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Conhecidos há aproximadamente 2500 anos, os transtornos do humor continuam a 

dominar o interesse da saúde pública. Cerca de 5% dos pacientes com depressão não 

respondem a qualquer medida farmacológica e/ou psicoterápica. Para esses pacientes, a 

eletroconvulsoterapia (ECT) constitui uma importante oportunidade de melhora. 
Devido às dificuldades na identificação dos mecanismos de ação da ECT, têm-se 

usado a estimulação eletroconvulsiva (EEC) aplicada experimentalmente a animais com o 

intuito de obter dados que contribuam para explicar alguns efeitos terapêuticos da ECT. Há 

relatados de alteração nos níveis da proteína DARPP-32 (fosfoproteína regulada por AMPc 

e dopamina), proteína relevante na sinalização dopaminérgica, em pacientes com 

transtornos neuropsiquiátricos, mas busca-se compreender os mecanismos de sinalização 

afetados pela EEC. 

Neste trabalho foram avaliados os níveis de expressão das proteínas DARPP-32, 

pDARPP-32 Thr
34

, Akt, pAkt Thr
308

, GSK-3β, pGSK-3β Ser
9
, Bad, pBad Ser

136
  em três 

regiões cerebrais (estriado, córtex pré-frontal e hipocampo) de ratos submetidos à 

estimulação eletroconvulsiva aguda e crônica. A estimulação eletroconvulsiva aguda não 

gerou aumento na expressão de DARPP-32,  pDARPP-32 Thr
34

, Akt, pAkt Thr
308

, Bad em 

nenhuma das regiões analisadas. Também não houve alterações de GSK-3β, pGSK-3β Ser
9
, 

no córtex pré-frontal e estriado. Houve alterações na expressão de GSK-3β e  pBad Ser
136

, 

no hipocampo, após estimulação aguda. Tais resultados corroboram a ausