) e 

remodelagem de citoesqueleto por sinalização Rho-GTPase e de neurofilamentos (11 genes, P = 

3,45-7; 11 genes, P = 7,9-7), quando comparados o grupo veículo não estressado com o grupo 

veículo-FST. Importantes genes nestas vias foram modulados como o NADH desidrogenase 

(NADH), sucinato desidrogenase (SBH), citocrome c oxidase (COX), ATP sintase (ATP), e 

genes envolvidos com as vias G(i)PKB-N-κB-PARP-1, G(i)JAK2-STAT3 e, G(i)AC-PP2A-

Bcl2/BAX, assim como as vias RhoA-LIMK2-Actin, com provável efeito sobre processos 

ligados a neuroplasticidade e controle apoptótico. A análise de enriquecimento de funções 

celulares para os genes diferentemente expressos entre o grupo veículo, estressado e os grupos 

tratados com 7NI ou imipramina e submetidos ao FST indicou que o tratamento farmacológico 

reverteu parte dos efeitos do estresse comportamental sobre a expressão de genes ligados aos 

processos de fosforilação oxidativa e remodelagem sináptica, sendo que os efeitos positivos do 

7NI sobre processos ligados à neuroplasticidade e reorganização sináptica são governados pela 

facilitação de vias sinalizadas por calmodulina-CREB (9 genes, P = 1.247-05), com a modulação 

dos genes Calmodulina, PP2A e canal de cálcio tipo II, enquanto a imipramina atua 

preferencialmente sobre genes ligados ao controle de transcrição gênica por heterocromatina (11 

genes, P = 5,25-6), modulando a expressão de genes como histona deacetilase classe II e histonas 

H. No teste comportamental o NAC (nas doses de 15, 50, e 150 mg/kg) e imipramina reduziram 

significativamente [F(6,35)=6,86; P<0,001; Duncan post-hoc teste P<0,05] o tempo de imobilidade 

sem interferir na atividade exploratória medida no campo aberto. 

Conclusão: O efeito tipo antidepressivo das drogas 7NI e imipramina pode estar associado à 

modulação de grupos importantes de genes hipocampais que atuam na redução dos efeitos do 

estresse comportamental, incluindo genes relacionados a estresse oxidativo e/ou metabólico bem 

como aqueles envolvidos em mecanismos neuroplásticos e neuroestruturais nessa estrutura. O 

efeito do tipo antidepressivo do NAC corrobora esta hipótese. 
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ABSTRACT 

 

Approximately 30% of patients with major depression (MDD) fail to responde to 

pharmacological treatment. Moreover, 40-60% of antidepressant responders relapse whitin 4-6 

months after stopping the medication. Therefore, the investigation of the molecular mechanisms 

responsible for MDD and development of new therapeutic strategies based on these mechanisms 

are still necessary. Systemic or intra-hippocampal administration of nitric oxide synthase  

inhibitors decrease immobility time in rodents submitted to the forced swimming test (FST), an 

animal model predictive of antidepressant activity. 

Objective: The aim of this study was to investigate the effects of chronic treatment with 7-

nitroindazole (7NI), a neuronal NOS inhibitor, or imipramine, a prototype antidepressant, on 

protein and gene expression in the hippocampus of rats submitted to the FST. An additional 

experiment was performed aimed at investigating the hypothesis that the therapeutic effects of 

antidepressant drugs are related to antioxidant mechanisms. N-acetil-L-cysteine, a cysteine 

prodrug with powerful antioxidant activity, was tested on the FST model. 

Methods: Male Wistar rats received daily i.p. injections of 7NI (60 mg/kg), imipramine 

(15mg/kg) or vehicle for 14 days. FST was performed 1h after the last injection. Two additional 

control groups received vehicle or 7NI but were not submitted to the FST. Two hour after the 

FST total hippocampal mRNA/protein was extracted for serial analysis of gene expression 

(SAGE) and proteomic analysis. In the additional experimentmale Wistar rats (n=4-7/group) 

were subjected to 15 min of forced swimming and immediately afterwards, 5, and 23 h later 

received i.p. injections of NAC (5, 15, 50, 150, and 250 mg/kg), imipramine, (15 mg/kg) or 

vehicle (saline solution). One hour later they were submitted to the 5 min test swimming session, 

and immobility time was recorded. Independent groups of animals (n=5-7/goup) received the 

same treatments and their exploratory activity was measured in an open arena for 5 min. 

Results: Imipramine and 7NI significantly decreased immobility time (Vehicle: 222.12+/17.96s; 

7NI: 111.80+/-60.08s, imipramine: 104.62+/-25.69, F(2,18)=15.83, P=0.0001). The sequencing of 

60,471; 60,745 and 61,390 gene tags from animals submitted to FST and treated with vehicle, 

imipramine or 7NI, respectively, and 61,272 and 62,031 gene tags from control groups treated 

with vehicle or 7NI, respectively, allowed the identification and quantification of 26,406; 26,256; 

19,270; 19,072; and 24,936 hippocampal genes of the different experimental groups. Functional 
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enrichment analysesof the genomic and protein libraries showed that genes associated with 

oxidative phosphorylation (29 genes, P = 2,68-11), apoptosys and proliferation signaling by 5-

HT1A (20 genes, P = 2,6-8), cytoskeletal remodeling signaling by Rho-GTPase and the 

neurofilament (11 genes, P = 3,45-7; 11 genes, P = 7,9-7), were significantly modulated when the 

group vehicle non-stressed was compared to vehicle-FST. Important genes for these processes 

such as NADH dehydrogenase (NADH), succinate dehydrogenase (SBH), cytochrome c oxidase 

(COX), ATP synthase (ATP), and genes enrolled in the pathways G(i)PKB-N-κB-PARP-1, 

G(i)JAK2-STAT3 and, G(i)AC-PP2A-Bcl2/BAX, as well the pathways RhoA-LIMK2-Actin were 

modulated whiting that groups. The enrichment analysis of cell functions of the genes differently 

expressed in the vehicle-stressed group and animals treated with 7NI or imipramine and 

submitted to FST indicated that the pharmacological treatment reversed part of behavioral stress 

effects on the expression of genes enrolled in oxidative phosforilation and synaptic remodeling 

possibily by facilitating signaling involving the calmodulin-CREB pathway (9 gens, P = 1.247-

05), including genes for calmodulin, PP2A and type II calcium channel. Imipramine acted 

preferentially on genes linked to gene transcription control by heterochromatin (11 genes, P = 

5,25-6), modulating genes such as class II histones deacetylase, and histone H. Moreover, NAC 

(at the doses of 15, 50, and 150 mg/kg) and imipramine induced a significant (F(6,35)=6,86; 

P<0,001; Duncan post-hoc test P<0,05) decrease in immobility time without changing 

exploratory behavior measured in an open arena. 

Conclusion: The antidepressant-like effect of 7NI and imipramine may be related to modulation 

of important hippocampal genes, including those related to oxidative and/or methabolic stress, 

and also those enrolled in neuroplastic processes in this brain structure. The antidepressant-like 

effect of NAC corroborates the former proposal. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O distúrbio emocional do tipo depressivo é definido clinicamente, segundo o Manual de 

Diagnóstico e Estatística para Doenças Mentais-IV (1994) da Associação Norte Americana de 

Psiquiatria, como a ocorrência por período superior a duas semanas dos sintomas de humor 

deprimido, redução do interesse por atividade que normalmente produziam prazer ou anedonia, 

freqüentemente acompanhado de distúrbio de apetite e sono, redução da atividade geral, 

dificuldade de concentração, manter a conversação, tomar decisões e recorrência de pensamentos 

ou intenção de suicídio. Atualmente estima-se que a depressão é responsável por até 20% das 

causas de desabilidades, e entre 10-20% da população apresentará o distúrbio em algum 

momento da vida. Projeções para 2020 indicam que a depressão se tornará a segunda causa de 

custo social, sendo a primeira entre as doenças psiquiátricas (LOPEZ; MURRAY, 1998). Além 

dos custos sociais, a depressão aumenta o risco de suicídio. Segundo levantamento realizado nos 

Estados Unidos da América, aproximadamente 3,4% da população com depressão comete 

suicídio, e até 60% das pessoas que cometem suicídio sofrem de depressão ou outro distúrbio 

emocional (ANGST; ANGST; STASSEN, 1999; WAERN et al., 2002). Por estas razões, a 

Organização Mundial de Saúde classifica esta afecção entre os principais problemas de saúde 

pública. 

Mesmo com a introdução de drogas com efeito antidepressivo por volta da década de 60 e 

os recentes avanços na farmacoterapia, a remissão dos sintomas é freqüentemente não superior a 

50%, e aproximadamente 40-60% dos pacientes que respondem ao tratamento apresentam 

recorrência da doença após 4 a 6 meses de seu término (HIRSCHFELD, 1999; THASE et al., 

2007; PAPAKOSTAS; FAVA; THASE, 2008). Desta forma, as projeções em termos de saúde 
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pública e as deficiências dos tratamentos sugerem que o controle desta doença ainda está longe de 

ser alcançado (HOLDEN, 1991). Assim, fica evidente a necessidade do melhor entendimento da 

neurobiologia deste distúrbio, o que possibilitaria o desenvolvimento de novas estratégias 

terapêuticas. 

 

1.1. Etiologia do distúrbio depressivo 

1.1.1. Fatores hereditários ligados à depressão 

 

Apesar da alta prevalência e impacto social da depressão, pouco é conhecido a respeito da 

neurobiologia deste distúrbio. Desde a década de 70 discute-se o envolvimento de fatores 

genético (RAINER, 1966). Estudos em grupos familiares mostram que parentes de primeiro grau 

de pacientes possuem risco até três vezes maior de desenvolver a doença comparada a população 

(SUSLAK et al., 1976). Além disso, existe uma elevada co-ocorrência destes distúrbios entre 

gêmeos idênticos, comparado a gêmeos não idênticos, que é de aproximadamente 69% e 13%, 

respectivamente (SACHAR; BARON, 1979). Um pouco mais recente, (SULLIVAN; NEALE; 

KENDLER, 2000), revisão de trabalhos de associação gênica concluiu que pelo menos 31-42% 

dos fatores que levam ao distúrbio do tipo depressivo estão associados a fatores hereditários 

(HAMET; TREMBLAY, 2005). Estudos de ligação gênica também têm contribuído para a 

hipótese genética da depressão. Segundo estes estudos, existira uma associação entre a 

suscetibilidade à depressão a genes nas regiões cromossômicas 3p12.3-q12.2; 18q21.33-q22.2 

(CAMP et al., 2005); 12q22-q23.2 (ABKEVICH et al., 2003) e 15q26-q26 (LEVINSON et al., 

2007), além de uma série de regiões identificadas por marcadores de microsatélites (CAMP; 

CANNON-ALBRIGHT, 2005).  
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Por fim, um estudo de revisão agrupando 183 trabalhos verificou 393 polimorfismos em 

102 genes com potencial de associação com a depressão. Neste estudo, os autores concluíram que 

pelo menos 5 genes, dentro um universo de 18 genes com 20 polimorfismos, possuiriam 

correlação estatística com depressão confirmada em outors estudos (LOPEZ-LEON et al., 2008).  

A interpretação destes trabalhos sugere uma complexa interação entre um grande número 

de fatores genéticos com uma relativamente pequena contribuição de cada um. Assim, a 

depressão seria um distúrbio de etiologia complexa que não resultaria da influência isolada de 

fatores genético ou ambientais mas sim de ambos (SULLIVAN; NEALE; KENDLER, 2000).  

 

1.1.2. Neuroanatomia da Depressão 

 

Estudos de neuroimagens, neuropatologia e lesão têm produzido evidências sobre a 

circuitaria neuroanatômica relacionada ao transtorno depressivo. Nestas conexões estão incluídas 

as vias límbicas que participam a amígdala, talamos medial, córtex pré-frontal orbital e medial 

(LTC), e as vias limbico-cortical-estriatal-palidal-talâmico (LCSPT), formada pelas conexões 

entre o córtex pré-frontal órbito-medial (OMPFC), amígdala, formação hipocampal, estriado 

ventromedial, núcleos talâmicos e pálido ventral (MANJI; DREVETS; CHARNEY, 2001; 

DREVETS; PRICE; FUREY, 2008; PRICE; DREVETS, 2009).  

A amígdala recebe informações sensoriais de diferentes modalidades (olfatória, visceral, 

somato-sensorial, visual e auditória) (PRICE, 2003) e no sistema límbico é responsável pelo 

processamento de respostas de fundo emocional ou afetiva (BYRUM; AHEARN; KRISHNAN, 

1999). O seu envolvimento na depressão ficou evidente ao ser verificado que pacientes 

deprimidos apresentam maior atividade desta estrutura (DREVETS et al., 1992), 
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hipersensibilidade quando apresentadas faces de pessoas em situações negativas (SHELINE et 

al., 2001), e volume aumentado desta estrutura quando comparado a indivíduos saldáveis 

(FRODL et al., 2002). 

Alterações funcionais e metabólicas também foram registradas em regiões do córtex pré-

frontal (CPF). O CPF está localizado na porção anterior do lobo frontal, e representa de 40-50% 

do volume encefálico, incluindo as regiões dorsolateral (PFCdl) e ventromedial (PFCvm), que 

também fazem parte do sistema límbico (DREVETS, 1998). Dentre suas funções, o CPF atua em 

processos cognitivos complexos como planejamento, tomada de decisão e flexibilidade 

comportamental. Existem evidências mostrando papel distinto entre estas sub-regiões, sendo que 

a região dorsolateral teria sua atividade suprimida, enquanto a região ventromedial estaria hiper-

reativa nos pacientes com depressão (KOENIGS; GRAFMAN, 2009). 

Além destas regiões, diversas evidências sugerem o envolvimento da formação 

hipocampal na fisiopatologia da depressão. A formação hipocampal (FH) é uma estrutura 

bilaminar que se projeta caudalmente às porções rostrais, ocupando a base do corno temporal do 

ventrículo lateral, e estendendo-se até o esplênio do corpo caloso. Observado em secções 

coronais, pode ser dividido nas regiões denominadas CA1-CA4, com base na morfologia dos 

neurônios piramidais e suscetibilidade à anóxia. O córtex entorrinal projeta a maioria das 

conexões aferentes para formar sinapses tanto com neurônios da região CA1 como com células 

granulares do giro denteado. Já a formação hipocampal, através do subiculum, envia projeções 

eferentes para o fórnix e finalmente núcleos anterotalâmicos. Também existem projetos eferentes 

para o córtex entorrinal, por onde estas fibras atingem o córtex de associação temporal inferior, o 

córtex pré-frontal e pólo temporal (CAMPBELL; MACQUEEN, 2004). Existe extensa conexão 

do hipocampo com a amígdala pela sua região caudal, ou hipocampo ventral nos roedores, que 
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tem fomentado estudos de sua participação nos distúrbios afetivos, em detrimento do papel a 

priori descrito para a memória (CAMPBELL; MACQUEEN, 2004; SEMINOWICZ et al., 2004). 

Evidências clínicas e pré-clinicas têm mostrado que o volume do complexo hipocampal é 

reduzido entre pacientes com depressão, sugerindo que alterações estruturais deste órgão podem 

estar relacionadas ao distúrbio depressivo (CAMPBELL et al., 2004; VIDEBECH; 

RAVNKILDE, 2004).  

Por fim, a resposta ao tratamento antidepressivo aparentemente está relacionado à 

reversão das alterações estruturais e/ou neurofuncionais observadas tanto na amígdala como no 

córtex pré-frontal e hipocampo (SHELINE, BARCH, DONNELLY et al., 2001; CAMPBELL; 

MACQUEEN, 2004; DREVETS; PRICE; FUREY, 2008; PRICE; DREVETS, 2009). Em 

conjunto, estes estudos sugerem que a disfunção na circuitaria límbicotemporal-frontal-caudado 

estaria implicada na instalação e/ou manutenção do quadro depressivo. 

 

1.1.3. Neuroendocrinologia e Depressão 

 

A aproximação ou experiência de uma ameaça física, psicológico e/ou social capaz de 

alterar o equilíbrio homeostático, usualmente identificado como estresse (SELYE, 1998), recruta 

no organismo uma série de alterações fisiológicas e comportamentais que favorecem a adaptação 

ao novo desfio. Grande parte desta repostas são acionadas pelos “sinalizadores de estresse”, 

mineralocorticóides e glicocorticóides (GC, cortisol em humanos e corsticosterona nos roedores) 

produzidos pelas glândulas supra-renais. Este sistema é acionado a partir do hipotálamo, ao 

estimular a pituitária por meio do fator liberador da adrenocorticotropina (CRF) e vasopressina 

(AVP), que por sua vez produz o hormônio adrenocorticotropina (ACTH), que finalmente 
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estimula as glândulas adrenais a liberarem os hormônios do estresse, pela via descrita como eixo 

hipófise-pituitária-adrenal (HPA) (DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005; JOCA; 

FERREIRA; GUIMARAES, 2007; PARIANTE; LIGHTMAN, 2008). No entanto, a exposição 

repetida ao estresse, ou ainda exposição a um estresse muito intenso, pode levar a uma resposta 

desproporcional ou exacerbada prejudicando ainda mais a homeostasia (LUPIEN; MCEWEN, 

1997; GUBBA; NETHERTON; HERBERT, 2000). O hipocampo atuaria neste sistema, 

juntamente como córtex pré-frontal, estabelecendo o controle dos níveis destes hormônios por 

feedback negativo, evitando os efeitos deletérios destes sinalizadores (HERMAN et al., 1989; 

MIZOGUCHI et al., 2003).  

Assim, alterações neurofisiológicas no hipocampo e córtex pré-frontal ligadas ao estresse 

têm sido relacionadas à gênese da depressão, tendo como referências em uma série de evidências 

como: 1. pacientes com depressão freqüentemente relatam episódios estressantes precedendo as 

crises (KESSLER, 1997; KENDLER; KARKOWSKI; PRESCOTT, 1999; AGID; KOHN; 

LERER, 2000); 2. grande parte dos modelos animais de depressão empregam a exposição a 

estresse ou tratamento crônico com glicocorticóides (CRYAN; MARKOU; LUCKI, 2002), sendo 

que os animais submetidos a estes modelos podem exibir comportamentos análogos aos de 

paciente com depressão como prejuízo de memória e orientação espacial (KIM; DIAMOND, 

2002), distúrbio do sono e alimentar, perda do interesse por estímulos relacionados ao prazer 

(WILLNER, 1990); 3. pacientes tratados com corticóides ou portadores da síndrome de Cushing 

podem desenvolver depressão; e 4. pacientes com depressão e animais submetidos a estresse 

apresentam nível elevado de glicocorticóides circulantes e déficit na supressão do eixo HPA após 

administração da dexametasona (BROWN; RUSH; MCEWEN, 1999). Tanto no homem com nos 

modelos animais o tratamento com antidepressivos reverte à maioria das alterações geradas em 
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conseqüência da exposição ao estresse ou de glicocorticóides (PARIANTE et al., 2001; AIHARA 

et al., 2007). É possível, portanto, que o distúrbio depressivo tenha origem em disfunção 

hipocampal que levaria à incapacidade de manutenção dos níveis normais glicocorticóides pela 

perda da inibição do eixo HPA (PEETERS; BROEKKAMP, 1994; PARIANTE, MAKOFF, 

LOVESTONE et al., 2001; PARIANTE; LIGHTMAN, 2008). No entanto, o fato de que nem 

todos os indivíduos que tiveram experiências estressantes desenvolvam quadros depressivos 

sugere que outros fatores possam estar envolvidos no desenvolvimento deste distúrbio. 

 

1.1.4. Neurogênese, neuroplasticidade e depressão 

 

Altman e Das na década de 70 contestaram o “dogma de Ramon y Cajal” ao mostrarem a 

existência de nascimento de novos neurônios no bulbo olfatório e giro denteado de hipocampo de 

rato (ALTMAN; DAS, 1965). Eriksson, Gage e colaboradores, mais recentemente, mostraram 

que este é um fenômeno constitutivo e contínuo ao longo da vida, inclusive para o hipocampo de 

humanos adultos (ERIKSSON et al., 1998). Estes achados, em conjunto com os estudos clínicos 

da associação entre o volume hipocampal, estresse e tratamentos antidepressivos, abriram uma 

nova perspectiva na neurobiologia dos distúrbios neurológicos, e colocou a neurogênese e/ou 

neuroplasticidade como pano de fundo na origem destes distúrbios (CAMPBELL; MACQUEEN, 

2004; SEMINOWICZ, MAYBERG, MCINTOSH et al., 2004; PRICE; DREVETS, 2009). 

Células precursoras quiescentes, que existem em todo o cérebro, poderem ser ativadas em 

certos tipos de lesões. Contudo, a neurogênese adulta per si é descrita como um fenômeno restrito 

às regiões subventricular do ventrículo lateral e sub-granular do giro denteado hipocampal. Cerca 

de 9.000 novas células surgem na lâmina granular hipocampal, mas somente 50-80% migram 
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para lâmina granular, onde se tornam neurônios maduros, estabelecendo conexões eferentes com 

o córtex entorrinal e aferentes com a região CA3 (LLEDO; ALONSO; GRUBB, 2006; ZHAO et 

al., 2006). Apesar do relativo consenso a respeito do papel da neurogênese hipocampal nos 

processos ligados a aprendizado espacial e memória (SHORS et al., 2001; SNYDER et al., 2005) 

o seu papel nos distúrbios afetivos ainda é matéria de debate (LLEDO; ALONSO; GRUBB, 

2006).  

As alterações plásticas e estruturais deste órgão em resposta ao estresse e tratamento com 

drogas antidepressivas chamou a atenção para a relação entre neurogênese e depressão. 

Primeiramente foi verificado que a exposição a diferentes estressores suprime a neurogênese, 

sendo que este efeito é revertido pelo tratamento crônico, e não agudo, com diferentes classes de 

antidepressivos (MALBERG et al., 2000; DRANOVSKY; HEN, 2006; WARNER-SCHMIDT; 

DUMAN, 2006). Curiosamente, o tempo de tratamento necessário para reversão dos efeitos 

comportamentais e aumento da neurogênese corresponde à latência de 3 a 4 semanas para 

obtenção do efeito farmacológico em pacientes depressivos. Além disso, drogas antipsicóticas 

atípicas, que também são efetivas no tratamento da depressão, têm efeito proliferativo, enquanto 

os antipsicóticos típicos, que são ineficientes contra os sintomas depressivos, não apresentam 

efeito proliferativo (WARNER-SCHMIDT; DUMAN, 2006). Como discutido anteriormente, 

estes efeitos, no seu conjunto, poderiam explicar a restauração plástica destas estruturas pelo 

tratamento farmacológico com antidepressivos. 

Por outro lado, a partir da relevante descoberta de Bliss e colaboradores (BLISS; LOMO, 

1973), verificando o aumento da eficiência sináptica pelo mecanismo descrito como 

potencialização de longo prazo (LTP), e posteriormente a redução da eficiência pela depressão de 

longo prazo (LTD), ficou evidente que além de alterações estruturais, alterações funcionais 
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persistentes poderiam modular as respostas comportamentais. Em modelo animais relacionado ao 

comportamento tipo depressivo foi verificado que o estresse crônico variado facilita a formação 

de LTD em fatias de hipocampo, sem modificar a LTP. Contudo, o tratamento com fluoxetina 

previne o efeito do estresse sobre a LTD e facilita a formação de LTP (HOLDERBACH et al., 

2007). 

Ainda em consonância com estas evidências, existe um corpo extenso de estudos 

mostrando que o estresse é capaz de reduzir a ativação por fosforilação do elemento ligador de 

proteína ligada ao AMPc (CREB) e reduzir a expressão do fator neurotrófico derivado do cérebro 

(BDNF) e seu receptor tirosina quinase B (trkB), com prejuízos sobre a cascata sinalizadora 

neurotrófica e conseqüente redução da proliferação celular no hipocampo. Por outro lado, o 

tratamento crônico com antidepressivos aumenta a fosforilação de CREB, expressão de BDNF e 

trkB, prevenindo as conseqüência plásticas do estresse. Apesar de ainda discutível, tem sido 

proposto que a ativação desta via (BDNF-trkB-CREB), com conseqüente alterações na 

plasticidade e neurogênese hipocampal, seria fundamental para o aparecimento dos efeitos 

benéficos dos antidepressivos (CARLEZON; DUMAN; NESTLER, 2005). 

No entanto, boa parte dos resultados experimentais que apóiam esta hipótese é de natureza 

correlacional (WARNER-SCHMIDT; DUMAN, 2006). Em busca de uma relação causal, 

(SANTARELLI et al., 2003; SURGET et al., 2008) e respectivos colaboradores mostraram que a 

ablação da neurogênese por irradiação impede o aparecimento de alguns dos benefícios 

comportamentais atribuídos ao tratamento farmacológico com antidepressivos. Contudo, Bessa  e 

colaboradores (BESSA et al., 2009) mostram, empregando os modelos do desamparo aprendido e 

anedonia, que a proliferação celular hipocampal não interfere nas respostas comportamentais dos 

antidepressivos. Estes autores argumentam que é o aumento da arborização sináptica no córtex e 
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hipocampo que seria relevante. Resultados semelhantes foram descritos por Holick, Huang, 

Petersén e colaboradores para camundongos da linhagem BALB/cJ e ratos da linhagem Flinders 

(susceptível a depressão). Eles mostraram que o tratamento crônico com fluoxetina ou 

nortriptilina, respectivamente, promove alterações comportamentais, mas não altera a 

proliferação celular no hipocampo (HOLICK et al., 2008; HUANG; BANNERMAN; FLINT, 

2008; PETERSEN et al., 2009). Por outro lado, Airan e colaboradores, utilizando corante 

sensível a diferenças de potencial elétrico das células que permite registro da atividade neuronial 

em secções laminares, mostraram que a atividade hipocampal está aumentada nos animais 

tratados cronicamente com antidepressivos e submetidos ao teste do nado forçado. Este efeito 

possivelmente está relacionado a aumento da neurogênese (AIRAN et al., 2007). No conjunto, 

embora existam resultados contraditórios, diversas evidências sugerem que mecanismos 

envolvendo neuroplasticidade e/ou neurogênese sejam importantes para a obtenção dos efeitos 

benéficos do tratamento com antidepressivos sobre o comportamento (CASTREN, 2005). 

 

1.1.5. Neurotransmissores e Depressão 

1.1.5.1. Monoaminas (Noradrenalina, Serotonina e Dopamina) 

 

Na década de 60, Selikoff e Robitzek observaram que pacientes tratados com isoniazida e 

iproniazida, duas novas drogas anti-tuberculose, também apresentavam melhor nos quadros de 

humor ou produziam euforia (SELIKOFF; ROBITZEK, 1952). Pouco depois, estudos clínicos 

confirmaram estes efeitos em pacientes sofrendo de depressão (SALZER; LURIE, 1953; SMITH, 

1953; SALZER; LURIE, 1955). Quase ao mesmo tempo, foi descrito que a imipramina, um 

composto desenvolvido a princípio como anti-histamínico, também possuía propriedade de 
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melhorar o humor (KUHN, 1958). A descrição da atividade inibidora da monoamina oxidase 

(MAO) da iproniazida, e poucos anos depois, o relato de que a imipramina atuaria como inibidor 

da recaptação de noradrenalina (AXELROD; WHITBY; HERTTING, 1961), trabalho que 

conferiu Nobel a Julius Axelrod, fez germinar a hipótese monoaminérgica para os distúrbios de 

humor. A partir de então, extenso corpo de evidências tem associado as monoaminas aos 

distúrbios depressivos. 

Em apoio a esta hipótese foi verificado que primatas não humanos ou pacientes tratados 

com reserpina (uma droga que bloqueia a captação da noradrenalina pelas vesículas do botão 

sináptica o que resulta no esgotamento deste neurotransmissor) com objetivos de obter efeito 

anti-hipertensivo, apresentavam comportamento semelhante à depressão de forma aguda 

(MCKINNEY et al., 1971; AKISKAL; MCKINNEY, 1973). Efeito correlato pode ser observado 

em animais tratados com 6-hidroxidopamina (6-OHDA), uma droga que destrói as fibras 

catecolaminérgicas, mas não atinge os terminais serotoninérgicos (AKISKAL; MCKINNEY, 

1973). Além disso, foi verificado que pacientes com dieta privada de triptofano, um precursor 

obrigatório na síntese de serotonina, apresentam reaparecimento de sintomas ou não respondem 

ao tratamento com antidepressivos inibidores da recaptação de serotonina (DELGADO et al., 

1994; PRICE et al., 1997; BELL; ABRAMS; NUTT, 2001; RUHE; MASON; SCHENE, 2007). 

Tomados juntos, estes estudos compõem o corpo de evidências que sustentam a hipótese 

monoaminérgica para o distúrbio depressivo. Assim, dentro desta proposta, a depressão teria 

origem no déficit na neurotransmissão monoaminérgica, sendo que os antidepressivos tricíclicos 

(TCA), inibidores seletivos de receptação de serotonina (SSRIs) ou noradrenalina, e inibidores da 

monoamina oxidase (MAOi), restaurariam estes sistemas aumentando a disponibilidade destes 

neurotransmissores na fenda sináptica (SCHILDKRAUT, 1965; MANJI; DREVETS; 
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CHARNEY, 2001; CASTREN, 2005). 

Contudo, o fato de indivíduos saudáveis privados de triptofano apresentarem pouca ou 

nenhuma alteração de humor (NESTLER, 1998; MANJI; DREVETS; CHARNEY, 2001; RUHE; 

MASON; SCHENE, 2007), bem como a necessidade de tratamento por 3-6 semanas para o efeito 

terapêutico dos antidepressivos, têm desafiado a hipótese monoaminérgica, pelo menos na suar 

forma original (NESTLER, 1998).  

Evidências obtidas em modelos animais sugerem que a latência no aparecimento dos 

efeitos comportamentais esteja relacionada à dessensibilização de auto-receptores de serotonina 

(5-HT) nos neurônios presentes nos núcleos da rafe, enquanto os neurônios pós-sinápticos não 

são dessensibilizados (PINEYRO; BLIER, 1999). 

É importante salientar que as hipóteses monoaminérgicas e neuroplástica não são 

excludentes, visto que o aumento crônico da disponibilidade das monoaminas promove alterações 

plásticas em áreas como o hipocampo e córtex pré-frontal (NESTLER, 1998; MANJI; 

DREVETS; CHARNEY, 2001; PAUL; SKOLNICK, 2003; CASTREN, 2005). Outro fato que 

tem chamado a atenção é o relativamente rápido e eficaz efeito antidepressivo da tianeptina, uma 

droga que atua por mecanismos aparentemente independentes das vias monoaminérgicas 

(ZOLADZ et al., 2008; MCEWEN et al., 2009). 

 

1.1.5.2. Glutamato  

 

Glutamato é o neurotransmissor excitatório mais abundante no sistema nervoso central 

(SNC), e atua nos terminais pré- e pós-sinápticos ativando receptores caracterizados 

farmacologicamente em dois grupos. O primeiro deles, receptores ionotrópicos, quanto 
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estimulado abrem um canal e permitem o fluxo (com diferentes condutâncias dependendo do 

receptor) de íons sódio, potássio ou cálcio para dentro da célula. Neste grupo estão inclusos os 

receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), ácido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolepropionoico (AMPA) (WEAVER et al.) e família kainato. O segundo grupo, receptores 

metabotrópicos, são acoplados a proteína G e exercem sua atividade por meio da via de segundo 

mensageiro. A ativação destes receptores modula uma série de funções como plasticidade e 

excitabilidade sináptica na maioria dos circuitos cerebrais, incluindo as vias límbicas 

relacionadas à depressão (PAUL; SKOLNICK, 2003; MATHEW; KEEGAN; SMITH, 2005). 

Inicialmente a inibição sistêmica da sinalização por receptores NMDA mostrou-se 

eficiente como antidepressivo nos testes com modelos animais (TRULLAS; SKOLNICK, 1990; 

LAYER et al., 1995). Logo em seguida, estudos clínicos confirmaram a melhora rápida e robusta 

nos quadros de humor em pacientes tratados com ketamina, um antagonista de NMDA 

(BERMAN et al., 2000; ZARATE et al., 2006). Mais recentemente, o efeito tipo antidepressivo 

pôde ser reproduzido pela microinjeção de ácido amino-7-fosfonoheptanoic (AP-7), um 

antagonista glutamatérgico NMDA, no hipocampo de ratos, sugerindo que a sinalização 

glutamatérgica nesta estrutura participa na modulação das conseqüências comportamentais 

ligados ao estresse inescapável (PADOVAN; GUIMARAES, 2004). Além disso, ainda é possível 

que parte dos efeitos antidepressivos das drogas inibidoras da recaptação de noradrenalina e/ou 

serotonina seja devido à inibição da atividade de receptores NMDA. Foi verificado que tanto a 

serotonina (MURASE et al., 1990) como TCA/SSRIs inibem a atividade NMDA seletivamente 

em concentrações próximo ao terapêutico (REYNOLDS; MILLER, 1988; MAYER; SZASZ; 

KISS, 2009). 
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Evidências mostrando que a ativação de receptores não-NMDA por ácido caínico induz a 

expressão da neurotrofinas com BDNF e NGF, levantou a possibilidade de que a modulação da 

sinalização glutamatérgica-AMPA poderia ter efeito antidepressivo (ZAFRA et al., 1990). De 

fato, Li e colaboradores mostraram que o potenciador de receptores AMPA, o LY392098, produz 

efeito do tipo antidepressivo dose-dependente, semelhante à imipramina (LI et al., 2001). Por 

fim, foi verificado que o tratamento crônico com antidepressivos aumenta a expressão de receptor 

AMPA no hipocampo de ratos (MARTINEZ-TURRILLAS; FRECHILLA; DEL RIO, 2002), 

além de aumentar a fosforilação dos sítio Ser831-GluR1 e Ser845-GluR1 do receptor AMPA em 

extratos de estriado, córtex e hipocampo (SVENNINGSSON et al., 2002). 

Estudos eletrofisiológicos e em modelos animais têm apoiado a proposta de envolvimento 

da sinalização glutamatérgica mediada por receptores metabotrópicos na depressão. Inicialmente 

foi verificado um aumento da excitabilidade de neurônios da região hipocampal CA1 mediante 

estímulo de receptores mGluR do grupo I (DAVIES et al., 1995), sendo que o tratamento crônico, 

e não agudo, com imipramina ou eletroconvulsoterapia produz um aumento na amplitude dos 

disparos, isto é, sensibilização, destes neurônios mediante exposição aos agonistas mGluR (PILC 

et al., 1998). Além disso, estas mesmas manipulações promovem o aumento da expressão dos 

receptores mGluR1 e mGluR5 na formação hipocampal (SMIALOWSKA et al., 2002). Juntos, 

estes estudos sugerem que as manipulações associadas aos efeitos antidepressivos podem estar 

sob a influência do aumento da atividade hipocampal por facilitação de receptores mGluR. Em 

consonância com estes estudos, um corpo extenso de trabalhos tem mostrado que o tratamento 

crônico com os agonistas de receptores mGluR do grupo I, II ou III têm efeito tipo antidepressivo 

em diferentes modelos animais (MACHADO-VIEIRA; MANJI; ZARATE, 2009). Estas 

evidências sugerem o envolvimento da neurossinalização glutamatérgica envolvendo receptores 
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NMDA, metabotrópicos, especialmente do grupo 1 (mGluR1 e mGluR5), e AMPA nos distúrbios 

depressivos (PAUL; SKOLNICK, 2003; MATHEW; KEEGAN; SMITH, 2005; MACHADO-

VIEIRA; MANJI; ZARATE, 2009). 

 

1.1.5.3. Neurotransmissores atípico 

1.1.5.3.1. Óxido Nítrico 

 

Desde os experimentos de Garthwaite e colaboradores (1988), mostrando que a 

estimulação de receptores NMDA de glutamato em preparado de neurônio estimula a produção 

de óxido nítrico (NO) (GARTHWAITE; CHARLES; CHESS-WILLIAMS, 1988), e pouco 

depois, os estudos mostrando que os antagonistas de NMDA produziam efeito nos modelos de 

ansiedade e depressão, ficava evidente que o NO poderia ter envolvimento nos processos 

cerebrais ligados ao comportamento. Jefferys e Funder (JEFFERYS; FUNDER, 1996) foram os 

primeiros a testarem essa hipótese. Eles verificaram que a inibição sistêmica da enzima sintase de 

NO produzia efeito do tipo antidepressivo. Utilizando o 7-nitroindazole (7NI), um inibidor 

preferencial da NOS neuronial (nNOS), Yildiz (2000), Volke (2003) e seus colaboradores, 

estenderam estas evidências, sugerindo a inibição da nNOS copo possível novo alvo terapêutico 

para os distúrbios afetivos (YILDIZ et al., 2000; VOLKE et al., 2003).  

Atualmente parece claro que a ativação de receptores NMDA resulta no aumento 

intracelular de íons Ca2+, o qual forma o complexo Ca2+-calmodulina para estimular a conversão 

da L-arginina em L-citrulina, e liberar o NO pela NOS. O NO é produzido e rapidamente se 

difunde entre as células, podendo ativar a guanilato ciclase solúvel (sGC) na conversão do 

guanosina 5’-trifosfato (GTP) em guanosina 3’,5’-monofosfato cíclico (cGMP), que  por fim 
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resulta na ativação da fosfodiesterase II ou proteína quinase II (PKC), na via mais conhecida 

como NO-cGC-cGMP (PAUL; SKOLNICK, 2003). Joca e Guimarães (2006) estendem essas 

evidências ao mostrarem que a administração intra-hipocampal de 7NI reproduz efeito 

antidepressivo, e sugerem mais uma vez que a sinalização glutamatérgica ligado ao NO possa 

estar evolvida na neurobiologia da depressão. Por fim, Heiberg e colaboradores (2002) 

confirmam a participação desta via ao mostrarem que a inibição da sGC resulta nos efeitos do 

tipo antidepressivos (HEIBERG; WEGENER; ROSENBERG, 2002). Além das evidências 

comportamentais, foi verificado que a inibição nNOS também aumenta a expressão de 

neurotrofinas como o BDNF (JOCA et al., 2009 dados não publicados), fator de crescimento do 

endotélio vascular (VEGF) e fator de crescimento semelhante à insulina 1 (IGF-1) 

(SHIRAYAMA et al., 2002; CASTREN; VOIKAR; RANTAMAKI, 2007; THAKKER-VARIA 

et al., 2007; WARNER-SCHMIDT; DUMAN, 2008), com efeito positivo sobre a neurogênese 

hipocampal, fato que corrobora à hipótese neurogênica da depressão. 

No entanto, tem crescido o corpo de evidências sugerindo que parte dos efeitos 

fisiológicos do NO não seja dependente de sGC. Além da ligação do NO ao grupo heme presente 

nesta enzima, a modificação fisiológica da função de proteínas pode ser induzida pela reação de 

resíduos de cisteína ao NO, formando do S-nitrosotiol, num processo descrito como S-

nitrosilação. Atualmente admiti-se que a S-nitrosilação/de-nitrosilação é um mecanismo de 

modificação pós-traducional com reflexos sobre o controle espacial e temporal da função protéica 

(HESS et al., 2005). Assim, é possível que a disfunção da S-nitrosilação possa contribuir para 

patofisiologia de um grande número de doenças (FOSTER; HESS; STAMLER, 2009). Na 

depressão, o papel do NO ligado a S-nitrosilação ainda está por ser esclarecido, no entanto 

estudos mostraram que a atividade do receptor NMDA é inibida pela nitrosilação do resíduo 
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Cys399 da subunidade NR2A, resultando em uma proteção à neurotoxicidade glutamatérgica, 

efeito semelhante aos antagonistas de NMDA. Assim, é possível que processos de S-nitrosilação 

estejam envolvidos em distúrbios de humor  (KIM et al., 1999; NELSON; CONNOLLY; 

MCARTHUR, 2003). 

 

1.1.5.3.2. Canabinóides 

 

A farmacologia do sistema canabinóide tem sido extensivamente explorada com 

resultados clínicos e pré-clínicos sugerindo seu envolvimento e possível alvo terapêutico deste 

sistema na diabetes, câncer, isquemia, ansiedade, estresse e depressão (IZZO et al., 2009). 

A anandamida (N-aracdoniletanolamida) e o 2-AG (2-aracdonilglicerol) são os dois 

sinalizadores endógenos deste sistema e exercem suas funções por meio dos receptores ligados a 

proteína G, canabinóides 1 (CB1R) e 2 (CB2R). A anandamida pode ainda ativar o receptor 

vanilóide de potencial transiente (TRPV1). Por mecanismos dependentes da concentração de 

Ca2+ nos terminais pós-sinápticos ou ainda mediante ativação de receptores mGluR1, ocorre a 

degradação por fosfolipases de fosfolipídeos de membrana precursores em anandamida e 2-AG. 

Estas moléculas, por sua vez, difundem-se facilmente podendo atuar em receptores usualmente 

localizados nos terminais pré-sinápticos. A sinalização cessa mediante internalização destas 

moléculas pelo transportador e hidrólise da anandamida e o 2-AG pelas enzimas hidrolase de 

ácidos graxos (FAAH) e lípase monoacilglicerol (MGL) respectivamente (PIOMELLI, 2003; 

HASHIMOTODANI; OHNO-SHOSAKU; KANO, 2007; LUTZ, 2009). 

Uma série de novos compostos derivados dos endocanabinóides ou fitocanabinóides tem 

sido testada tendo como alvo tanto os receptores CB1 (de grande expressão no SNC) e TRPV1 
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como também o transportador e a enzima FAAH, com objetivo de obtenção de efeitos terapêutica 

(IZZO, BORRELLI, CAPASSO et al., 2009). No que diz respeito ao distúrbio de humor, foi 

verificado que o estresse crônico variado ou tratamento com glicocorticóides diminui a 

sinalização por endocanabinóides no hipocampo de ratos (HILL et al., 2005; HILL et al., 2008) e 

o tratamento crônico com antidepressivo tricíclico aumenta a densidade destes receptores no 

hipocampo e hipotálamo, o que poderia contribuir na redução das conseqüências 

comportamentais do estresse (HILL et al., 2006). Mesmo com divergências, estes achados se 

alinham à hipótese de que a redução da sinalização do sistema canabinóide no hipocampo e em 

áreas límbicas estariam ligado ao distúrbio tipo depressivo, o que parece ser confirmado pelos 

estudos farmacológicos mostram que os agonistas CB1 possuem efeito do tipo antidepressivo 

(GOBBI et al., 2005; HILL; GORZALKA, 2005; BAMBICO et al., 2007; MCLAUGHLIN et al., 

2007; GAETANI et al., 2009). No entanto, existem resultados contraditórios sugerindo que os 

antagonistas canabinóides teriam efeito antidepressivo (WITKIN et al., 2005). Mesmo com estas 

contradições, o conjunto de resultados indica que o sistema endocanabinóide pode exercer 

influência importante sobre a modulação das respostas comportamentais ligadas ao humor.  

 

1.1.6. Estresse oxidativo 

 

O estresse oxidativo tem emergido como um importante mecanismo não somente para os 

distúrbios neurodegenerativos como Alzheimer, esclerose lateral amiotrófica e Parkinson, mas 

também para aqueles ligados ao comportamento como distúrbio de humor bipolar, esquizofrenia, 

ansiedade e depressão (BERK et al., 2008b; NG et al., 2008). 

Inicialmente foi relatado que pacientes maníaco-depressivos ou esquizofrênicos 
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apresentam nível reduzido de glutationa plasmático (L-γ-glutamil-cisteinil-clicine, ou GSH) um 

potente seqüestrador endógeno de radicais livres (ALTSCHULE; SIEGEL; HENNEMAN, 1952). 

Posteriormente foi visto que o tratamento com antidepressivos previne o consumo deste 

antioxidante no córtex de camundongos submetidos ao modelo do estresse inescapável (PAL; 

DANDIYA, 1994). Um pouco mais recente, os estudos clínicos confirmam que o estresse 

oxidativo está presente entre os pacientes de depressão, sendo que para alguns deles, os 

marcadores de estresse são corrigidos pelo tratamento farmacológico antidepressivo (BILICI et 

al., 2001; HERKEN et al., 2007; SARANDOL et al., 2007). Efeito semelhante foi observado em 

animais submetidos ao estresse moderado crônico ao exibirem níveis menores de danos oxidativo 

no córtex, quanto tratados com venlafaxina, um inibidor da recaptação de 5-HT e NA (EREN; 

NAZIROGLU; DEMIRDAS, 2007).  

Assim, parece evidente que o desbalanço entre as fontes de reativos de oxigênios e os 

mecanismos antioxidantes pode estar entre os mecanismos da etiologia do distúrbio depressivo, 

mesmo que ainda não esteja bem definido o mecanismo destes efeitos. 

 

1.1.7. Mediadores imunológicos e depressão 

 

O envolvimento de mediadores imunológicos em neuropatologia associadas a resposta à 

infecção, isquemia, traumatismo craniano ou a várias doenças neurodegenerativas tem sido 

relatado em estudos prévios. No entanto, são relativamente recentes as evidências do seu 

envolvimento nos distúrbio de humor. Notoriamente, pacientes com depressão apresentam níveis 

elevados de citocinas pró-inflamatórias, sugerindo potencial ligação entre a doença depressiva e o 

sistema imune (KHAIROVA et al., 2009). Além disso, várias condições médicas que envolvem a 
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ativação de mediadores pró-inflamatórios, dentre elas infecção viral, artrite reumatóide, câncer e 

doenças neurodegenerativas, são freqüentemente acompanhados de desordens depressivas 

(RAISON; CAPURON; MILLER, 2006). 

Por outro lado, existem consistentes evidencias mostrando que citocinas pró-inflamatórias 

como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucinas 1 (IL-1), (IL-6), interferon (INF) e 

seus receptores são constitutivamente expressos em várias regiões cerebrais. Além disso, 

trabalhos recentes têm mostrado correlação entre risco aumentado de depressão e redução na 

resposta ao tratamento com antidepressivos com níveis séricos elevados de TNF-α e IL-1. Estas 

evidências levantam a hipótese de que existiria um balanço intrínseco entre o papel fisiológico e 

patológico destas citocinas na patofisiologia da depressão. Além disso, considerando-se que 

TNF-α e IL-1 compartilham vias sinalizadoras que levam a ativação do fator nuclear kappa B 

(NF-κB) ainda é possível supor que este fator tenha papel relevante nas funções neuroniais 

constituintes e de neuroplasticidade (CONNOR; LEONARD, 1998; MULLER; ACKENHEIL, 

1998; ANISMAN et al., 1999; GOSHEN et al., 2008; KHAIROVA, MACHADO-VIEIRA, DU 

et al., 2009). Esta hipótese ganha reforço por estudos mostrando que o desbalanço entre as 

citocinas pró e anti-inflamatória é atenuado pelo tratamento com antidepressivos como 

fluoxetina, sertralina e paroxetina (SUTCIGIL et al., 2007; TALER et al., 2007). 

Os processos que associam os mediadores pró-inflamatório com a depressão podem 

envolver pelo menos três mecanismos. O primeiro deles poderia estar relacionado ao desbalanço 

glial da neurosinalização glutamatérgica. Com base nele, os efeitos neurotóxicos do glutamato 

estariam potencializados pelo aumento da disponibilidade deste neurotransmissor devido a 1) 

aumento da produção de glutamato pela ativação da via quinurenina na microglia, 2) redução da 

atividade do transportador de glutamato da microglia, e finalmente, 3) o aumento da ativação de 
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micróglia e liberação de TNF-α e IL-1 por mecanismo de feedback positivo (MCNALLY; 

BHAGWAGAR; HANNESTAD, 2008). Em segundo lugar, a ativação de receptores para IL-1 ou 

TNF-α, por meio da indução de NF-κB, inibe a fase inicial e tardia da formação de LTP e por fim 

a ativação de mecanismos pró-inflamatórios associados à enzima ciclooxigenase 2 (Cox2). Nesse 

sentido, a co-administração de inibidores desta enzima aumenta a eficácia dos antidepressivos 

(MULLER et al., 2006; MCNALLY; BHAGWAGAR; HANNESTAD, 2008; AKHONDZADEH 

et al., 2009). Assim, apesar de ainda não estar absolutamente claro os mecanismos pelos quais os 

mediadores imunológicos, sejam eles produzidos no SNC ou perifericamente, contribuem na 

instalação ou manutenção do quadro depressivo, é provável que o desbalanço neste sistema possa 

ter papel relevante no distúrbio depressivo. 

 

1.1.8. Mecanismos epigenéticos 

 

Os mecanismos ditos epigenéticos retratam mudanças na função gênica sob a influência 

de fatores ambientais. Essas mudanças ocorreriam sem relação direta com alterações na 

seqüência de DNA, mas sim com mudanças persistentes na função e viabilidade de proteínas. 

Estas alterações decorreriam, por exemplo, de modificações covalentes no DNA (como, por 

exemplo, a metilação de DNA) e modificações pós-traducionais da cauda N-terminal de histonas 

(como, por exemplo, a acetilação e metilação), ou ainda por mecanismos de silenciamento gênico 

por repressão da tradução (por exemplo, os RNA de interferência) (KRISHNAN; NESTLER, 

2008). Os mecanismos epigenéticos, por produzirem modificações persistentes nas funções do 

DNA, são particularmente atrativos para explicar vários aspectos da depressão como discordância 

entre gêmeos idênticos quanto à susceptibilidade à depressão, diferenças individuais entre 
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animais de linhagens endogâmicas, a facilidade de recaída tão característico da depressão, além 

de sua maior prevalência no gênero (MILL; PETRONIS, 2007). 

Alterações epigenéticas vêm sendo implicadas em diferentes transtornos psiquiátricas 

(TSANKOVA et al., 2007). Em relação à depressão foi visto que a metilação de DNA (da 

citosina) na primeira semana após o nascimento parece ser importante na influência do 

comportamento maternal sobre o processamento de respostas emocionais no animal adulto. 

Filhotes de mães que dispensam menores cuidados parentais, como lamber e limpeza, são mais 

ansiosos e apresentam menor expressão de receptores de glicocorticóides no hipocampo, 

comparado aos filhotes de mães normais. Esta resposta decorre da repressão da expressão gênica 

por aumento de metilação na região promotora do gene. O tratamento com antidepressivos e 

inibidores da histona deacetilação parecem reverter estes efeitos (WEAVER, CERVONI, 

CHAMPAGNE et al., 2004). Além disso, foi verificado que inibidores da histona deacetilase têm 

efeito tipo-antidepressivo em ratos submetidos ao estresse de derrota social (COVINGTON et al., 

2009; WEAVER, 2009). Curiosamente, o aumento da acetilação de histonas na região do 

promotor do gene para BDNF no hipocampo parece ser necessário para que a imipramina reverta 

o déficit comportamental induzido pela derrota social (TSANKOVA et al., 2006). 
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2. OBJETIVO GERAL 

 

As evidências revisadas acima indicam que a depressão é uma desordem de etiologia 

complexa que não resulta da influência isolada de fatores genéticos ou ambientais, mas sim de 

uma combinação extensa de fatores genéticos com relativa pequena participação individual e que 

interagem com fatores ambientais (SULLIVAN; NEALE; KENDLER, 2000). Assim, o presente 

estudo avaliou, através de análise em larga escada ao nível genômico e proteômico, a hipótese de 

que o distúrbio tipo depressivo está associado à modulação de diversos grupos gênicos em 

resposta a um estímulo estressor e que os efeitos benéficos do tratamento crônico com 

antidepressivo típico (imipramina) ou potencial (inibidor preferencial da sintase neuronial de 

óxido nítrico) estão relacionados à modulação destes grupos. Além disso, os resultados poderão 

identificar possíveis novos alvos terapêuticos neste distúrbio.   
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2.1. Objetivos específicos 

 

2.1.1. Identificar genes expressos no hipocampo em animais submetidos a evento estressor por 

nado forçado (GOSHEN, KREISEL, BEN-MENACHEM-ZIDON et al.) sem tratamento 

com a imipramina e inibidor da nNOS; 

2.1.2. Identificar genes expressos no hipocampo exclusivamente sob o tratamento sub-crônico 

com a imipramina e inibidor da nNOS, sem ocorrência de evento estressor por NF; 

2.1.3. Identificar genes expressos no hipocampo sob o tratamento com as drogas imipramina e 

inibidor da nNOS e submetidos ao NF; 

2.1.4. Identificar possíveis alvos moleculares para terapia da depressão; 

2.1.5. Considerando os resultados encontrados sugerindo o envolvimento de estresse oxidativo 

nas conseqüências da exposição a estressores e efeito dos antidepressivos, um objetivo 

adicional foi o de verificar se o tratamento com uma droga antioxidante, a N-acetil-L-

cisteína, produzirá efeitos antidepressivos em ratos submetidos ao modelo de nado forçado. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Animais 

 

Foram utilizados ratos machos Wistar pesando entre 200 – 220g, provenientes do Biotério 

Central da Farmácia, USP, acomodados em condições padronizadas de luz (12:12h de 

claro/escuro, com ciclo claro iniciando as 06:30h) e temperatura (24±1oC), acesso irrestrito à 

água e alimento, serão utilizados neste estudo. Os procedimentos experimentais foram 

conduzidos em conformidade com o guia de manipulação de animal de laboratório da Sociedade 

Brasileira Neurociências Comportamentais, e os protocolos foram aprovados pelo Comitê de 

Ética local. 

 

3.2. Grupos de experimentais e drogas 

 

As dosagens das drogas 7-nitroindazole (7NI, 60mg/Kg; Sigma Chemical), hidrocloreto 

de imipramina (15mg/Kg, Sigma Chemical) e veículo (DMSO:salina 1:1), foram administradas 

por via intra-peritoneal 1 vez ao dia (11:00am-13:00pm) por 14 dias consecutivos. As doses e 

esquema de tratamento foram estabelecidos segundo estudos prévios na literatura e estudos 

conduzidos no próprio laboratório no qual estabeleceram o efeito antidepressivo do tratamento 

com 7NI sobre em ratos submetidos ao modelo do forçado (DETKE; JOHNSON; LUCKI, 1997; 

YILDIZ, ERDEN, ULAK et al., 2000; JOCA; GUIMARAES, 2006). Os grupos experimentais 

foras compostos por 5-8 animais cada, distribuídos como descrito a seguir: 
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- Grupo 1: os animais receberam tratamento com veículo (VEH) crônico sem passar pelo estresse 

do nado forçado (NAI) e foram sacrificados 3h após a última injeção (VEH + NAI);  

- Grupo 2: os animais receberam tratamento crônico com 7NI sem passar pelo estresse do nado 

forçado e foram sacrificados 3h após a última injeção (7NI + NAI); 

- Grupo 3: os animais receberam tratamento crônico com veículo, e foram submetidos ao modelo 

do nado forçado (FST) (VEH + FST); 

- Grupo 4: os animais receberam o tratamento crônico com o 7-NI e foram submetido ao modelo 

do nado forçado (7NI + FST);  

- Grupo 5: os animais receberão o tratamento crônico com imipramina e foram submetidos ao 

modelo do nado forçado (IMI + FST). 

 

3.3. O teste do nado forçado 

 

Os animais foram colocados individualmente em um recipiente acrílico (40 cm de 

profundidade e 20 cm de diâmetro) preenchido 30 cm com água a temperatura de 23-25oC. 

Segundo procedimentos previamente descritos por Porsolt (PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 

1977) a sessão pré-teste teve duração de 15 min, seguida pelo teste de 5 min, 24h após. Os 

tempos de imobilidade e latência foram registrados para cada animal durante a sessão teste. A 

sessão teste foi realizada 1h após a última injeção, e os animais foram sacrificados 2h após o teste 

para retirada do hipocampo. Os animais do grupo 1 e 2 foram sacrificados 3h após a última 

injeção. 
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3.4. Análises moleculares 

3.4.1. Extração de RNA total e análise SAGE 

 

Os animais foram anestesiados com uretana 25% (1ml/kg) e sacrificados por decapitação 

para dissecação do hipocampo. Imediatamente após a retirada do hipocampo, o mesmo foi 

congelado em nitrogênio líquido e armazenado a -80oC para posterior análise. A extração do 

RNA total procedeu-se segundo método de estabelecido pelo fabricante do reagente TriZol 

(Invitrogen, CA). O RNA total obtido foi quantificado e sua qualidade conferida em gel de 

agarose 1,5%, e armazenado a -80oC, para posterior análise SAGE. A fração do produto de 

extração contendo as proteínas também foi armazenada a -80oC para posterior purificação das 

proteínas e análise. 

As análises SAGE foram desenvolvidas segundo metodologia do fabricante (Invitrogen, 

CA) sendo que foram empregadas de 30-35 ng de RNA total para cada biblioteca SAGE. Foi 

realizado mistura de RNA total de 3-4 animais por grupo nas mesmas proporções para obter-se a 

quantidade final de RNA. Em seguida foi realizada a síntese de cDNA a partir dos 

RNAs+Poli(A) utilizando iniciadores ligados à biotina. Os cDNAs foram então clivados com 

enzima de restrição Nlall e os fragmentos 3´-terminal foram selecionados pela ligação 

biotina/estreptavidina ligada à partícula magnética. Os oligonucleotídeos com sítio para a enzima 

BsmIF1 foram liberados pela digestão com esta enzima, sendo então ligados uns aos outros pela 

DNA ligase, e clonados no sítio SphI do vetor pZero 1.0. Os clones com inserto superior a 400pb 

foram seqüenciados usando iniciadores M13. As seqüências identificadoras (tags) foram 
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extraídas pelo programa SAGE versão 3.04, e submetidas ao bando de dados disponível no 

National Center for Biotecnology Information (NCBI, site: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE) 

para banco de seqüências SAGE. 

 

3.4.2. Extração de proteínas totais e análise por MS/MS espectrometria de massa 

 

O extrato de proteínas totais foi separado da fase orgânica resultante da extração de RNA 

total segundo protocolo previamente descrito (FERREIRA et al., 2009, em preparação). A 

concentração de proteínas foi determinada pelo ensaio de Bradford (BioRad, CA). Para cada 

grupo experimental realizou-se a corrida de três géis bi-dimensionais, utilizando-se 1 mg de 

proteínas totais. Esta quantidade de proteína foi obtida tomando-se do extrato bruto de proteína 

de 3-4 animais por grupo experimental, nas mesmas proporções de cada animal. A focalização 

isoelétrica (primeira dimensão) foi realizada em tiras de 18 cm e gradiente de 3-10 pH 

(Amersham, SE) em Ettan IPGPhor 3 (GE Healthcare, CA). Em seguida, as tiras foram 

submetidas à corrida em gel SDS (segunda dimensão) no Ettan DALT six (GE Healthcare, CA).  

Após a coloração com Comassie blue, dois dos géis de cada grupo experimental que 

apresentaram reprodutibilidade superior a 95% foram analisados no programa Image Master 5.0 

(Amersham, SE). O nível de expressão de cada proteína (spots) foi estimado utilizando-se a 

média das porcentagens de volume dos spots entre as duplicatas, isto é, volume relativo do spot 

em relação ao volume total dos spots presentes no gel, médio entra as duplicatas. Após o 

tratamento estatístico, os spots foram recortados dos géis e submetidos à digestão por tripsina 

segundo metodologia previamente descrita (Pereira et al. 2005) e seqüenciamento por 

espectrometria de massa (MS) em espectrômetro tipo MALDI-TOF. O peptid fingue print foi 
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analisado em programa pelo método Mascot e as proteínas correspondentes identificadas no 

banco de dados protéico do NCBI. (http://prospector.ucsf.edu/csfhtml4.0/msfit.htm). Adotou-se o 

nível de identidade Mascot score (MS) (na identificação das proteínas pelos íons detectados) ≥ 

36, como recomendado pelo programa. 

 

3.5. Efeito da N-acetil-L-cisteína sobre o comportamento de ratos submetidos ao teste do nado 

forçado 

 

A propriedade do tipo antidepressiva do NAC foi avaliada pelo modelo do nado forçado. 

Os animais (ratos Wistar, N = 4-7 por grupo) foram colocados individualmente em um recipiente 

acrílico (40 cm de profundidade e 20 cm de diâmetro) preenchido 30 cm com água a temperatura 

de 23-25oC, por 15 min na sessão pré-teste. O tempo de imobilidade e latência foram registrados 

24h após o pré-teste, por um período de 5 min ao recolocar os animais no recipiente nas mesmas 

condições (sessão teste) (PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977). Hidrocloreto de imipramina 

(Sigma Chemical, na dose de 15mg/Kg) ou NAC (Sigma Chemical, nas doses de 5; 15; 50; 150 e 

250 mg/Kg) foram dissolvidos em solução salina e administradas intraperitonialmente (i.p. a 2.0 

mL/Kg) no momentos: imediatametne após o pré-teste, 5h depois e 1 h antes do sessão teste. As 

doses de NAC foram escolhidas com referência em estudos anteriores que mostraram seus efeitos 

no SNC (KNUCKEY et al., 1995; HARVEY et al., 2008; VALVASSORI et al., 2008). 

Os efeitos da droga sobre a atividade exploratória em campo aberto (arena de 60 cm de 

diâmetro e parede em acrílico) também foi medida em grupos animais independentes para avaliar 

possível interferência na atividade locomotora geral. A arenan estava localizada em local com 

ruído sub-atenuado, temperatura controlada (25±1°C) e iluminaçõa fluorecente de 40W situada a 
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4 m acima do aparato. Os animais (ratos Wistar, N = 5-7 por grupo) foram pré-expostos no 

aparato por 10 min, 24 h antes da sessão teste. A distância percorrida foi medida durante 5 min de 

sessão teste usando o programa ANY-maze Vídeo Tracking (versão 4.5; Stoelting Co, 2007), 1 h 

após a administração das drogas.  

 

3.6. Análise dos dados 

 

O tratamento estatístico dos resultados dos testes de nado forçado foi realizado por análise 

de variância (one-way ANOVA), seguida pela comparação entre os grupos pelo teste de Duncan. 

Diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando P < 0,05. 

A análise de cobertura do genoma expresso para cada biblioteca foi realizada pela curva 

da relação entre tags seqüenciadas pelo número de novas tags identificas. As curvas foram 

comparadas pela análise de variância, sendo considerados significativamente diferentes quando 

P<0,05. 

As bibliotecas dos 5 grupos foram comparadas entre si, segundo riqueza de genes 

expressos e nível de expressão pelo ensaio de agrupamento hierárquico pelo programa 

GeneCluster 2.0 (Cambridge, MA), para determinação do nível de similaridade-divergência entre 

os tratamentos. 

O tratamento estatístico do nível de expressão das seqüências foi realizado pelo teste de 

intervalo de confiança, segundo metodologia proposta SAGEic (VENCIO; BRENTANI; 

PEREIRA, 2003), sendo que as bibliotecas foram comparadas duas a duas, da seguinte forma: 

grupo 1 (VEH + NAI) contra grupo 3 (VEH + FST); grupo 3 (VEH + FST) contra grupo 4 (7NI + 

FST); grupo 3 contra grupo 5 (IMI + FST). As bibliotecas dos grupos 1 e 2 não foram 
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comparados por este método, uma vez que o ensaio de agrupamento hierárquico acusou alta 

similaridade entre estes grupos. Pelo teste de agrupamento hierárquico a mesma similaridade foi 

encontrada entre os grupos 3 e 4. No entanto manteve-se a comparação pelo SAGEic com a 

finalidade de se avaliar os genes que mantiveram o mesmo nível de expressão entre estes grupos 

(3 e 5), sendo que os animais do grupo 3 apresentaram efeito antidepressivo. 

O nível de expressão de cada proteína (spots) foi estimado utilizando-se a média das 

porcentagens de volume dos spots entre as duplicatas, isto é, volume relativo do spot em relação 

ao volume total dos spots presentes no gel. Os spots de proteínas deferentemente expressas foram 

identificados a partir da comparação segundo os mesmo grupos realizados para as bibliotecas 

SAGE. Considerou-se significativamente diferente os spots que apresentaram porcentagem de 

volume variando pelo menos duas vezes, e nível de significância superior P < 0,05 pelo teste t. 

Por fim, a análise de enriquecimento gênico, a qual acusa qual processo biológico possui 

maior representabilidade, isto é, os processos biológicos que sofreram maior influência sobre a 

modulação da expressão gênica, foi realizada empregando-se o programa MetaCore submetendo-

se os genes ou proteínas identificados como diferentemente expressos pelos testes  SAGEci ou 

teste t. Os genes foram distribuídos no teste de enriquecimento segundo o banco de dados do 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome (KEGG) ou no banco de vias metabólicas do GeneGo. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Efeitos comportamentais da imipramina e 7NI 

  

 Durante este período foram realizados os ensaios comportamentais no teste do nado 

forçado no qual foi verificado que o tempo de imobilidade foi significativamente [F(2-18)=15,83 p 

= 0,0001] menor entre os animais submetidos ao tratamento crônico de 14 dias com 7-NI 

(111,80±60,08s, N = 5) e imipramina (104,62±25,69s, N = 8), quando comparados ao grupo 

veículo (222,12±17,96s, N = 8). Neste mesmo sentido, as latências para o primeiro episódio de 

imobilidade foram maiores [F(2-18)=9,66 P = 0,0014] entre os animais tratados com 7NI 

(118,00±18,97, N = 8) e imipramina (155,00±28,18, N = 8) comparados ao grupo veículo 

(46,00±6,22, N = 5) (Figura 1). Assim, o presente estudo confirma o efeito tipo antidepressivo 

pela inibição sistêmica crônica do óxido nítrico sintase neuronial. 
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Figura 1. Efeito do tratamenco intraperitonial com veículo (DMSO:salina, 1:1, 1 ml/Kg), 7-

Nitroindazole (7-NI, 60 mg/Kg) ou imipramina (15 mg/Kg) por 14 dias sobre a imobilidade 

(A) e latência (B) de animais submetidos ao teste do nado forçado. Os animais (N = 5 – 8) 

receberam injeções diárias por 14 dias, sendo a última injeção 1 h antes da sessão teste. As 

barras representam +SEM. *P<0,05 comparado ao veículo pelo teste de Duncan. 

A

B
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4.2. Resultados obtidos nas análises moleculares 

4.2.1. Análise do padrão de expressão gênica global por meio da tecnologia SAGE 

4.2.1.1. Análise da cobertura do transcriptoma por seqüenciamento de tags SAGE 

 

Ao final do seqüenciamento de 61.272, 62.031, 60.471, 61.390 e 60.754 tags para o 

grupo 1 a 5 respectivamente, foi possível identificar e quantificar a expressão de 26.406, 26.256, 

19.270, 19.072 e 24.936 genes no hipocampo dos animais destes grupos. Pela análise de ajuste à 

curva hiperbólica, a partir dos dados de geração de novas tags em relação ao número total de tags 

seqüenciadas, foi possível verificar que houve uma cobertura do genoma expresso, uma vez que 

para todas as bibliotecas produzidas há o ajuste (R2 > 0.99) à curva hiperbólica com saturação no 

eixo das abscissas, o que significa que o seqüenciamento de mais tags não geraria quantidades 

significativas de novas tags que compensasse a relação custo-benefício. 

A comparação entre as curvas também revelou diferença significativa entre as 

bibliotecas SAGE para os animais tratados com veículo ou imipramina e submetidos ao FST, em 

relação às demais bibliotecas [F(4, 34) = 23,01; P < 0.0001]. Esta análise é sugestiva de que as 

bibliotecas SAGE daqueles grupos apresentam um número maior de genes expressos em relação 

a estes grupos, dado que, para um número menor de tags analisadas é obtido um número maior de 

tags únicas (Figura 2).  
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Figura 2. Curva de subtração de tags em biblioteca SAGE. Relação entre o número de novas 

seqüências tags (Unique tags) pelo número total de seqüências identificadas nas bibliotecas 

(SAGE tags analysed). VEH + NAI = animais tratados com veículo (N=4; salina:DMSO, 1:1, 

2mL/Kg por 14 dias), 7NI + NAI = animais tratados com 7NI (N=4; 60mg/Kg/14 dias), VEH + 

FST = animais tratados com veículo (N=4; salina:DMSO, 1:1, 2mL/Kg por 14 dias) e 

submetidos ao FST, 7NI + FST = animais tratados com 7NI (N=3; 60mg/Kg por 14 dias) e 

submetidos ao FST, IMI + FST = animais tratados com imipramina (15mg/Kg por 14 dias) e 

submetidos ao teste do nato forçado. R2 = ajuste das curvas a hipérbole. 
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4.2.1.2 Análise de Agrupamento Hierárquico 

 

A análise de agrupamento hierárquico, o qual estabelece a relação de similaridade e 

distância entre as bibliotecas segundo o padrão global de expressão gênica, identificou pelo 

menos dois grupos distintos. O primeiro grupo corresponde ao dos animais submetidos ao 

estresse pelo nado forçado e aos animais não estressados (naïve). Além disso, dentro do grupo 

dos animais estressados, o padrão de expressão gênica dos animais tratados com imipramina, 

difere significativamente dos demais animais tratados com 7NI ou veículo. Esta análise sugere 

um efeito dominante do estresse sobre o padrão de expressão gênica em detrimento à resposta 

antidepressiva do tratamento farmacológico, além de sugerir que o tratamento com a imipramina 

promove uma alteração mais extensa no padrão de expressão gênica se comparado aos efeitos do 

7NI. Assim, a manutenção do efeito antidepressivo do 7NI com menor alteração no padrão geral 

de expressão gênica, se comparado ao efeito da imipramina, é sugestivo de que o 7NI possa 

exercer seus efeitos comportamentais atuando sobre grupos gênicos de forma mais específica 

(Figura 3). 
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Figura 3. Cladrograma de análise de agrupamento hierárquico. VEH + NAI = animais tratados 

com veículo (N=4; salina:DMSO, 1:1, 2mL/Kg por 14 dias), 7NI + NAI = animais tratados 

com 7NI (N=4; 60mg/Kg/14 dias), VEH + FST = animais tratados com veículo (N=4; 

salina:DMSO, 1:1, 2mL/Kg por 14 dias) e submetidos ao FST, 7NI + FST = animais tratados 

com 7NI (N=3; 60mg/Kg por 14 dias) e submetidos ao FST, IMI + FST = animais tratados com 

imipramina (15mg/Kg por 14 dias) e submetidos ao teste do nato forçado. R2 = ajuste das 

curvas a hipérbole. 

FST + imipramina 

FST + 7-Nitroindazole 

FST + veículo 

Naive + veículo 

Naive + 7-Nitroindazole 
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4.2.1.3. Análise da expressão gênica diferencial por estratégia SAGE 

 

Com o objetivo de avaliar os efeitos do estresse e dos tratamentos com drogas do tipo 

antidepressivas sobre o padrão de expressão gênica no hipocampo de ratos foi realizada a 

comparação do nível de expressão dos genes das bibliotecas SAGE para os grupos experimentais 

VEH + NAI, 7NI + FST e IMI + FST em relação à biblioteca SAGE para o grupo VEH + FST. 

Quando foram comparados os grupos tratados com veículo e submetidos ou não ao estresse do 

nado forçado foi verificado que o grupo VEH + FST teve 1312 (89,32%) genes com expressão 

induzida, enquanto somente 157 (10,68%) genes tiveram sua expressão suprimida no grupo VEH 

+ FST em relação ao grupo VEH + NAI, de um total de 1469 genes diferentemente expressos 

entre os dois grupos. 

Efeito semelhante pode ser observado na comparação do grupo VEH + FST com os 

grupos 7NI + FST e IMI + FST. De um total de 1201 genes analisados, 1078 (89,76%) 

mostraram expressão aumentada no grupo VEH + FST, enquanto 123 (10,24%) estavam 

aumentados no grupo 7NI + FST, de um total de 1201 genes diferentemente expressos. Da 

mesma forma, 1514 (89,75%) apresentaram expressão aumentada no grupo VEH + FST enquanto 

somente 173 (10,25%) estavam aumentados no grupo tratado com imipramina (Figura 4). Para as 

três comparações, o estresse comportamental isolado (VEH + FST) aumentou a expressão gênica 

quando comparado aos grupos VEH + NAI (intervalo de confiança: -8,97 a -8.0), 7NI + FST 

(intervalo de confiança: -9,70 a -8,9) e IMP + FST (intervalo de confiança: -8,79 a -7,72). 
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Figura 4. Taxa de alteração da expressão gênica em fold change para as bibliotecas SAGE dos 

grupos VEH + NAI, 7NI + FST e FST + IMI em relação ao grupo VEH + FST. VEH + NAI = 

animais tratados com veículo (N=4; salina:DMSO, 1:1, 2mL/Kg por 14 dias) e não submetidos 

ao FST, 7NI + FST = animais tratados com 7NI (N=3; 60mg/Kg por 14 dias) e submetidos ao 

FST, IMI + FST = animais tratados com imipramina (15mg/Kg por 14 dias) e submetidos ao 

teste do nato forçado, VEH + FST = animais tratados com veículo (N=4; salina:DMSO, 1:1, 

2mL/Kg por 14 dias). 
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4.2.1.4. Análise de enriquecimento pelo MetaCore 

 

Inicialmente investigou-se o enriquecimento entre os genes diferencialmente expressos 

para as bibliotecas dos animais tratados com veículo não submetidos ao estresse pelo nado 

forçado (VEH + NAI) e a biblioteca do grupo dos animais tratados com veículo e submetidos ao 

teste do nado forçado (VEH + FST). Esta comparação foi realizada com o objetivo de identificar 

o efeito do estresse sobre a modulação gênica no hipocampo. Dentro os principais processos 

fisiológicos significativamente enriquecidos estão os de fosforilação oxidativa, controle de 

processos pró-anti-apoptóticos e remodelagem de citoesqueleto (Tabela 1). 

O estresse comportamental induzido pelo FST aumentou de forma significativa a 

expressão de pelo menos 25 genes, enquanto reprimiu a expressão de pelo menos 4 genes. Dentre 

os genes que tiveram sua expressão induzida, foram destacados o Cytochrome c oxidase 

polypeptide 6A1 motocondrial, NADH desidrogenase e ATP sintase mitocondrial, os quais 

tiveram indução de ao menos 9 vezes nos animais submetido ao FST em relação ao controle 

(Figura 5, Tabela 1). 

Tabela 1: Processos biológicos modulados segundo análise de enriquecimento pelo 

método MetaCore, para os genes diferencialmente expressos entre os grupos 

VEH+NAI e VEH+FST. 

Principais mapas de vias GeneGo N genes P 

Fosforilação oxidativa 29 2,68-11 

Apoptose e/ou proliferação sinalizada por receptores 5-HT1A 20 2,6-8 

Remodelagem de citoesqueleto por Rho GTPase 11 3,45-7 

Remodelagem de citoesqueleto de neurofilamentos 11 7,9-7 
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Figura 5. Genes envolvidos com o processo fisiológico de Fosforilação oxidative segundo banco 

de dados GeneGo. Colunas marcadas pelo número 1 indicam a taxa de alteração para os genes 

diferentimente expressos. As colunas marcadas em azul indicam a taxa de aumento da expressão 

no grupo VEH+FST e em vermelho indicam a taxa de aumento de expressão, no grupo VEH+NAI. 
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Tabela 2: Genes diferentemente expressos entre os grupos VEH + FST e VEH + NAI para os 

processos fisiológicos ligados ao fosforilação oxidativa, segundo classificação GeneGo. 

TAG Símbolo Descrição: Função FC 95%ci 
AGAACTGCAG Sdhb Succinate dehydrogenase (ubiquinone) subunity mitochondrial: 

Complexo II da cadeira respiratória, a qual é especialmente 

envolvida na oxidação do succinato, carrear eletrons da FADH para 

CoQ. O complexo é composto por quatro subunidade e está 

localizada internamente nas membranas mitocondriais. 

-9,92 [0; 2,57] 

TAGACACAGC 

GGCATAATTA 

TTACTGACTT 

TTAATATTTA 

ATGGCATCGT 

CGCTCGACCT 

TGGCTACTAA 

TTCCCTTCCT 

CTTGCAAGTG 

GCCCGGCCGG 

ACTCAGCAAT 

TGGGCTGGTG 

AGGAGTTGCT 

Ndufa11 

Ndufa3 

Ndufa5 

Ndufa6 

Ndufab1  

Ndufb4 

Ndufb6  

Ndufb8  

Ndufb9  

Ndufc2  

Ndufs5 

Ndufs7 

Ndufs8 

NADH dehydogenas (ubiquinone) 1 alfa subunit 11, 5, 2 e Fe-S:  

catalisa o primeiro passo na cadeia respiratória mitocondrial, na qual 

transfere o elétron do NADH para a ubiquinona (coenzima Q) em 

decorrência da translocação dos prótons pela crista mitocondrial. 

-14,88 

-9,92 

-14,88 

3,95 

-1.98 

-9.92 

-9.92 

-9.92 

-9.92 

-14.88 

-14.88 

-9.92 

-5.07 

[0; 1,7] 

[0; 2,57] 

[0; 1,7] 

[1,08; 24] 

[-3,35; -1,22] 

 [0; 2,57] 

[0; 2,57] 

[0; 2,57] 

[0; 2,57] 

[0; 1,7] 

[0; 1,7] 

[0; 2,57] 

[-32,33; -1,38] 

AGCGCCCAGA 

GGCCGCCCCA  
TTAATAAATG 

GTGACAACTG 

 

 

AATGGCTAAC 

TTCTGGCTGC 

Cox6a2 

Cox6a1 

Cox4i1  

Cox8a 

 

 

Cycs 

Uqcrc1 

Cytochrome c oxidase (COX): é a enzima final da cadeia respiratória 

mitocondrial. É um complexo enzimático com múltiplas subunidades 

que acopla a transferência dos eletrons do citocromo c para o 

oxigênio, e contribui com o gradiente de prótons através da matriz 

mitocondrial. O complexo consiste de 13 subunidades nucleares e 

mitocondriais. Cycs: fragmentação de DNA associada a apoptose. 

Cytochrome c, somatic 

Ubiquinol-cytochrome c reductase core protein 1 

-34,72 

-39,68 

2,19 

-2,26 

 

 

6,9 

-2,30 

[0; 0,69] 

[0; 0,59] 

[1,17; 4,26] 

[-2,85; -1,78] 

 

 

[1,27; 3,4028238] 

[-4,88; -1,17] 

GGAAAGCTGG 

TTCTCAGCAG 

GTTGAGTCTG 

CCAGTCCTGG 

 

GCATACGGCG 

GAGGGCTTCC 

 

CGGGATCTGC 

 

TGGGCACCTG 

 

CAGAGTCGCT 

Atp5b 

Atp5c1 

Atp5j 

Atp5g1 

 

Atp5i 

Atp5d 

 

Atp5o 

 

Atp5e 

 

Uqcrh 

ATP sintase, transporte de H+, complexo mitocondrial F1: catalisa a 

síntese de ATP utilizando o gradiente de prótons na matriz 

mitocondrial. 

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F0 complex, subunit 

C1 (subunit 9) 

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F0 complex, subunit e 

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, delta 

subunit 

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, O 

subunit 

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, epsilon 

subunit 

Ubiquinol-cytochrome c reductase hinge protein 

-9,92 

 

 

-299 

 

-2,33 

-2,07 

 

-2,10 

 

-2,27 

 

-1,93 

[0; 2,57] 

 

 

[-5,25; -1,86] 

 

[-4,88; -1,17] 

[-3,35; -1,33] 

 

[-3; -1,44] 

 

[-3,35; -1,56] 

 

[-3,35; -1,17] 

FC = taxa de alteração. Os valores indicam quantas vezes o gene está +/- expresso no grupo VEH + NAI em relação ao grupo VEH + FST. 
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O estresse aparentemente também induziu a expressão de genes associados ao controle de 

apoptose-proliferação mediante sinalização por receptor 5-HT1A. Pelo menos três vias 

intrínsecas foram apontadas por esta análise. A primeira delas estaria ligada à ativação de família 

de proteína G alfa inibitória (Gi), adenilato ciclase, proteína regulatória PP2A com modulação 

final sobre a proteína BAX (Gi-ADC-PP2A-BAX), tendo como resultado o direcionamento pró-

apoptótico. Neste mesmo sentido, o acionamento das vias iniciadas com a proteína G(0), ativação 

da família de proteína quinases de serina/treonina (AKT/PKT), com resultado final de inibição do 

mecanismo anti-apoptótico mediados por NF-kB e inibição da proteína ativadora de mitose 

(ERK2-MAPk1), via Gi-AKT/PKT-(inibição de NF-KB ou MAPK1). Por outro lado, o estresse 

do nado forçado promoveu aumento da expressão dos fatores de transcrição NF-kB, e do inibidor 

de caspase 3, o Poly-ADP-ribose, além das proteínas ERK2-MAPk1. 

A modulação destes mecanismos que controlam os processos apoptóticos-proliferativos 

mediados por STAT-3/NF-kB/Bcl-BAX-citocromo-C/ERK é sugestivo de que a sinalização 

serotoninérgica neste sistema teria a função de inibir a tendência apoptótica induzida pelo 

estresse oxidativo, danos de DNA, estresse metabólico, tendo portanto, efeito neuroprotetor em 

resposta aos efeitos neurodegenerativos promovidos pelo estresse. (Figura 6, Tabela 3). 
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Figura 6. Genes envolvidos no processo fisiológico de Apoptose e/ou proliferação sinalizada 

por receptores 5-HT1A segundo banco de dados GeneGo. Colunas marcadas pelo número 1 

indicam a taxa de alteração para os genes diferentemente expressos. Colunas marcadas em 

azul indicam a taxa de aumento da expressão no grupo VEH+FST. Colunas marcadas em 

vermelho indicam a taxa de aumento de expressão no grupo VEH+NAI.  
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Tabela 3: Genes diferentemente expressos entre os grupos VEH+FST e VEH+NAI para os 

processos fisiológico relacionados à apoptose e/ou proliferação sinalizada por receptores 5-

HT1A, segundo classificação GeneGo. 

TAG Símbolo Descrição: Função FC 95%ci 
ACCTTTGGCC Gnao1 Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha 1: proteína 

G envolvida como um modulador ou transdutor em vários sistemas 

sinalizadores transmembranicos. As subunidades alfa e beta são 

necessárias para atividade GTPase, para reposição do GDP por 

GTP, e para as intereção do proteína efetora G. 

-9,92 [0; 2,57] 

GGCAATATCC Adcy3 Adenylate cyclase type 3 -14,88 [0; 1,7] 

AATGGCTAAC Cycs Cytochrome c, somatic 6,91 [1,27; 3,438] 

TTTTTTTGTG 

 

GTCTGCTCCC 

AAGTCTTTCT 

GCTCCCTGGA 

Ppp2r1a 

 

Ppp2r5b 

Ppp2r5c 

Ppp2r5d 

Protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit A (PR 65), 

alpha isoform; 

Protein phosphatase 2, regulatory subunit B (B56), beta isoform; 

Protein phosphatase 2, regulatory subunit B' gamma isoform; 

Protein phosphatase 2, regulatory subunit B (B56), delta isoform:  
Ativam a proteína BAX que por sua vez atua acelerando os 

processos apoptóticos por se ligar e antagonizar o repressor de 

apoptose BCL2, e induz a liberação de citocromo C e a ativação de 

caspase 3, precipitando apoptose. 

-2,91 

 

-2,45 

-9,92 

-9,92 

[-6,69; -1,38] 

 

[-4,88; -1,27] 

[0; 2,57] 

[0; 2,57] 

GGGTGCAGCG Akt2 RAC-beta serine/threonine-protein kinase -14,88 [0; 1,7] 

GGATTGGGGC 

CCCGTTCTCC 

Calm1 

Calm3 

Calmodulin 1:  Calmodulin mediates the control of a large number 

of enzymes and other proteins by Ca(2+). Está entre as enzimas a 

serem estimuladas pelo complexo calmodulin-Ca(2+) e várias 

proteínas fosfatases e quinases. Junto à CEP110 e centrina, está 

envolvida emu ma via genética que regula o ciclo do centrossome e 

progressão por meio de citocinas. 

-19,84 

-3,04 

[0; 1,22] 

[-8,09; -1,38] 

ATTTGAAATA 

TCACACATAT 

Gnai2 

Gng10 

Guanine nucleotide-binding protein G(i), alpha-2 subunit 

guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 10 

3,36 

7,90 

[1,38; 10,11] 

[1,44; 3,4038] 

AAGCCTTGCT Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2: Proteína adaptadora que 

proporciona uma ligação crítica entre o fator de crescimento ligado 

a superfície celular e a via de sinalização Ras. 

-3,29 [-11,5; -1,17] 

TATGAGAATG 

TAACGCCCTT 

Mapk1 

Mapk3 

Mitogen-activated protein kinase 1 

Mitogen-activated protein kinase 3 

-9,92 

-3,65 

[0; 2,57] 

[-11,5; -1,5] 

CTGCCGCCTC Parp1 Poly [ADP-ribose] polymerase 1 -9,92 [0; 2,57] 

CTGAGCAGTG Rela v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian) -19,84 [0; 1,22] 

GCCCAGGTGT Src Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src -3,04 [-10,11; -1,08] 

CCTGCAGTTT Stat3 Signal transducer and activator of transcription 3 -9,92 [0; 2,57] 

FC = taxa de alteração. Os valores indicam quantas vezes o gene está +/- expresso no grupo VEH + NAI em relação ao grupo VEH + FST. 
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Além da modulação dos mecanismos relacionados à apoptose-proliferação celular entre os 

animais submetidos ao estresse houve também a indução da expressão de uma série de genes 

relacionados a processos fisiológicos ligados a remodelagem de citoesqueleto e de 

neurofilamentos (Figura 7, A e B; Tabela 4). A extensa modulação de genes envolvidos em 

processos dendríticas, remodelagem de matriz celular e sinalização de ciclo celular, 

simultaneamente a sinalizadores de estresse parece estar congruente com a hipótese que envolve 

a plasticidade sináptica e remodelagem hipocampal na consolidação das alterações estruturais 

responsáveis pela instalação e/ou manutenção das respostas comportamentais associadas ao 

estresse. 
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Figura 7. Genes envolvidos com o processo fisiológico de Remodelagem de citoesqueleto (A) e de 

Neurofilamentos (B) segundo banco de dados GeneGo. Colunas marcadas pelo número 1 indicam 

a taxa de alteração para os genes diferentimete expressos. As colunas marcadas em azul indicam a 

taxa de aumento da expressão no grupo VEH+FST. Colunas em vermelho indicam a taxa de 

aumento de expressão no grupo VEH+NAI.  

A 

B 
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Tabela 4: Genes diferentemente expressos entre os grupos VEH + FST e VEH + NAI para os 

processos fisiológico ligados Remodelagem de citoesqueleto e de neurofilamentos, segundo 

classificação GeneGo. 

TAG Símbolo Descrição: Função FC 95%ci 

 

Remodelagem de citoesqueleto por Rho GTPase 
CCCTGAGTCC Actb Actin, cytoplasmic 1 -2,08 [-3,55; -1,22] 

AAGAAAAGTG Actr3 Actin-related protein 3 2,33 [1,17; 4,88] 

GTGGTGAGGA 

GCCTCTCAAT 

Arpc1a 

Arpc5 

Actin related protein 2/3 complex, subunit 1A 

Actin-related protein 2/3 complex subunit 5 

-2,53 

-19,84 

[-6,69; -1,04] 

[0; 1,22] 

TGGGTAGGTG Cdc42 Cell division control protein 42 homolog -9,92 [0; 2,57] 

GAAGCAGGAC Cfl1 Cofilin-1 -1,47 [-1,86; -1,17] 

GAAGAGAATC 

AGGCAGACTA 

Link1 

Link2 

LIM domain kinase 1 

LIM domain kinase 2 

-9,92 

-14,88 

[0; 2,57] 

[0; 1,7] 

CTCCAGACAC Myh14 Myosin, heavy polypeptide 14 -9,92 [0; 2,57] 

AGGACAGCAA Myl6 similar to myosin, light polypeptide 6, alkali, smooth muscle and 

non-muscle 

-3,72 [-10,11; -1,63] 

GGCTGGGGGC Pfn1 Profilin1 -1,7 [-2,7; -1,08] 

 

Remodelagem de neurofilamentos 

CCCTGAGTCC Actb Actin, cytoplasmic 1 -2,08 [-3,55; -1,22] 

TGCTTGGATC Actr10 ARP10 actin-related protein 10 homolog -9,92 [0; 2,57] 

TCCTCAGCAC Capzb F-actin-capping protein subunit beta -4,56 [-32,33; -1,22] 

CCAGCTCTTG Dctn2 Dynactin subunit 2 -3,38 [-15,67; -1,08] 

ATGCTTCTAC Ina Alpha-internexin -24,8 [0; 1,04] 

GGCGGGGGCC Plec1 Plectin-1 -3,55 [-11,5; -1,33] 

GCTTGCTGCC 

CCCTCGCCCG 

GACTCCGTCC 

GGGATTTGTG 

CACTGTCTGT 

Tuba1a 

Tubb2c 

Tubb 

Tubb5 

Tubg1 

Tubulin alpha-1A chain 

Tubulin beta-2C chain 

Tubulin, beta 4 

Tubulin beta-5 chain 

Tubulin gamma-1 chain 

-9,92 

-9,92 

-9,92 

-14,88 

-6,08 

[0; 2,57] 

[0; 2,57] 

[0; 2,57] 

[0; 1,7] 

[-99; -1,08] 

FC = taxa de alteração. Os valores indicam quantas vezes o gene está +/- expresso no grupo VEH + NAI em relação ao grupo VEH + FST. 
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Para verificar possíveis mecanismos pelos quais a modulação gênica por drogas 

antidepressivas previne as conseqüências do estresse, foi realizada a análise de enriquecimento de 

processos fisiológicos com base nos genes identificados como diferentemente expressos entre os 

grupos submetidos ao estresse do FST e tratado com veículo em relação aos animais previamente 

tratados com o 7NI ou imipramina, e também submetidos ao estresse de FST. 

A análise de enriquecimento para o grupo tratado com 7NI acusou mais uma vez que os 

processos associados à oxidação fosforilativa, remodelagem de citoesqueleto sinalizada por 

proteína quinase de adesão focal (FAK) e adesão celular estiveram preferencialmente modulados. 

Contudo, o tratamento com 7NI aparentemente também promoveu a modulação de genes 

relacionados ao fator de transcrição CREB a fatores de transcrição responsivos a sinalização beta 

adrenérgica (Tabela 5). 

 

 

 

 

Tabela 5: Processos biológicos modulados segundo análise de enriquecimento pelo 

método MetaCore, para os genes diferencialmente expressos entre os grupos  VEH + 

FST e 7NI + FST. 

Principais mapas de vias GeneGo N genes P 

Fosforilação oxidativa 22 2,284-08 

Fatores de transcrição associados a receptores beta adrenérgicos 10 4,013-07 

Adesão celular 17 2,050-06 

Remodelagem de citoesqueleto sinalizada por FAK 12 3,974-06 

Transcrição induzida pela via CREB  9 1,247-05 
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Curiosamente, o tratamento com 7NI reverteu a indução da expressão de grande parte dos 

genes relacionados ao complexo respiratório I, sucinato desidrogenase, complexo respiratório III, 

ATPases. Além de ter inibido a indução das subunidades 6 e 8 do complexo citocromo, o 7NI 

induziu a expressão da subunidade 8a do Cox (Figura 8, Tabela 6). Estes resultados apontam para 

um possível efeito do tratamento com o 7NI sobre a redução do estresse metabólico/oxidativo 

induzido pelo estresse comportamental. 
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Figura 8. Genes envolvidos com o processo fisiológico de Fosforilação oxidative segundo banco de 

dados GeneGo. Colunas marcadas pelos números 1 e 2 indicam a taxa de alteração para os genes 

diferentemente expressos. As colunas de número 1 marcadas em azul indicam a taxa de aumento da 

expressão no grupo 7NI+FST, e em vermelho, indicam a taxa de aumento de expressão no grupo 

VEH+FST. As colunas de número 2 marcados em azul indicam a taxa de aumento da expressão no 

grupo VEH+FST e em vermelho indicam a taxa de aumento de expressão no grupo VEH+NAI. 
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Tabela 6: Genes diferentemente expressos entre os grupos VEH + FST e 7NI + FST para os 

processos fisiológico ligados a Fosforilação oxidativa, segundo classificação GeneGo. 

TAG Símbolo Descrição: Função FC 95%ci 
AGAACTGCAG 

TATGAGGAAG 

Sdhb 

Sdhc 

Sucinato desidrogenase (ubiquinona) subunidade íon-enxofre, 

mitochondrial. 

-9,9 

-9,9 

[0; 2,45] 

[0; 2,45] 

TAGACACAGC 

GGCATAATTA 

TTGATTTTTT 

TTACTGACTT 

ATGGCATCGT 

ATGGGGAGGC 

GCAAGAGACT 

CCATCATCTG 

GCCCGGCCGG 

AGGAGTTGCT 

Ndufa11 

Ndufa3 

Ndufa4 

Ndufa5 

Ndufab1 

Ndufb11 

Ndufb5 

Ndufb8 

Ndufb9 

Ndufs5 

NADH desidrogenase (ubiquinona) 1 alfaa subunidade 11, 5, 2 e 

Fe-S:  catalisa o primeiro passo na cadeia respiratória mitocondrial, 

na qual transfere o elétron do NADH para a ubiquinona (coenzima 

Q) em decorrência da translocação dos prótons pela crista 

mitocondrial. 

-14,88 

-9,92 

-1.9 

-14,88 

-2,27 

-14,88 

5,91 

-9,9 

-9,9 

-14.88 

[0; 1,7] 

[0; 2,57] 

[-3,55; -1,04] 

[0; 1,7] 

[-4; -1,38] 

[0; 1,7] 

[1,04; 99] 

[0; 2,45] 

[0; 2,45] 

[0; 1,7] 

ATCAAGGTGG 

TTCTGGCTGC 

TATCCAAGTC 

Cox8a 

Uqcr1 

Uqcr2 

Cytochrome c oxidase, subunit VIIIa 

Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial 

Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial 

3,28 

-1,95 

-19,84 

[1,04; 13,29] 

[-4; -1,04] 

[0; 1,22] 

TGATTTCTGT  

GGAAAGCTGG 

 

TTCTCAGCAG 

TGGGCACCTG 

GTTGAGTCTG 

GCCGAGTGTA 

 

GTCCAAGATA 

Atp5a1 

Atp5b 

 

Atp5c1 

Atp5e 

Atp5j 

Atp5j2 

 

Atp5I 

ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, beta 

polypeptide 

ATP synthase subunit gamma, mitochondrial 

ATP synthase subunit epsilon, mitochondrial 

ATP synthase-coupling factor 6, mitochondrial 

similar to ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F0 

complex, subunit f, isoform 2 

Similar to CG6105-PA 

-9,90 

-9,90 

 

-9,90 

-1,42 

-9,90 

-2,24 

 

-14,88 

[0; 2,45] 

[0; 2,45] 

 

[0; 2,45] 

[-1,94; -1,04] 

[0; 2,45] 

[-4; -1,33] 

 

[0; 1,7] 

FC = taxa de alteração da expressão gênica. Os valores indicam quantas vezes o gene está +/- expresso no grupo 7NI + FST em relação ao 

grupo VEH + FST. 
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Ao que tange a remodelagem de citoesqueleto sinalizada por FKA e adesão celular, efeito 

semelhante pode ser observado ao da fosforilação oxidativa. Isto é, o tratamento com 7NI 

reverteu parte dos genes que tiveram sua expressão induzida pelo estresse comportamental do 

nado forçado. Dentre os genes modulados pelo 7NI estão a proteínas G(o), CDC42, LIMK1, 

dentre outros. No entanto, o tratamento com 7NI também promoveu a indução da expressão da 

actina beta e actina de citoesqueleto (Tabela 7, Figura 9). Estes resultados sugerem que o 

tratamento crônico com 7NI previne, ao menos em parte, as alterações plásticas induzidas pelo 

estresse. 
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Tabela 7: Genes diferentemente expressos entre os grupos 7NI + FST e VEH + FST para os 

processos fisiológicos ligados Remodelagem de citoesqueleto sinalizada por FKA e de Adesão 

celular, segundo classificação GeneGo. 

TAG Símbolo Descrição: Função FC 95%ci 

 

Remodelagem de citoesqueleto sinalizada por FKA 
GGCTCCAGTC Bcar1 Breast cancer anti-estrogen resistance protein 1 -29,76 [0; 0,79] 

CACTTATAAA Calm1 Calmodulin 5,91 [1,04; 99] 

CTGCCTTAAT Ccnd3 G1/S-specific cyclin-D3 19,84 [0; 1,22] 

TGGAAACCAC Cdc42 Cell division control protein 42 homolog -9,90 [0; 2,45] 

AAGCCTTGCT Grb2 growth factor receptor bound protein 2 -2,64 [-8,09; -1,04] 

TATGAGAATG Mapk1 Mitogen activated protein kinase 1 -9,90 [0; 2,45] 

CTCAGAGGTC Pak1 Serine/threonine-protein kinase PAK 1 -2,10 [-4; -1,17] 

ACGTTTCTTC Plcb1 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase beta-1 -4,06 [-24; -1,08] 

AAGGCTGAAA Plcb4 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase beta-4 -9,90 [0; 2,45] 

GTTTTGATTC Ptk2 Focal adhesion kinase 1 -9,90 [0; 2,45] 

TTCTAGCAGA Sos2 Son of sevenless homolog 2 (Drosophila) -9,90 [0; 2,45] 

TGGTTTCATT Traf3 Tnf receptor-associated factor 3 (predicted) -9,90 [0; 2,45] 

 

Adesão celular 

GCTTTATTGT Actb Actin, cytoplasmic 1 2,58 [1,38; 5,25] 

TGCCTTGTCC Actn4 Alpha-actinin-4 -9,90 [0; 2,45] 

GTGGTGAGGA Arpc1a Actin-related protein 2/3 complex subunit 1A -3,05 [-9; -1,22] 

GGCTCCAGTC Bcar1 Breast cancer anti-estrogen resistance protein 1 -29,76 [0; 0,79] 

TGGGTAGGTG Cdc42 Cell division control protein 42 homolog -9,90 [0; 2,45] 

ACCTTTGGCC Gnao1 Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha 1 -9,90 [0; 2,45] 

TTCAGCAGCA Gnb1 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-4 -14,88 [0; 1,7] 

GCTGTGGCCA Gnb4 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-4 29,03 [1,22; 3,4038] 

AAGCCTTGCT Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2 -2,64 [-8,09; -1,04] 

GAAGGTTTTA Jun Transcription factor AP-1 -9,90 [0; 2,45] 

GAAGAGAATC Limk1 LIM domain kinase 1 -9,90 [0; 2,45] 

TATGAGAATG Mapk1 Mitogen-activated protein kinase 1 -9,90 [0; 2,45] 

CTCAGAGGTC Pak1 Serine/threonine-protein kinase PAK 1 -2,10 [-4; -1,17] 

GTTTTGATTC Ptk2 Focal adhesion kinase 1 -9,90 [0; 2,45] 

GCGTCGCTGA RGD1564327 Integrin alpha 8 -9,90 [0; 2,45] 

TGTTCACTAA Serpine2 Glia-derived nexin -19,84 [0; 1,22] 

TTCTAGCAGA Sos2 Son of sevenless homolog 2 (Drosophila) -9,90 [0; 2,45] 

FC = taxa de alteração. Os valores indicam quantas vezes o gene está +/- expresso no grupo 7NI + FST em relação ao grupo VEH + FST. 
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Figura 9. Genes envolvidos com o processo fisiológico de remodelagem de 

citoesqueleto sinalizado por FAK segundo banco de dados GeneGo. As colunas de 

número 1 marcadas em azul indicam a taxa de aumento da expressão no grupo 7NI + 

FST, e em vermelho indicam a taxa de aumento de expressão no grupo VEH + FST. 

As colunas de número 2 marcadas em azul indicam a taxa de aumento da expressão 

no grupo VEH + FST, e em vermelho a taxa de aumento de expressão no grupo VEH 

+ NAI. 
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No que se refere às funções fisiológicas sinalizadas pela proteína CREB e receptores beta-

adrenérgicos, o que chama a atenção é que o tratamento com 7NI reprime a o aumento da 

expressão de canais de cálcio ao mesmo tempo em que induz a expressão da calmodulina 1 

(calm1). Por sua vez, a Calm1 poderia estar potencializando a função do fator de transcrição 

CREB, via a calmodulina kinase II ou IV(CaMKII – lembrando que no caso do 7NI os níveis de 

CaMKII se situam nos níveis normais, isto é igual ao grupo naive veículo, e o 7NI reprimiu a 

expressão do inibidor da CaMKIV e PP2A), ao mesmo tempo em que a ativação deste fator pelas 

vias cPKC-ERK1/2 ou adenilato ciclase-PKA estariam inibidas. No que tange aos fatores de 

transcrição associados à sinalização beta adrenérgica, aparentemente o 7NI, além de prevenir a 

indução da expressão da proteína Erk (MAPK1/3), inibiu a expressão dos fatores de transcrição 

c-Jun, c-Fos e AP-1. Assim, se interpretados em conjunto, a modulação da via Calm1-

CaMKII/CamKIV juntamente com a inibição dos fatores de transcrição c-Jun, c-Fos e AP-1, 

associados às resposta ao estresse, podem ter contribuído para o efeito antidepressivo do 7NI 

(Figura 10, Tabela 8). 
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Figura 10. Genes envolvidos com o processo fisiológico ligados a transcrição induzida pela via 

CREB (A) Fatores de transcrição associados a receptores beta adrenérgicos (B) segundo banco de 

dados GeneGo. As colunas de número 1 marcadas em azul indicam a taxa de aumento da 

expressão no grupo 7NI + FST e em vermelho indicam a taxa de aumento de expressão no grupo 

VEH + FST. As colunas de número 2 marcadas em azul indicam a taxa de aumento da expressão 

no grupo VEH + FST e em vermelho indicam a taxa de aumento de expressão no grupo VEH + 

NAI. 

A 

B 
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Tabela 8: Genes diferentemente expressos entre os grupos 7NI + FST e VEH + FST para os 

processos fisiológicos ligados a vias sinalizadas por proteína CREB e vias sinalizadas por 

receptores beta adrenérgicos, segundo classificação GeneGo. 

TAG Símbolo Descrição: Função FC 95%ci 

 

Vias sinalizadas por proteína CREB 
AGAAAGAAAA Cacnb4 Calcium channel, voltage-dependent, beta 4 subunit -9,90 [0; 2,45] 

CACTTATAAA Calm1 Calmodulin 1 5,91 [1,04; 99] 

GTCCAGGAAA Ccn1 G1/S-specific cyclin-D1 -14,88 [0; 1,7] 

AAGCCTTGCT Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2 -2,64 [-8,09; -1,04] 

CAGTTGGCAG Ldha L-lactate dehydrogenase A chain -9,90 [0; 2,45] 

TATGAGAATG Mapk1 Mitogen-activated protein kinase 1 -9,90 [0; 2,45] 

GATTATAGAG Ppp2cb Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit beta 

isoform 

-9,90 [0; 2,45] 

TCAGGACAGT Prkar1b cAMP-dependent protein kinase type I-beta regulatory subunit -9,90 [0; 2,45] 

TTCTAGCAGA Sos2 Son of sevenless homolog 2 (Drosophila) -9,90 [0; 2,45] 

 

Vias sinalizadas por receptors beta adrenérgicos 

ATGCTGAACC Frap1 FKBP12-rapamycin complex-associated protein -9,90 [0; 2,45] 

ACCTTTGGCC Gnao1 Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha 1 -9,90 [0; 2,45] 

TTCAGCAGCA Gnb1 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-1 -14,88 [0; 1,7] 

GCTGTGGCCA Gnb4 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-4 29,32 [1,22; 3,4038] 

AAGCCTTGCT Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2 -2,64 [-8,09; -1,04] 

TATGAGAATG Mapk1 Mitogen-activated protein kinase 1 -9,90 [0; 2,45] 

GATTATAGAG Ppp2cb Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit beta 

isoform 

-9,90 [0; 2,45] 

GTGGGGAAAG Rheb GTP-binding protein Rheb -19,84 [0; 1,22] 

TTCTAGCAGA Sos2 Son of sevenless homolog 2 (Drosophila) -9,90 [0; 2,45] 

FC = taxa de alteração. Os valores indicam quantas vezes o gene está +/- expresso no grupo 7NI + FST em relação ao grupo VEH + FST. 
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A análise de enriquecimento para os animais tratados com imipramina e submetidos ao 

FST em relação aos animais tratados com veículo e submetidos ao FST acusou que os processos 

fisiológicos associados à fosforilação oxidativa, apoptose e/ou proliferação sinalizadas por 

receptores 5-HT1A, remodelagem de citoesqueleto, controle de transcrição gênica por 

heterocromatina e processos neurofisiológicos sinalizados por receptores 5-HT1A também foram 

preferencialmente modulados (Tabela 9). 

 

 

O tratamento com imipramina aparentemente reverteu a grande maioria da indução gênica 

relacionados à fosforilação oxidativa. Além disso, promoveu um potente efeito indutor da 

expressão de genes do complexo da cadeia respiratória I, NADH desidrogenase proteína Fe6 e 

proteínas do complexo citocromo Cox4i1 e Cox8a (Figura 11). 

Tabela 9: Processos biológicos modulados segundo análise de enriquecimento pelo 

método MetaCore, para os genes diferencialmente expressos entre os grupos  

VEH+FST e IMI+FST. 

Principais mapas de vias GeneGo N genes P 

Fosforilação oxidativa 36 2,28-8 

Apoptose, proliferação sinalizada por receptores 5-HT1A 18 1,28-7 

Remodelagem de citoesqueleto 22 3,78-6 

Controle da transcrição gênica por proteínas de heterocromatina 1 (HP1)  11 5,25-6 

Processos neurofisiológicos sinalizados por receptores 5-HT1A 14 6,02-6 
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Figura 11. Genes envolvidos com o processo fisiológico de Fosforilação oxidativa segundo banco 

de dados GeneGo. As colunas de número 1 marcadas em azul indicam a taxa de aumento da 

expressão no grupo IMI + FST e em vermelho a taxa de aumento de expressão no grupo VEH + 

FST. As colunas de número 2 marcadas em azul indicam a taxa de aumento da expressão no grupo 

VEH + FST e em vermelho a taxa de aumento de expressão no grupo VEH + NAI. 
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Tabela 10: Genes diferentemente expressos entre os grupos VEH + FST e IMI + FST para os 

processos fisiológicos ligados a Fosforilação oxidativa, segundo classificação GeneGo. 

TAG Símbolo Descrição: Função FC 95%ci 
AATAAAAGTT Atp5A1 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 2,21 [1,27; 4] 

TGACCTGTGA Atp5b ATP synthase subunit beta, mitochondrial -9,92 [0; 2,45] 

TTCTCAGCAG Atp5c1 ATP synthase subunit gamma, mitochondrial -9,92 [0; 2,45] 

ACCTGGCAGG Atp5 ATP synthase subunit delta, mitochondrial -9,92 [0; 2,45] 

CCAGTCCTGG Atp5q1 ATP synthase lipid-binding protein, mitochondrial -4,56 [-9; -2,57] 

GAAATATGTG Atp5g3 ATP synthase lipid-binding protein, mitochondrial -2,43 [-4,26; -1,44] 

GCATACGGCG Atp5i ATP synthase subunit e, mitochondrial -1,79 [-3,55; -0,96] 

GTTGAGTCTG Atp5j ATP synthase-coupling factor 6, mitochondrial -9,92 [0; 2,45] 

AACCCAAGTT Atp5o ATP synthase subunit O, mitochondrial -14,88 [0; 1,63] 

CTGGAAGCTG Cox4i1 Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mitochondrial 44,44 [1,86; 3,4038] 

GCTGGCTAGT Cox5b Cytochrome c oxidase subunit 5B, mitochondrial -9,92 [0; 2,45] 

GGCCGCCCCA Cox6a1 Cytochrome c oxidase polypeptide 6A1, mitochondrial -4,02 [-24; -1,04] 

AGCGCCCAGA Cox6a2 Cytochrome c oxidase polypeptide 6A2, mitochondrial -34,72 [0; 0,67] 

GAAAGTAGGT Cox7b Cytochrome c oxidase polypeptide 7B, mitochondrial -7,03 [-3,4038; -1,27] 

ACCTCTCGAT Coxa8 Cytochrome c oxidase polypeptide 8A, mitochondrial 59,26 [2,57; 3,4038] 

CTTAGTGTTC LOC679739 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 6 34,57 [1,38; 3,4038] 

AGGGTGCCAT Ndufa11 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 11 -14,80 [0; 1,63] 

TAGACACAGC Ndufa10 NADH dehydrogenase 1 alpha subcomplex 10-like protein -19,80 [0; 1,17] 

GGCATAATTA Ndufa3 NADH-ubiquinone oxidoreductase B9 subunit (Complex I-B9) -9,92 [0; 2,45] 

TTACTGACTT Ndufa5 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 5 -14,80 [0; 1,63] 

ATGGCATCGT Ndufab1 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, alpha/beta subcomplex, 1 -1,52 [-2,45; -0,96] 

CGCTCGACCT Ndufb4 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 4, 15kDa -9,92 [0; 2,45] 

GCAAGAGACT Ndufb5 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 5 4,96 [1,08; 99] 

CCATCATCTG Nbufb8 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex 8 -9,92 [0; 2,45] 

AACAGTGCGG Nbufb9 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 9  -9,92 [0; 2,45] 

AACAGTGCGG Ndufc2 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, subcomplex unknown, 2 -9,92 [0; 2,45] 

TACTAGAAAA Ndufs2 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 2, 

mitochondrial 

-2,81 [-8,09; -1,08] 

ACTCAGCAAT Ndufs5 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 5b, 15kDa 

(NADH-coenzyme Q reductase) 

-14,80 [0; 1,63] 

GGGAGCTGTG Ndufs7 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 7 -3,35 [-15,67; -1,08] 

AACAAGGAGT Sdha Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, 

mitochondrial 

-9,92 [0; 2,45] 

AGAACTGCAG Sdhb Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, 

mitochondrial 

-9,92 [0; 2,45] 

TACCATCTTT Sdhc succinate dehydrogenase complex, subunit C, integral membrane 

protein 

-2,13 [-5,25; -0,96] 

TATCCAAGTC Uqcr similar to ubiquinol-cytochrome c reductase subunit 2,89 [1,5; 6,14] 

TATCCAAGTC Uqcrc2 Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial -19,80 [0; 1,17] 

CAGAGTCGCT Uqcrh Cytochrome b-c1 complex subunit 6, mitochondrial -1,83 [-3,17; -1,08] 

GGGCAACCAG Uqcrq Cytochrome b-c1 complex subunit 8 -1,56 [-2,57; -0,96] 

FC = taxa de alteração da expressão gênica. Os valores indicam quantas vezes o gene está +/- expresso no grupo IMI + FST em relação ao 

grupo VEH + FST. 
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Assim como ocorreu para os mecanismos ligados à fosforilação oxidativa, o tratamento 

com a imipramina aparentemente reverteu grande parte dos genes induzidos pele estresse do nado 

forçado, só que agora para os genes ligados ao controle apoptótico-proliferativo sinalizado por 

receptores 5-HT1A. Chamando a atenção para pelo menos duas vias neste sistema, é possível 

notar que o tratamento com imipramina reverteu a indução dos fatores de transcrição NF-kB e 

STAT3 e do fator regulador da caspase PARP-1. Justos, estes genes atuariam provavelmente 

inibindo o direcionamento pró-apoptótico. Além disso, a redução da expressão das proteínas 

PPA2 poderia reduz o fator acelerador de apoptose Bax, com resultado também anti-morte 

celular. Ainda neste sistema, a imipramina reverteu à indução de ERK1(MAPK3) e 

ERK2(MAPK1) induzida pelo estresse do nado forçado, e reprimiu a expressão c-Raf-1 e 

Map2K2. Este efeito pode ser visto como um prejuízo nos mecanismos associados à 

neuroproteção, mas também é possível que esteja ligada ao fato da imipramina ter prevenido as 

conseqüências do estresse comportamental, o que reduziria a necessidade de recrutamento destes 

mecanismos (Figura 12, Tabela 11).  
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Figura 12. Genes envolvidos com o processo fisiológico de apoptose-proliferação 

sinalizada por receptores 5-HT1A segundo banco de dados GeneGo. As colunas de 

número 1 em azul indicam a taxa de aumento da expressão no grupo IMI + FST e em 

vermelho a taxa de aumento de expressão no grupo VEH + FST. As colunas de número 2 

em azul indicam a taxa de aumento da expressão no grupo VEH + FST e em vermelho a 

taxa de aumento de expressão no grupo VEH + NAI. 



Ferreira, F. R                                                                                                                   Resultados   
 

81 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 11: Genes diferentemente expressos entre os grupos VEH+FST e IMI+FST para os 

processos fisiológico ligados à apoptose e proliferação sinalizada por receptores 5-HT1A, 

segundo classificação GeneGo. 

TAG Símbolo Descrição: Função FC 95%ci 
TGTCTCATTG Adcy2 Adenylate cyclase 2 -14,80 [0; 1,63] 

GGCAATATCC Adcy3 Adenylate cyclase type 3 -14,80 [0; 1,63] 

GGGTGCAGCG Akt2 RAC-beta serine/threonine-protein kinase -14,80 [0; 1,63] 

ACAGTCCCCA Calm1 Calmodulin -19,88 [0; 1,17] 

ACGAACCTGG Calm3 Calmodulin 34,56 [1,38; 3,4038] 

TGCTTTGTAG Gnao1 Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha 1 -9,92 [0; 2,45] 

TTCAGCAGCA Gnb1 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-1 -14,80 [0; 1,63] 

ATGTTTAAGG Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2 -9,92 [0; 2,45] 

CCTTCATCAA Mak2k2 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 2 -9,92 [0; 2,45] 

TATGAGAATG Mapk1 Mitogen-activated protein kinase 1 -9,92 [0; 2,45] 

TAACGCCCTT Mapk3 Mitogen-activated protein kinase 3 -6,03 [-24; -2,13] 

CTGCCGCCTC Parp1 Poly [ADP-ribose] polymerase 1 -9,92 [0; 2,45] 

TTTTTTTGTG Ppp2r1a protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit A (PR 65) -2,57 [-5,67; -1,22] 

ACAGTTTACC Ppp2r4 protein phosphatase 2A, regulatory subunit B (PR 53) (predicted) -14,80 [0; 1,63] 

AAGTCTTTCT Ppp2r5 protein phosphatase 2, regulatory subunit B' gamma isoform -9,92 [0; 2,45] 

GAGTCCTGGC Raf RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase -24,80 [0; 1] 

CTGAGCAGTG Rela v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian) -19,88 [0; 1,17] 

GCATCCTGCT Stat3 Signal transducer and activator of transcription 3 -9,92 [0; 2,45] 

FC = taxa de alteração, Os valores indicam quantas vezes o gene está +/- expresso no grupo IMI + FST em relação ao grupo VEH + FST, 
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Genes ligados ao controle de citoesqueleto também estão significativamente representados 

no grupo tratado com imipramina, sendo que boa parte deles a imipramina reverteu a tendência 

de indução da expressão pelo estresse, Além disso, pelo menos 3 genes, o precursor do ativador 

de plasminogênio tecidual (PLAT), a actina de citoesqueleto (Actg1) e cabeça pesada de miosina 

tipo II (MyHC), tiveram sua expressão significativamente aumentada (Figura 13, Tabela 12), 

Talvez um dos aspectos mais interessantes a respeito dos efeitos da imipramina sobre a 

modulação da expressão gênica hipocampal esteja relacionada à família de proteína histona no 

controle do silenciamento gênico, O tratamento com imipramina promoveu um potente efeito 

indutor (64 vezes) sobre a família de proteínas 14-3-3, Esta proteína tem papel inibitório sobre a 

histona deacetilase 9 (HDAC9), que por sua vez inibe por ligação o fator de transcrição Mef2, 

Assim, pelo mecanismo de inibição do repressor, o aumento da expressão 14-3-3 levaria a um 

aumento da atividade do Mef2, que por sua vez é descrito como importante indutor da expressão 

de genes em neurônios relacionados a processos de diferenciação e funções constitutivas, Por 

outro lato a imipramina reprimiu a expressão em cerca de 14 vezes a expressão da histona 

deacetilase de classe II, além de reprimir a expressão de histonas H3 em cerca de 19 vezes, 

Somados, estes efeitos podem esta produzindo um potente efeito contrário a repressão da 

expressão gênica mediado pela condensação da cromatina, o que poderia resultar na ativação 

simultânea de um grande número de genes (Figura 14, Tabela 12).  
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Figura 13. Genes envolvidos com o processo fisiológico de remodelagem de citoesqueleto 

segundo banco de dados GeneGo. As colunas de número 1 em azul indicam a taxa de 

aumento da expressão no grupo IMI + FST e em vermelho a taxa de aumento de 

expressão no grupo VEH + FST. As colunas de número 2 em azul indicam a taxa de 

aumento da expressão no grupo VEH + FST e em vermelho a taxa de aumento de 

expressão no grupo VEH + NAI. 



Ferreira, F. R                                                                                                                   Resultados   
 

84 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Genes envolvidos com o processo fisiológico de controle da transcrição gênica por 

proteínas de heterocromatina 1 (HP1) segundo banco de dados GeneGo. As colunas de 

número 1 em azul indicam a taxa de aumento da expressão no grupo IMI + FST e em 

vermelho a taxa de aumento de expressão no grupo VEH + FST. As colunas de número 2 

em azul indicam a taxa de aumento da expressão no grupo VEH + FST e em vermelho a 

taxa de aumento de expressão no grupo VEH + NAI. 
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Tabela 12: Genes diferentemente expressos entre os grupos VEH+FST e IMI+FST para os 

processos fisiológicos de remodelagem de citoesqueleto e controle da transcrição gênica por 

proteínas de heterocromatina 1 (HP1), segundo classificação GeneGo. 

TAG Símbolo Descrição: Função FC 95%ci 
 

Remodelagem de citoesqueleto 
CCCTGAGTCC Actb Actin, cytoplasmic 1 -1,96 [-3,35; -1,17] 

TAGTGATCTG Actg1 Actin, cytoplasmic 2 44,44 [1,86; 3,4038] 

GTGGTGAGGA Arpc1a Actin-related protein 2/3 complex subunit 1A -3,01 [-9; -1,17] 

TGGGTAGGTG Cdc42 Cell division control protein 42 homolog -9,92 [0; 2,45] 

CTGCCAACTT Cfl1 Cofilin-1 -1,57 [-1,94; -1,27] 

TGCAGGCTGG Col1a1 Collagen alpha-1(I) chain -19,80 [0; 1,17] 

TGCAGGCTGG Csnk2k casein kinase II, alpha 2, polypeptide (predicted) -19,80 [0; 1,17] 

GTGCATCCCG Csnk2b Casein kinase II subunit beta -8,04 [-3,4038; -1,5] 

CAGGCCAGCC Eif4ebp1 Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 -9,92 [0; 2,45] 

ATGTTTAAGG Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2 -9,92 [0; 2,45] 

CCGTTCTGGA LOC679869 similar to transcription factor 7-like 2, T-cell specific, HMG-box -9,92 [0; 2,45] 

CCTTCATCAA Map2k2 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 2 -9,92 [0; 2,45] 

TATGAGAATG Mapk1 Mitogen-activated protein kinase 1 -9,92 [0; 2,45] 

TAACGCCCTT Mapk3 Mitogen-activated protein kinase 3 -3,03 [-24; -2,13] 

GAGCTGCTCA My10 Myosin-10 4,98 [1,38; 32,33] 

GGGCGGAGCT Myl6 similar to myosin, light polypeptide 6, alkali, smooth muscle and 

non-muscle 

-2,76 [-6,69; -1,27] 

AGGACAGCAA Myl6b similar to myosin light chain 1 slow a -3,68 [-10,11; -1,63] 

GAAGATGGAG Ncl Nucleolin -9,92 [0; 2,45] 

CTCAGAGGTC Pak1 Serine/threonine-protein kinase PAK 1 -1,64 [-3; -0,92] 

GCCTCCAAGA Plat Tissue-type plasminogen activator 29,63 [1,17; 3,4038] 

GTTTTGATTC Ptk2 Focal adhesion kinase 1 -9,92 [0; 2,45] 

GAGTCCTGGC Raf1 RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase -24,80 [0; 1] 

 

Controle da transcrição gênica por proteínas de heterocromatina 1 (HP1) 
TTTGTGACTG Ctbp1 C-terminal-binding protein 1 -2,13 [-5,25; -0,96] 

CCCAAAGACA H3f3 Histone H3,3 -19,80 [0; 1,17] 

ACCGTTCTAC Hdac6 histone deacetylase 6 -14,88 [0; 1,63] 

CCGTTCTGGA loc679869 similar to transcription factor 7-like 2, T-cell specific, HMG-box -9,92 [0; 2,45] 

GTCTGTGGAG Mef2d Myocyte-specific enhancer factor 2D -9,92 [0; 2,45] 

TATAATGGCA Trim24 Ab2-427 -29,70 [0; 0,79] 

CTTGTGCACA Trim28 Transcription intermediary factor 1-beta -9,92 [0; 2,45] 

TTATGCAGTG Ywhag 14-3-3 protein epsilon 64,19 [2,85; 3,4038] 

ATGGGTGGTT Ywhah 14-3-3 protein eta 1,33 [1; 1,7] 

ATGATCCGGT Ywhaz 14-3-3 protein zeta/delta -14,88 [0; 1,63] 

FC = taxa de alteração, Os valores indicam quantas vezes o gene está +/- expresso no grupo IMI + FST em relação ao grupo VEH + FST, 
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Outro fato interessante está relacionado aos processos biológicos que associam a atividade 

do receptor 5-TH1A à atividade neuronial, O tratamento com a imipramina aparentemente 

promoveu uma troca no tipo de subunidade de receptor AMPA, A subunidade Gria2 estaria cerca 

de 14 vezes mais expresso nos animais tratados com veículo e submetidos ao FST, enquanto o 

tratamento com imipramina induziu a expressão da subunidade Gria3 em pouco mais de 3 vezes, 

Além disso, a imipramina reduziu a expressão do canal de potássio dependente de proteína G 

(Kcnj5), O aumento da expressão de receptores AMPA pode estar relacionado à redução de LTP, 

enquanto a redução da expressão dos canais de potássio pode estar relacionada ao aumento da 

excitabilidade neuronial e aumento da liberação de neurotransmissores (de forma independente 

do influxo de cálcio), O tratamento crônico com imipramina também promoveu repressão da 

expressão de proteína G-beta/gama, Efeito que ocorreu em direção oposta ao observado nos 

animais veículo, naive, Uma vez que esta proteína G está na via sinalizadora do receptor 5-

HT1A, especula-se que a maior disponibilidade de serotonina mediante o tratamento com a 

imipramina possa ter promovida uma adaptação na função dessa proteína, com reflexo sobre a 

expressão dos canais de potássio dependentes de proteína G, bem como refletindo na inibição da 

expressão do c-Raf-1 e MEK2 (MAP2K) (Figura 15, Tabela 13). 
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Figura 15. Genes envolvidos com os processos neurofisiológicos ligados a sinalização de 

receptor 5-HT1A segundo banco de dados GeneGo. As colunas de número 1 em azul 

indicam a taxa de aumento da expressão no grupo IMI + FST e em vermelho a taxa de 

aumento de expressão no grupo VEH + FST. As colunas de número 2 em azul indicam a 

taxa de aumento da expressão no grupo VEH + FST e em vermelho a taxa de aumento de 

expressão no grupo VEH + NAI. 
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Tabela 13: Genes diferentemente expressos entre os grupos VEH+FST e IMI+FST para os 

processos neurofisiológicos ligados à sinalização por receptor 5-HT1A, segundo 

classificação GeneGo. 

TAG Símbolo Descrição: Função FC 95% ci 
TGTCTCATTG Adcy2 Adenylate cyclase type 2 -14,88 [0; 1,63] 

GGCAATATCC Adcy3 Adenylate cyclase type 3 -14,88 [0; 1,63] 

TGCTTTGTAG Gnao1 Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha 1 -9,92 [0; 2,45] 

TTCAGCAGCA Gnb1 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-1 -14,88 [0; 1,63] 

AGGTATTGTA Gria3 Glutamate receptor 3 3,98 [1,04; 24] 

TTGTGATGAC Kcnj5 G protein-activated inward rectifier potassium channel 4 -9,92 [0; 2,45] 

TTTTTCAATC Map2 Microtubule-associated protein 2 5,47 [1,5; 32,33] 

CCTTCATCAA Map2k2 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 2 -9,92 [0; 2,45] 

TATGAGAATG Mapk1 Mitogen-activated protein kinase 1 -9,92 [0; 2,45] 

TAACGCCCTT Mapk3 Mitogen-activated protein kinase 3 6,03 [-24; -2,13] 

AAGGCTGAAA Plc 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase beta-4 -9,92 [0; 2,45] 

GCTGGCAGCC Ppp1ca Serine/threonine-protein phosphatase PP1-alpha catalytic subunit -1,56 [-2,57; -0,96] 

GACACTGGAT Ppp1r1a Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1A -5,63 [-15,67; -2,33] 

GAGTCCTGGC Raf1 RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase -24,80 [0; 1] 

FC = taxa de alteração. Os valores indicam quantas vezes o gene está +/- expresso no grupo IMI + FST em relação ao grupo VEH + FST. 
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Por fim, com o objetivo de avaliar se os efeitos do tratamento farmacológico sobre os 

grupos gênicos enriquecidos segundo as classes de funcionalidade não teriam decorrido de um 

efeito inespecífico da droga, a análise de enriquecimento de funções gênicas também foi 

realizada para o grupo dos animais tratados com veículo e não submetidos ao modelo do nado 

forçado em relação àqueles tratados com 7NI, mas também não submetidos ao modelo do nado 

forçado. Por esta análise, o banco de dados MetaCore acusou que haveria enriquecimento da 

nodulação de genes associados principalmente a remodelagem de citoesqueleto e adesão celular. 

Não foi detectada associação significativa para as funções de fosforilação oxidativa, sinalização 

mediada por proteína CREB e as vias sinalizadas por receptores 5-HT1A ou beta adrenérgicos, as 

quais estavam evidentes para os animais submetidos ao estresse e/ou tratados com 7NI ou IMI 

(Tabela 14). 

 

 

 

 

Tabela 14: Processos biológicos modulados segundo análise de enriquecimento pelo 

método MetaCore para os genes diferencialmente expressos entre os grupos VEH + 

NAI e 7NI + NAI. 

Principais mapas de vias GeneGo N genes P 

Remodelagem de citoesqueleto 41 4,63-14 

Remodelagem de citoesqueleto ligados a TGF e WNT 41 1,30-12 

Adesão celular  36 7,37-11 

Remodelagem de citoesqueleto sinalizada por PKA 20 1,52-09 

Remodelagem de citoesqueleto sinalizada por integrinas 20 1,15-07 
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4.3. Resultados obtidos para a biblioteca proteômica 

 

Foram construídos géis 2DE para as amostras de proteínas dos grupos VEH + NAI, 7NI + 

NAI, VEH + FST, 7NI + FST e IMI + FST em triplicata, Os spots foram identificados por meio 

do programa ImageMaster e reavaliados manualmente, Em seguida, realizou-se teste de 

reprodutibilidade entre os géis, Foram selecionados 2 géis para cada grupo experimental, que 

tiveram identidade superior a 95% (Figuras 16,  17,  18, 19 e 20 respectivamente). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Duplicata de gel 2DE corado com Coomassie para amostras de proteínas de 
hipocampo de ratos submetidos ao tratamento crônico com veículo. Spots de proteínas 
estão circulados em vermelho. Na horizontal está indicada a focalização isoelétrica, e na 
vertical a migração por peso molecular. Os números de 1 a 15 marcam os spots de 
referência nas duplicatas. 
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Figura 17. Duplicata de gel 2DE corado com Coomassie para amostras de proteínas de 
hipocampo de ratos submetidos ao tratamento crônico com 7NI. Spots de proteínas estão 
circulados em vermelho. Na horizontal está indicada a focalização isoelétrica e na vertical a 
migração por peso molecular. Os números de 1 a 15 marcam os spots de referência nas 
duplicatas. 
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200 – 10 K
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Figura 18. Duplicata de gel 2DE corado com Coomassie para amostras de proteínas de 
hipocampo de ratos submetidos ao tratamento crônico com veículo e avaliados no modelo 
comportamental do nado forçado. Spots de proteínas estão circulados em vermelho. Na 
horizontal está indicada a focalização isoelétrica, e na vertical a migração por peso 
molecular. Os números de 1 a 15 marcam os spots de referência nas duplicatas. 
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Figura 19. Duplicata de gel 2DE corado com Coomassie para amostras de proteínas de 
hipocampo de ratos submetidos ao tratamento crônico com 7-NI e avaliados no modelo 
comportamental do nado forçado. Spots de proteínas estão circulados em vermelho. Na 
horizontal está indicada a focalização isoelétrica e na vertical a migração por peso 
molecular. Os números de 1 a 15 marcam os spots de referência nas duplicatas. 
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A análise dos géis pelo programa Image Master possibilitou identificar 340 spots de 

proteínas de hipocampo dos animais tratados com veículo e 296 spots para aqueles tratados com 

7NI, ambos não submetidos ao modelo do nado forçado. Um total de 616 spots foi identificado 

para os animais submetidos ao tratamento com veículo, 446 spots para aqueles tratados com 7NI 

e 496 para os tratados com imipramina, sendo todos submetidos ao modelo do nado forçado ao 

final do tratamento, Por esta análise inicial verifica-se que o estresse do nado forçado 

aparentemente induziu a expressão protéica, se compararmos a quantidade total de spots no gel 

3 – 10 pH 

200 – 10 K
D

a 

Figura 20. Duplicata de gel 2DE corado com Coomassie para amostras de proteínas de 
hipocampo de ratos submetidos ao tratamento crônico com imipramina e avaliados no 
modelo comportamental do nado forçado. Spots de proteínas estão circulados em 
vermelho. Na horizontal está indicada a focalização isoelétrica e na vertical a migração 
por peso molecular. Os números de 1 a 15 marcam os spots de referência nas duplicatas. 

IMI + FST IMI + FST 
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para os animais VEH + FST em relação aos demais grupos, sendo que o tratamento 

farmacológico teria tendência de reverter esse efeito, 

Interessados em identificar proteínas que tiveram sua expressão modulada pelo efeito do 

estresse do nado forçado, os géis dos animais do grupo VEH + NAI foram comparados com os 

géis dos animais do grupo VEH + FST, Por esta análise, foram identificados 32 spots de 

proteínas com expressão reduzida e 33 spots de proteínas aumentadas, no grupo VEH + NAI, em 

relação ao grupo VEH + FST. Deste total, foram identificada pelo método de MaldTofe 29 

proteínas (Tabela 16). 
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Tabela 15: Proteínas diferentemente expressas entre os grupos VEH + FST e VEH + NAI. 

GI Descrição % MS FC 

49481 beta tubulin 11 272 -5,14 
54855 triosephosphate isomerase  8 118 2,79 
111707 glutathione transferase (EC 2,5,1,18) I 10 49 -∞ 
123647 Heat shock cognate 71 kDa protein 6  132 -10,16 
203055 ATP synthase alpha subunit precursor (EC 3,6,1,3) 13 396 -∞ 
203658 Cu-Zn superoxide dismutase (EC 1,15,1,1) 32 362 2,22 
1170100 Glutathione S-transferase P; AltName: Full=GST class-pi 20 176 3,37 
1373363 platelet-activating factor acetylhydrolase isoform Ib beta subunit  15 169 -∞ 
1374715 ATP synthase beta subunit 18 253 -10,57 
1915913 Ulip2 protein  4 63 8,27 
6981112 isovaleryl Coenzyme A dehydrogenase  4 80 2,94 
8918488 adenylate kinase isozyme 1  30 335 4,48 
12853094 unnamed protein product  7 165 -∞ 
13385854 peptidylprolyl isomerase D  10 187 5,68 
40538860 aconitase 2, mitochondrial  8  339 2,58 
54400730 chaperonin containing TCP1, subunit 2 (beta)  6 270 -3,21 
62653546 similar to glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  8  161 -∞ 
157819953 ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit A  9  220  -22,9 
1184663  vacuolar adenosine triphosphatase subunit E 10 110 -∞ 
123230374  dynamin 1  8 390 2,28 
13489067  N-ethylmaleimide-sensitive factor  4 202 -4,58 
16758446  isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) alpha  12 236 -∞ 
260033  Macrophage migration inhibitory factor 13kda protein  42 70 -∞ 
487851  Dynamin 9 492 -4,28 
54855  triosephosphate isomerase  5 72 2,79 
57657  pyruvate dehydrogenase E1 alpha form 1 subunit  10  201 4,29 
62653546  similar to glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  8 162 11,4 
6754816  septin 2  3 71 -2,83 
GI = identificador do gene no NCBI , % = porcentagem de cobertura; FC = taxa de alteração no grupo VEH + NAI em relação a VEH + FST. 

MS = Mascot score. Índice de confiância para identifcação protéica. Significativo quando superior a 36. -∞ indica proteínas que estavam 

presente somente no grupo VEH + FST; +∞ indica proteínas que estavam presentes somente no grupo NAI + FST.  
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Com o objetivo de identificar o efeito do tratamento farmacológico com 7NI ou 

imipramina sobre o estresse do nado forçado, foram comparados os géis dos animais do grupo 

VEH + FST em relação aos géis para os animais dos grupos 7NI + FST ou IMI + FST, A análise 

dos géis para o grupo tratado com 7NI + FST, possibilitou identificar 10 spots de proteínas que 

tiveram a expressão aumentada, e 97 spots de proteínas reduzidos em pelo menos 2 vezes em 

relação ao grupo VEH + FST. Desta total, foram identificados 26 proteínas pela espectrometria 

de massa com score de identidade superior a 36 (Tabela 17).  

Tabela 16: Proteínas diferentemente expressas entre os grupos VEH + FST e 7NI + FST. 

GI Descrição % MS FC  

1051270  14-3-3 zeta isoform 9 178 4,94 
10567816  guanine nucleotide binding protein, alpha activating polypeptide  13 335 2,45 
109501183 similar to ribosomal protein L15  6 36 -∞ 
13489067 N-ethylmaleimide sensitive fusion protein  2 77 -2,41 
1363309 phosphopyruvate hydratase (EC 4,2,1,11) - rat 7 137 -∞ 
16758446 isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) alpha  8 233 -2,13 
202837 aldolase A 12 194 -∞ 
203033 F1-ATPase beta subunit 12 167 -∞ 
206671 type II cAMP-dependent protein kinase regulatory subunit 7 81 -∞ 
223556 tubulin alpha 17 394 136,78 
241081 synuclein SYN2 [Rattus sp,] 10 153 -∞ 
26023949  enolase 2, gamma  13 266 -∞ 
306890  Chaperonin (HSP60) 2 103 6,6 
42476181 malate dehydrogenase, mitochondrial   159 +∞ 
51948476  ubiquinol-cytochrome c reductase core protein I  5 152 4,65 
538426 triosephosphate isomerase 11 216 +∞ 
56200  unnamed protein product  2 81 -2,58 
57029 H(+)-transporting ATP synthase  5 96 1,04 
57429  unnamed protein product  4 106 -∞ 
62664759 similar to prohibitin  14 158 2,99 

6756041 
tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase 
activation protein, zeta polypeptide 9 178 

 
-∞ 

68163565 secernin 1  7 108 -∞ 
7106439 tubulin, beta 5  6 154 7,29 
71620 actin beta – rat 11 247 5,12 
769822  glial fibrillary acidic protein  6 77 4,73 
8393910 phosphatidylethanolamine binding protein  14 212 2,29 
8394009  peptidylprolyl isomerase A  16 115 -∞ 
984553 G protein beta 1 subunit   7 90 -∞ 
GI = identificador do gene no NCBI, % = porcentagem de cobertura; FC = taxa de alteração no grupo 7NI + FST em relação a VEH + FST.  

MS = Mascot score. Índice de confiância para identifcação protéica. Significativo quando superior a 36. -∞ indica proteínas que estavam 

presente somente no grupo VEH + FST; +∞ indica proteínas que estavam presentes somente no grupo 7NI + FST. 
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A comparação dos géis para o grupo tratado com imipramina possibilitou identificar 43 

spots de proteínas com expressão aumentada, e 48 spots de proteínas reduzidos, também em pelo 

menos 2 vezes, quando comparado ao grupo tratado com VEH + FST. Deste total, 54 foram 

identificados pela espectrometria de massa com score de identidade superior a 36 (Tabela 18). 
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Tabela 17: Proteínas diferentemente expressas entre os grupos VEH + FST e VEH + IMI. 

GI Descrição % MS FC  
56200 unnamed protein product  7% 159 -2,33 
56643 unnamed protein product  7% 145 -∞ 
203055 ATP synthase alpha subunit precursor (EC 3,6,1,3) 21% 621 -∞ 
204503 glutathione S-transferase Yb-1 subunit (EC 2,5,1,18) 22% 231 -∞ 
204570 major beta-hemoglobin 0,14 174 4,33 
347019 dnaK-type molecular chaperone hsp72-ps1 - rat 0,05 85 -∞ 

510108 
mitochondrial long-chain enoyl-CoA hydratase/3-hydroxycyl-CoA dehydrogenase 
alpha-subunit  3% 126 -2,87 

538426 triosephosphate isomerase 0,28 323 7,19 
1220484 elongation factor-1 alpha 4% 96 -∞ 
4105605 voltage dependent anion channel  13% 139 -∞ 
6671672 capping protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 2   151 -1,82 
11693172 calreticulin  8% 238 12,31 
12835802 unnamed protein product  2% 61 -3,37 
16758270 F-box protein 2  22% 263 -∞ 
18093102 dynamin 1  2% 60 -3,51 
30027750 alpha-globin [Rattus sp,] 44% 160 -∞ 
40538860 aconitase 2, mitochondrial  10% 349 -∞ 
57977323 2',3'-cyclic nucleotide 3' phosphodiesterase  13% 236 -∞ 
77404242 synapsin II isoform 1  6% 109 -∞ 
109487304 similar to actin related protein 2/3 complex subunit 2  0,09 131 6,8 
109492380 similar to Actin, cytoplasmic 2 (Gamma-actin)  11% 207 -∞ 
149034624 glutamate receptor, ionotropic, N-methyl-D-aspartate 3B  0,06 31 -26,39 
149064065 rCG23367  2% 24 -∞ 
157819953 ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit A  9% 200 1,85 
119959830  beta-actin  0,16 184 -12,42 
13162287  D-dopachrome tautomerase  2% 107 -3,38 
14043072  heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 isoform B1  0,02 42 4,18 
149017236  rCG49429  18% 115 -∞ 
16757994  pyruvate kinase, muscle  3% 101 3,81 
16758892  calbindin 2  4% 37 -∞ 
18093102  dynamin 1  0,04 142 -4,81 
187937028  NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 9  2% 158 -∞ 
1944322  unc-18 homologue  6% 164 2,24 
200038  neurofilament-L 6% 99 +∞ 
202837  aldolase A 8% 141 -∞ 
206113  phosphoglycerate kinase 7% 85 -∞ 
206205  M2 pyruvate kinase  5% 112 -∞ 
220838  dihydrolipoamide acetyltransferase  0,05 115 -2,91 
25453420  glutathione S-transferase, pi  20% 167 -∞ 
26023949  enolase 2, gamma, neuronal  11% 105 -∞ 
3121992  Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial ALDH1 6% 80 -5,27 
31982030  Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha  5% 55 -∞ 
41350312  nascent polypeptide-associated complex alpha subunit isoform b  25% 204 -∞ 
4507297  syntaxin binding protein 1 isoform a [Homo sapiens] 0,03 45 2,69 
49518  N-ethylmaleimide sensitive fusion protein [Cricetulus longicaudatus] 2% 46 -3,89 
55741424  NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 1, 51kDa   235 -∞ 
55825  unnamed protein product  41% 217 -∞ 
56200  unnamed protein product  0,1 203 2,8 
56643  unnamed protein product  19% 358 -4,92 
57977323  2',3'-cyclic nucleotide 3' phosphodiesterase  7% 133 -∞ 
6753324  chaperonin containing Tcp1, subunit 6a  2% 44 -3,65 

6756039  
tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, theta 
polypeptide  7% 102 -∞ 

6980972  glutamate oxaloacetate transaminase 2  12% 233 -∞ 
6981146  L-lactate dehydrogenase B  6% 107 -∞ 
GI = identificador do gene no NCBI, % = porcentagem de cobertura; FC = taxa de alteração no grupo VEH + NAI em relação a VEH + FST. 

MS = Mascot score. Índice de confiância para identifcação protéica. Significativo quando superior a 36. -∞ indica proteínas que estavam 

presente somente no grupo VEH + FST; +∞ indica proteínas que estavam presentes somente no grupo IMI + FST. 
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A comparação dos grupos 7NI + NAI e VEH + NAI mostrou que somente 12 proteínas 

estariam mais expressas e 15 proteínas estariam menos expressas no grupo 7NI + NAI em relação 

ao grupo VEH + NAI. Desta forma, em virtude do baixo número de proteínas diferentemente 

expressas entre os grupos 7NI + NAI e VEH + NAI, tendência que também foi observada entre as 

bibliotecas SAGE na análise de agrupamento hierárquico, optou-se por não seqüenciar as 

proteínas dos géis para os grupos 7NI + NAI e VEH + NAI por razões técnicas. 

A análise de enriquecimento pelo método do MetaCore para as proteínas seqüenciadas 

diferentemente expressas entre os grupos VEH + NAI e VEH + FST apontou que entre as vias 

principalmente enriquecidas para as proteínas identificadas deferentemente expressas estão a 

fosforilação oxidativa (P=4,59-3), estresse oxidativo (P=3,72-2) e prevenção da apoptose induzida 

por ROS (P=3,97-2). Estes resultados parecem estas em congruências para aqueles encontrados na 

comparação dos genes diferentemente expressos para as bibliotecas SAGE destes mesmos grupos 

e sugerem que o estresse oxidativo e/ou metabólico seja evento relevante na instauração das 

conseqüências comportamentais do estresse. 

Houve, por sua vez, enriquecimento para as funções gênicas relacionadas à apoptose e/ou 

proliferação associada à proteína BAD (P=2,79-3), via de transcrição governada por CREB 

(P=2,93-3) e regulação de citoesqueleto e rearranjo de citoesqueleto (P=9,19-4) indicada pela 

análise utilizando o método de MetaCore, para as proteínas diferentemente expressas entre os 

grupo VEH + FST e 7NI + FST. 

A análise de enriquecimento para as proteínas identificadas pelo método MaldToef entre 

os grupos VEH + FST e IMI + FST acusou que entre os principais processos fisiológicos e vias 

metabólicas enriquecidas estão processos fisiológicos sinalizados por receptor GABA-A (P=2,75-

5); ciclo do ácido tricarboxil mitocondrial (TCA) (P=5,78-3), resposta a hipóxia e estresse 
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oxidativo (P=3,28-4); processos ligados a citoesqueleto de actina (P=2,19-2) e processos 

catalíticos de peróxido de hidrogênio (P=2,87-7). 

 

4.4. Efeito do N-acetil-L-cisteína em animasi submetidos ao teste do nado forçado 

 

Foi observado efeito significativo no tempo de imobilidade durante o FST (F(6,35) = 6,86; 

P<0,001), A análise post-hoc de Ducan (P<0,05) indicou de que o tempo de imobilidade para os 

ratos tratados com NAC nas doses de 15, 50 ou 150 mg/Kg foram significativamente reduzidos 

quando comparado ao veículo (Figura 20), Contudo, a análise de variância não detectou efeito 

significativo na atividade locomotora geral medida no campo aberto (distância percorrida, 

F(6,39)=1,80, NS; Figura 21). 
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Figura 21. Efeito do tratamento intraperitonial com veículo (salina, 2 ml/Kg), imipramina 

(15 mg/Kg) ou N-acetil-L-cisteina (NAC 5, 15, 50, 150 e 250 mg/Kg) no tempo de 

imobilidade no teste do nado forçado (N = 4-8/grupo) e distância percorrida pelo teste do 

campo aberto (N = 5-8/grupo) em ratos. Os animais receberam as injeções imediatamente 

após o pré-teste, 5 h depois, e 1 h antes da sessão teste, no teste do nado forçado, e 1 h antes 

no teste a arena. As barras representam média + SEM. *P<0,05 comparado ao veículo pelo 

teste de Duncan. 

A 

B 



Ferreira, F. R                                                                                                                    Discussão   

103 
 

5. DISCUSSÃO 

 

Por volta da década de 70 estudos de prevalência de doenças neuropsiquiátricas entre 

gêmeos idênticos produziram fortes evidencias do substrato genético nestas afecções 

((BERTELSEN; HARVALD; HAUGE, 1977). Desde então tem ganhando corpo os grupos 

interessados na investigação da associação entre polimorfismos de DNA (descritos com 

polimorfismos de único nucleotídeo - SNPs), expressão gênica, genômica (DRIGUES et al., 

2003; POZNIAK; PLEASURE, 2006; JOCA; FERREIRA; GUIMARAES, 2007; SEQUEIRA et 

al., 2007) ou proteômica (KHAWAJA et al., 2004; MU et al., 2007) com fatores ambientais e 

endógenos que possam interferir na suscetibilidade às doenças neuropsiquiátricas ou na resposta 

terapêutica a psicotrópicos. 

A hipótese da interação genética e ambiente recebeu substancial reforço após uma série de 

trabalhos que demonstraram a associação entre o polimorfismo no promotor para proteína 

transportadora de serotonina (5-HTTLPR) e a suscetibilidade para manifestação de sintomas 

psiquiátricos como ansiedade e depressão, uma vez que essa associação parece estar presente 

somente entre indivíduos com prévio histórico de experiências estressantes (KENDLER; 

KARKOWSKI; PRESCOTT, 1999; CASPI et al., 2003; KENDLER et al., 2005; ZALSMAN et 

al., 2006; CANLI; LESCH, 2007). Contudo, apesar destas importantes contribuições, o 

polimorfismo em único gene parece não ser suficiente para explicar questões como a latência 

para o efeito do tratamento com antidepressivos, a resistência ao tratamento, recaídas após 

interrupção do tratamento, o papel das neurotrofinas e a neurogênese ou ainda o aparente 

paradoxo entre o alelo curto “S” no promotor 5-HTTLPR que condiciona uma menor expressão 

da proteína recaptadora de serotonina (5-HTT) e os efeitos dos inibidores da recaptação de 
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serotonina (SSRIs), no qual o primeiro induziria fenótipo “pró-depressivo” enquanto as drogas 

causariam este efeito antidepressivo. Neste contexto, acredita-se que a representação genômica 

em larga escala poderá gerar novos dados para a interpretação da neurobiologia de doenças 

complexas com a ansiedade e depressão (CANLI; LESCH, 2007; INSEL; LEHNER, 2007). 

Dentro dessa perspectiva o presente estudo procurou identificar genes e/ou proteínas que possam 

estar relacionados ao distúrbio afetivo do tipo depressivo e aos mecanismos moleculares pelos os 

quais a neurosinalização nitrérgica e/ou serotoninérgica/noradrenérgica no hipocampo atuaria 

para promover reversão das conseqüências comportamentais do estresse. 

O presente estudo confirmou o efeito antidepressivo observado pelo tratamento crônico 

com um inibidor preferencial da sintase de óxido nítrico neuronial, o 7NI, de forma semelhante 

ao observado quando os animais foram tratados com imipramina, um reconhecido antidepressivo 

tradicionalmente descrito como inibidor da recaptação de serotonina e noradrenalina 

(AXELROD; WHITBY; HERTTING, 1961; CARLSSON; LINDQVIST, 1963; RAISMAN; 

BRILEY; LANGER, 1979). Apesar destas drogas aparentemente desenvolverem seus efeitos por 

mecanismos distintos, ambas promovem a proliferação celular e neuroplasticidade, resultando, 

em última análise, no aumento na atividade hipocampal, mais especificamente na região CA1, 

evento que pode ser decisivos para a obtenção dos efeitos antidepressivos (SANTARELLI, 

SAXE, GROSS et al., 2003; AIRAN, MELTZER, ROY et al., 2007; ZHOU et al., 2007). Para 

ambas as drogas existem evidências experimentais mostrando que seus efeitos podem estar 

associados ao aumento da expressão de fatores de crescimento como o fator neurotrófico 

derivado do cérebro (BDNF), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e fator de 

crescimento semelhante à insulina 1 (IGF-1) (SAMIA et al., dados não publicados) 
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(SHIRAYAMA, CHEN, NAKAGAWA et al., 2002; WARNER-SCHMIDT; DUMAN, 2006; 

CASTREN; VOIKAR; RANTAMAKI, 2007). 

A análise inicial das bibliotecas SAGE geradas para as amostras de hipocampo mostram a 

complexidade do transcriptoma desta estrutura, o que reflete sua complexidade celular e 

funcional, se comparada a bibliotecas SAGE para outros tecidos. Datson e colaboradores 

(DATSON et al., 2001a) chegaram a essa mesma conclusão ao realizarem o primeiro inventário 

do padrão de expressão gênica em hipocampo de ratos, Assim como no presente estudo, foram 

identificados cerca de 25,000 a 30,000 genes a partir do seqüenciamento de cerca de 60,000 à 

80,000 tags. Além disso, se considerada a biblioteca para os animais submetidos ao tratamento 

com veículo e não submetidos ao estresse do nado forçado, foram encontrados genes com maior 

expressão relacionados à cadeia oxidativa mitocondrial, componentes sinápticos, canais iônicos, 

quinases e fosfatases, assim como observando no estudo de Datson e colaboradores. Estes dados 

sugerem a reprodutibilidade da estratégia SAGE, mesmo considerando divergências menores no 

nível de expressão ou na identificação de genes por tags seqüenciadas que, ao menos em parte, 

podem estar relacionadas às diferenças de protocolo experimental ou ainda as atualizações no 

banco de seqüências do NCBI, desde a publicação daquele estudo. 

A análise do padrão global da expressão gênica entre os diferentes grupos experimentais 

deixou evidente que o estresse comportamental do nado forçado tem efeito modulatório sobre a 

expressão de cerca de 4% a 5% do total de transcritos, sendo que mais de 85% destes genes 

tiveram sua expressão induzida independentemente do efeito do tratamento farmacológico. A 

análise de agrupamento hierárquico (clusterização), o qual classificou os animais em dois grupos 

diferentes, estressados e não estressados, contribuiu pare essa interpretação. Além disso, estes 

efeitos estão refletidos na análise dos géis bidimensionais para as amostras protéicas, uma vez 
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que foi verificado um número cerca de 30% maior de spots de proteínas para os géis dos animais 

submetidos ao estresse do nado forçado, com tratamento prévio com veículo em relação aos 

demais grupos. Este resultado aponta para um efeito predominante do estresse sobre o padrão de 

expressão gênica no hipocampo dos animais submetidos ao modelo do nado forçado, 

A modificação da transcrição gênica, ou ações genômicas dos corticosteróides, 

provavelmente é o principal mecanismo pelo qual os glicocorticóides exercem suas ações no 

SNC. Em particular os receptores de glicocorticóides (GR) por serem principalmente recrutados 

quando o nível de corticosteróides está elevado, como na situação de estresse, e por facilitarem o 

feedback negativo no eixo HPA. Por sua vez, os receptores de mineralocorticóides (HERKEN, 

GUREL, SELEK et al.) possuem afinidade até 10 vezes maior pela corticosterona e estão 

preferencialmente distribuído nas estruturas límbicas, Diferentemente dos GR, respondem aos 

níveis basais de corticosteróides e atuam mantendo a atividade basal do eixo HPA. No entanto, 

ambos os receptores pertencem a uma família de fatores de transcrição e respondem pela 

modificação da expressão de genes alvos ao se deslocarem para o núcleo, onde podem tanto 

inibir a transcrição por transrepressão ou induzir por transativação (DE KLOET; JOELS; 

HOLSBOER, 2005; DATSON et al., 2008). Estudo prévio utilizando fatias de hipocampos 

submetidas a altas doses de corticosterona mostrou que o padrão da expressão dos genes 

hipocampais em resposta a ativação de GR obedece a uma “onda” na qual ocorre 

predominantemente redução na primeira hora, aumento na terceira hora, com retorno aos níveis 

basais a partir da quinta hora (MORSINK et al., 2006). Desta forma, é provável que no presente 

estudo se esteja “visualizando” a janela temporal na qual os genes se encontram, na sua maioria, 

na fase ascendente da modulação da expressão. Esse efeito pode estar refletido na indução da 

maioria dos genes observada nos animais submetidos ao estresse do FST, como discutido acima. 
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Interessados em identificar genes responsivos a GR (GRES). Datson e colaboradores 

analisaram bibliotecas SAGE para hipocampo de ratos após administração aguda de corticóides 

em altas doses. Dentre os genes identificados, o tratamento agudo com corticosterona aumentou 

significativamente a expressão do gene para subunidade do Citocromo c oxidase, gene 

mitocondrial para citocromo b e ATP sintase subunidade 6 (L), sendo que o contrário também foi 

válido para os genes da ATP sintase subunidade F0 subunidade 6, Cox VIa e seqüência expressa 

(ESTs, Rn,13675) (DATSON et al., 2001b). Neste estudo, os autores argumentam para o evidente 

papel dos glicocorticóides (ou estresse) na modulação de genes ligados a cascata oxidativa 

mitocondrial. Alinhado a estas conclusões, a análise de enriquecimento funcional, tanto para as 

bibliotecas SAGE como para as bibliotecas proteômicas, acusou que os processos fisiológicos 

ligados a fosforilação oxidativa, estresse oxidativo e prevenção a apoptose induzida por ROS 

estão entre os principais processos fisiológicos modulados pelo estresse comportamental, Um 

estudo de microarray entre indivíduos sem histórico de doenças psiquiátricas, suicidas sem 

histórico de depressão e suicidas com depressão também identificou significativa alteração de 

genes relacionada ao controle do metabolismo, dentre eles a ATPase V1 subunidade C 

(ATP6V1C1) e ATPase Na+/K+ Kþ transportador, b-2 polipeptídeo (ATP1B2)(SEQUEIRA, 

KLEMPAN, CANETTI et al., 2007). Outros dois estudos de microarray para amostras de 

hipocampo e córtex pré-frontal de ratos submetidos ao modelo de depressão pelo desamparo 

aprendido, detectaram alterações na expressão de genes ligados a síntese de ATP (Atp1a1, 

Atp1b1 e Acly) (KOHEN et al., 2005) e NADH citocromo 5-b, precursor mitocondrial de NADH 

desidrogenase, citocromo 5b solúvel, dentre outros (NAKATANI et al., 2004). Além destes 

trabalhos, uma série de outros estudos em farmacogenômica também identificou alteração de 

genes mitocondriais e proteínas que incluem o complexo citocromo c, família de peroxiredoxina 
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e a proibitina (proteína que aumenta a função mitocondrial) (KHAWAJA, XU, LIANG et al., 

2004; WONG et al., 2004; CONTI et al., 2007; MARAIS et al., 2009; MCHUGH et al., 2009). 

Curiosamente, um estudo já havia mostrado que a administração de NADH, e não NAD, teve 

efeito tipo-antidepressivo pelo modelo do nado forçado (REX; SCHICKERT; FINK, 2004). 

Assim, o presente trabalho e os estudos citados sugerem que prejuízos no funcionamento da 

cascata de fosforilação oxidativa estariam envolvidos na neurobiologia da depressão, apesar de 

ainda não esclarecer os mecanismos pelos quais se procede.  

Para testar esta hipótese realizamos o experimento testando a N-acetil-L-cisteina 

(GOSHEN, KREISEL, BEN-MENACHEM-ZIDON et al.) um potente seqüestrador de radicais 

livres, em animais submetidos ao modelo do nado forçado, Nossos resultados forma compatíveis 

com a hipótese original, já que a droga diminuiu a imobilidade dos animais durante o teste, 

indicando um efeito tipo-antidepressivo. Corroborando estes resultados, ensaio clínico recente 

confirmou o efeito antidepressivo do NAC  (BERK et al., 2008a). O mecanismo de atuação desta 

droga ainda é discutível, mas o NAC é substrato para formação da cisteína, que participa na 

formação do GSH, o principal seqüestrador de reativos de oxigênio (ROS) endógeno, sugerindo 

que o incremento dos mecanismos antioxidantes pode ser um emergente alvo na terapia dos 

distúrbios psiquiátricos (BERK, COPOLOV, DEAN et al., 2008a; BERK, NG, DEAN et al., 

2008b). 

A capacidade da fosforilação oxidativa mitocondrial de gerar espécies reativas de 

oxigênio e suas conseqüências para doenças neurodegenerativas e psiquiátricas como Parkinson, 

Alzheimer e esquizofrenia é relativamente bem conhecida (LENAZ, 2001; SU et al., 2009; 

WANG et al., 2009). No entanto, o seu papel como fonte de ROS nos distúrbios afetivos ainda 

está por ser melhor investigado. A inibição dos complexos da cadeia respiratória mitocondrial I-
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III e II-III foi descrita em cérebro de animais submetidos ao estresse de restrição. Este efeito foi 

acompanhado do aumento da produção de NO e piora dos indicadores de estresse oxidativo como 

o consumo de GSH e aumento da peroxidação lipídica (MADRIGAL et al., 2001). A inibição do 

complexo II e III também foi observada em áreas do cérebro como córtex e hipocampo de 

animais submetidos ao estresse crônico variado (REZIN et al., 2008), sendo que o tratamento 

com fluoxetina (GAMARO et al., 2003) e eletroconvulsoterapia experimental revertem parte 

destes efeitos (BURIGO et al., 2006). Além disso, extenso corpo de estudos tem mostrado que o 

NO e seus derivados (S-nitrosotiol e peroxinitrito) exercem potente efeito inibitório na cadeia de 

transportadora de elétrons em diferentes pontos, com conseqüência para a utilização celular de O2 

e formação de ROS pela mitocôndria. Este efeito pode ocorrer até mesmo em baixas 

concentrações de NO, sendo transitório ou irreversível (CLEETER et al., 1994; LIZASOAIN et 

al., 1996). O efeito inibitório do NO sobre a cascata oxidativa pode ser ainda maior pelo 

sinergismo como o ácido 3,4-diidroxifenilacetico (DOPAC), o principal metabólico da dopamina 

produzido pela atividade da monoamina oxidase e aldeído desidrogenase, ambas localizados ao 

nível mitocondrial (KOPIN, 1985; NUNES; ALMEIDA; LARANJINHA, 2005).  

Os resultados do presente estudo, portanto, são compatíveis com a hipótese que relaciona 

a exposição a estressores intensos ao desenvolvimento de distúrbio depressivo via os seguintes 

mecanismos: 1) aumento da produção de NO mediante ativação de receptores NMDA 

(GARTHWAITE et al., 1989); 2) aumento na liberação dos glicocorticóides, que por sua vez, 

aumentariam a demanda energética neuronial (GAMARO, STRECK, MATTE et al., 2003); 3) a 

combinação dos efeitos de aumento da demanda energética com a inibição da cadeira respiratória 

mediados pela excessiva produção de NO (CLEETER, COOPER, DARLEY-USMAR et al., 

1994; LIZASOAIN, MORO, KNOWLES et al., 1996)  e  metabólitos catecolaminérgicos 
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favoreceria o desbalanço entre fatores pró- e anti-oxidantes, favorecendo os primeiros e 

aumentando no estresse oxidativo (NUNES; ALMEIDA; LARANJINHA, 2005), Esse também 

atuaria na própria cadeia respiratória prejudicando a formação do NADH em um mecanismo de 

retro-alimentação (JOU; CHIU; LIU, 2009). Os resultados finais destes processos seriam 

prejuízos na funcionalidade de neurônios hipocampais (RIVAS-ARANCIBIA et al., 2009), com 

remodelagem dendrítica, aumento de apoptose, e comprometimento da neurogênese hipocampal 

(LIZASOAIN, MORO, KNOWLES et al., 1996), bem como alteração nos processos 

relacionados à neuroplasticidade, por inibir a formação de LTP e formação da LTD (KAMSLER; 

SEGAL, 2003; MAALOUF; RHO, 2008). 

Além dos correlatos neurofisiológicos, estudos clínicos e pré-clínicos corroboram esta 

idéia, ao mostrarem que o distúrbio tipo depressivo é acompanhado de incremento nos danos 

oxidativos em diferentes áreas cerebrais e que drogas antidepressivas revertem parte destes 

efeitos (BILICI, EFE, KOROGLU et al., 2001; PAUL; SKOLNICK, 2003; EREN; 

NAZIROGLU; DEMIRDAS, 2007; HERKEN, GUREL, SELEK et al., 2007; BERK, 

COPOLOV, DEAN et al., 2008a; FERREIRA et al., 2008). A redução da atividade hipocampal 

também está refletida nos estudos de neuroimagens por retratarem redução funcional do 

hipocampo e córtex dorsolateral entre indivíduos com sintomas depressivos, além de mostrarem 

que o tratamento antidepressivo eleva o nível de atividade metabólica nestas estruturas 

(CAMPBELL; MACQUEEN, 2004; DREVETS; PRICE; FUREY, 2008; KOENIGS; 

GRAFMAN, 2009). No conjunto estas evidências sugerem que distúrbios metabólicos e 

funcionais promovidos pelos danos oxidativos poderiam estar promovendo as alterações 

neuroniais/neuroanatômicas/neurofuncionais observadas na depressão.  
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No entanto, mesmo que o estresse oxidativo participe no distúrbio tipo depressivo, 

dificilmente ele conseguiria explicar todas as alterações observadas na depressão. Nesse sentido, 

processos ligados à reorganização sináptica, neurogênese e ainda a sinalizadores do sistema 

imune também parecem estar envolvidas na fisiopatologia deste transtorno. A identificação no 

presente estudo pelas análises SAGE de que processos celulares relacionados á apoptose e/ou 

proliferação mediados por NF-κB/BAX-citocromo C via sinalização de receptor serotoninérgico 

5-HT1A, remodelagem de citoesqueleto e formação de neurofilamentos, também estão 

significativamente alterados na comparação entre animais não estressados e estressados, 

argumenta a favor da participação de fatores adicionais ao estresse oxidativo na neurobiologia da 

depressão, 

O fator nuclear κB é um fator de transcrição que compreende uma família composta por 5 

membros (também conhecido com família Rel), que são o p50 (produto do gene NF-kB1), p52 

(produto do gene NF-kB2), p65 (também conhecido como RelA), cRel e RelB, Os membros da 

família Rel funcionam como dímeros, sendo que os cinco membros podem homodimerizar ou 

heterodimerizar. Todos os membros da família compartilham os domínios homólogos Rel, os 

quais possuem a região crucial para ligação ao DNA, sítio de dimerização, localização nuclear, e 

interação com o fator inibidor IκB (MEFFERT; BALTIMORE, 2005), Tem sido demonstrado 

que no SNC o NF-κB pode ser ativado, dentre outros fatores, pelo glutamato, VEGF, 5-HT, 

BDNF e H2O2 (KALTSCHMIDT; WIDERA; KALTSCHMIDT, 2005). Dentre os genes 

induzidos pela ativação do NF-κB estão moléculas de adesão de células neuroniais, BDNF, 

ciclooxigenase II induzida e quinase Ca2+/calmodulina dependente II (CamKII) (PICCIOLI et al., 

2001; NICKOLS et al., 2003; KALTSCHMIDT; WIDERA; KALTSCHMIDT, 2005; 

MEFFERT; BALTIMORE, 2005; SARNICO et al., 2009). Experimentalmente, foi visto que 
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danos no DNA por irradiação ionizante ativa cascata sinalizadora por meio da ativação da 

quinase IκB inibitória (IKK), que por fosforilar o IκB, o direciona para degradação, promovendo 

a ativação do NF-κB. Este transloca-se para o núcleo ativando a transcrição de genes 

antiapoptóticos (WANG et al., 1998; GHOSH; KARIN, 2002), No entanto, esta atividade parece 

ser dependente de Poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PAP-1), um importante mediador dos 

processos antiapoptóticos acionados mediantes danos de DNA (VEUGER; HUNTER; 

DURKACZ, 2009). Por sua vez, a enzima serina/treonina 2A fosfatase (PP2A) parece participar 

neste sistema por controlar a ativação da proteína quinase IKK(KRAY et al., 2005). 

Por outro lado, o fator de transcrição STAT-3 também pertence a uma família de fatores 

de transcrição de resposta rápida. Embora ele possa assumir função pro- ou antiapoptótica a 

depender dos co-ativadores, tem sido verificado que o STAT-3 usualmente atua como anti-

apoptótico frente a diferentes estímulos estressores (BOYD et al., 2003; GUO et al., 2008; LI et 

al., 2009). 

Por sua vez, a via das proteínas ativadas por mitose (MAPK) consiste de três módulos 

paralelos de proteínas quinase, que são as proteínas quinase reguladas por sinalização extracelular 

(ERK1/2), a Jun-N-terminal quinase (JNK), e via MAPK p38, as quais governam a proliferação 

celular, diferenciação, resposta a estresse, entre outras funções (CHANG et al., 2003; SHIODA; 

HAN; FUKUNAGA, 2009). Em geral, a ativação da via MAPK p38 está associado à morte 

celular enquanto a via ERK relaciona-se com citoproteção. Com base neste mecanismo, é 

provável que o aumento da expressão dos genes MAK1-3, observado nos animais estressados em 

relação aos não estressados, esteja contribuindo na sinalização em favor do balanço anti-apoptose 

(YU et al., 2004). 
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Por fim, a inibição da expressão da proteína do citocromo C (Cycs) contribui com a 

proposta de ativação de fatores anti-apoptóticos ligados à relação Bcl/BAX, uma vez que esta 

proteína tem como função a sinalização apoptótica ao ser liberada pela mitocôndria mediante o 

desbalanço entre a relação das proteínas antiapoptótica Bcl e pró-apoptótica BAX, resultando na 

ativação da caspase 3 (CHUNG et al., 2008). Assim, é possível que o estresse induzido pelo nado 

forçado tenha produzido um desafio oxidativo (dentre outros sinalizados pelo Cycs e PARP-1), o 

qual teve como resposta a ativação dos fatores anti-apoptóticos por meio da ativação das vias 

G(i)-AC-PP2A-IKK-NF-κB/PARP-1, G(i)-JAK2-STAT-3, ou ainda pela via G(i)-GRB2-ERK1/2, 

em resposta ao estímulo pró-apoptótico Bcl-2/Bax-Cycs. Curiosamente, estudos realizados com 

células cardíacas registraram que o desafio por meio do tratamento com adrenalina promove 

aumento do consumo energético, aumento da produção de ROS, com conseqüente ativação de 

NF-κB e conseqüente indução de proteína HSP70, e ativação de mecanismos de proteção celular 

contra a apoptose, como retenção de Cys mitocondrial e inibição de caspase 3 (COSTA et al., 

2009a; COSTA et al., 2009b). Completando esta linha de raciocínio, no presente estudo também 

foi verificado que a proteína HSP70 apresentou uma indução de sua expressão de 4,56 vezes nos 

animais estressados em relação ao controle. Assim, até onde é de nosso conhecimento, o presente 

estudo reúne pela primeira vez evidências da ativação de mecanismos anti-apoptóticos em 

reposta ao estresse comportamental do nado forçado, 

Além da sinalização de proliferação e/ou morte celular por estresse, processos plásticos 

no hipocampo também ficaram evidenciados. O efeito do estresse e o tratamento com 

antidepressivos sobre a remodelagem e alterações plásticas na formação hipocampal está 

relativamente bem documentada, tanto para estudos em humanos como em modelos animais 

(MAGARINOS; MCEWEN, 1995; MALBERG, EISCH, NESTLER et al., 2000; SOUSA et al., 
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2000; DRANOVSKY; HEN, 2006; WARNER-SCHMIDT; DUMAN, 2006). No entanto, ainda 

existem aspectos pouco compreendidos ou aparentemente controversos na literatura que deixam 

dúvidas a respeito dos mecanismos da reestruturação plástica hipocampal (HAJSZAN et al., 

2009). De qualquer modo, o presente estudo reafirma o envolvimento de mecanismos 

neurofisiológicos associados à neuroplasticidade, ao mostrar que grupos gênicos ligados aos 

processos de remodelagem de citoesqueleto por Rho GTPase e neurofilamentos são modulados 

em resposta a estressor relacionado à depressão, Rho pertence a uma superfamília de pequenas 

proteínas ligadoras de GTPase denominada família Ras, descrita em sarcoma de ratos 

(HARVEY, 1964), a qual também incluem proteínas do tipo Ras e Ran. São conhecidas como 

proteínas de mudança, isto é, liga-desliga, por rápida mudança conformacional ao se ligarem ao 

GTP ou GDP (BUSTELO; SAUZEAU; BERENJENO, 2007), Mediante sinalizadores 

extracelulares a proteína RhoA-GTPase regula a função das proteínas quinases LIM 1 e 2 

(LIMK1/2), que por intermédio da confilina estabelece o controle dinâmico da 

polimerização/despolimerização da actina. O sistema LIM-Confilina também está sob o controle 

da proteína Cdc42, atuando igualmente no controle dinâmico dos filamentos de actina. No 

entanto, acredita-se que enquanto a sinalização Rho-GTPase-LIM-Confilina esteja mais ligada à 

retração dendrítica com sequestro da actina para a formação de lamelipódio e filipódio, a 

sinalização com Cdc42 parece estar ligada ao prolongamento dos cones de crescimentos e 

ramificações dendrítica (CHEN et al., 2006). Apesar de ainda haver poucos registros na literatura 

dos mecanismos pelos quais a sinalização Rho modula a LTP, foi verificado que a inibição da 

GTPase-Rho-quinase aumenta a amplitude da LTP, reduzindo a plasticidade, isto é, mantendo os 

contatos e prevenindo a formação de novos contatos sinápticos (O'KANE; STONE; MORRIS, 

2004). Interessantemente, foi verificado que o tratamento de neurônios de retina com BDNF 
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aumenta a atividade da proteína Cdc42, com aumento da formação de filipodium e crescimento 

(CHEN, GEHLER, SHAW et al., 2006). Recentes estudos têm mostrado que componentes do 

citoesqueleto ligados às proteínas da subfamília Rho exercem relevante função durante a LTP, de 

modo que a sinalização via RhoA-ROCL-LIM2 atua no estágio inicial da formação da LTP e a 

via Rac1-LIMK1 na sua manutenção e consolidação (REX et al., 2009). Este efeito, se 

extrapolado para os resultados observados no presente estudo, o qual indicaram a indução da 

expressão dos genes das vias RhoA/Rac/Cdc42 nos animais estressados, faz sentido para a 

remodelagem de neuroplasticidade mediante estímulo estressor. Desta foram, o presente estudo 

reúne, pela primeira vez, evidências que implicam processos plásticos sinalizados por Rho-

GTPase ao distúrbio tipo depressivo. 

Em resumo, no que tange aos efeitos do estresse comportamental sobre o padrão de 

expressão gênica hipocampal, os resultados observados neste estudo sugerem que os prejuízos 

comportamentais induzidos pelo estresse, associados ao distúrbio depressivo, poderiam estar 

relacionados a alterações em processos vinculados ao estresse oxidativo, que se refletiriam em 

modificações em mecanismos neurogênicos e neuroplásticos no hipocampo.  

Os mecanismos antidepressivos que envolvem as monoaminas e o óxido nítrico e que 

interfeririam na expressão gênica e protéica também foram investigados, Verificamos que o 

tratamento com ambos os fármacos antidepressivos, o 7NI e a imipramina, reverteu a indução da 

expressão de grande parte dos genes relacionados ao complexo respiratório I-III, succinato 

desidrogenase e de síntese de ATP. Isto sugere que a atividade dos antidepressivos poderia estar 

relacionada à redução dos efeitos do estresse sobre a cadeia respiratória celular, com possível 

redução dos danos oxidativos. A redução dos danos oxidativos por tratamento com 

antidepressivos já foi descrito em estudos prévios (BILICI, EFE, KOROGLU et al., 2001; 
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HERKEN, GUREL, SELEK et al., 2007; SARANDOL, SARANDOL, EKER et al., 2007), 

apesar de que os fatores que levam a esta redução ainda não estarem bem esclarecidos, Foi 

verificado que subunidades do complexo NADH são capazes de modificar sua capacidade 

oxidativa, alterando sua capacidade de responder a desafios com ROS (SEO et al., 2006; PARK; 

LI; BAI, 2007). Tomando por referências estes estudos, parece viável racionalizar que a 

reorganização do complexo respiratório possa ocorrer como um mecanismo de aumentar o 

desempenho do sistema em respostas às injúrias por ROS. Desta forma, os efeitos antidepressivos 

do 7NI e imipramina poderiam compartilhar destes mecanismos, reduzindo o estresse oxidativo 

na formação hipocampal. 

Outro aspecto comum relacionado aos mecanismos antidepressivos das drogas 7NI e 

imipramina poderia envolver a sua capacidade de modular os processos de plasticidade e 

remodelagem sináptica hipocampal. A análise de enriquecimento de funções indicou que o 7NI t 

teve efeito preferencial sobre a expressão de genes ligados à adesão célula e remodelagem de 

citoesqueleto por FAK, enquanto a imipramina atuou preferencialmente sobre genes ligados à 

remodelagem de citoesqueleto e processos neurofisiológicos sinalizados por receptor 5-HT1A, 

que estão envolvidos no controle de LTP e LTD, Este resultado poderia ser esperado se 

considerarmos os resultados prévios na literatura que mostram relevante papel do NO na 

formação da LTP (O'DELL et al., 1991; LU; KANDEL; HAWKINS, 1999; MIYAMOTO, 2006) 

e a propriedade de inibidores da NOS de modular processos de plasticidade envolvendo LTP e 

LTD (BIRNSTIEL; HAAS, 1991; DOYLE et al., 1996). 

No entanto, as vias neuromoleculares pelos quais esta modulação se procede parece ser 

distinta para os dois antidepressivos, O 7NI aparentemente reduziria as conseqüências do estresse 

comportamental via redução da expressão de genes relacionados a repostas ao estresse, como 
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canais de cálcio, c-Jun, AP-1, ao mesmo tempo em que pode ter favorecido as vias sinalizadoras 

de cálcio mediadas por cálcio-calmodulina-calmodulina quinase II, em detrimento da via pela 

calmodulina quinase IV, com reflexos sobre a ativação de proteína CREB1. Por sua vez, a 

imipramina também pode ter revertido os efeitos do estresse, identificado pela repressão dos 

genes da via STAT-3/NF-κB/PARP-1 ou AC/PP2A/Bcl-2-Bax, ao mesmo tempo em que eleva a 

expressão do gene da calmodulina, a qual pode exercer efeitos neuroplásticos mediado pela ativa 

ativação de proteína CREB, semelhantes aos observados pelo tratamento com 7NI. Outro fator 

em comum entre as duas drogas foi a inibição das vias sinalizadas por proteína FAK1. 

A observação de que somente a imipramina apresentou potente efeito inibidor sobre os 

mecanismos de controle da expressão gênica mediados pela acetilação/desacetilação de histonas 

de cromatina reafirma o envolvimento da ativação de grupos gênicos como mecanismo 

antidepressivo atribuídos à esta droga. Apesar de estar descrito na literatura que a inibição 

farmacológica da histona deacetilase tem efeito antidepressivo, ainda não está claro os 

mecanismos pelos quais é estabelecido o controle dos processos de acetilação/deacetilação. 

Assim, o presente trabalho contribuiu ao mostrar, pela primeira vez, que a modulação da 

expressão de genes que participariam no controle deste processo pode estar envolvido na 

propriedade das drogas antidepressivas.   
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6. CONCLUSÕES 

Os efeitos do tipo antidepressivos observados com as drogas 7-nitroindazole e imipramina 

podem estar relacionados à modulação do padrão de expressão gênica no complexo hipocampal. 

Como conseqüência dessa modulação ocorreria redução dos efeitos do estresse metabólico e 

oxidativo promovido por estressores comportamentais sobre o hipocampo, Esses efeitos 

diminuiriam os prejuízos causados por aqueles estressores sobre processos plásticos (por 

exemplo, formação e inibição de LTP e/ou LTD, formação e prolongamento de ramos 

dendríticos) mediante a modulação das vias Rho-GTPase, FKA1 e ERK1/2.  Coerente com esta 

proposta verificamos que droga antioxidante causa efeito tipo antidepressivo em modelo animal 

de depressão (FERREIRA, BIOJONE, JOCA et al., 2008). 

Outro mecanismo comum entre as duas drogas seria a potencialização das vias sinalizadas 

por Calmodulina-CREB. Além disso, o efeito tipo antidepressivo da imipramina poderia envolver 

a modulação de genes relacionados ao controle da transcrição gênica ligados aos processos de 

acetilação/deacetilação de histonas.  

Em conclusão, os resultados do presente estudo confirmam o efeito tipo antidepressivo 

induzido pelo tratamento crônico com um inibidor da sintase neuronial de óxido nítrico, bem 

como sugerem o envolvimento de uma série de genes que participam em processos relacionados 

à neuroplasticidade, crescimento e diferenciação celular. Além disso, os efeitos antidepressivos 

da imipramina poderiam estar relacionados à modificação da expressão de alguns grupos gênicos 

distintos daqueles modificados pelo 7NI. Os resultados também produziram evidências do 

envolvimento dos danos oxidativos no hipocampo sobre as conseqüências comportamentais do 

estresse. No conjunto estes dados podem indicar novos possíveis alvos terapêuticos no tratamento 

da depressão. 
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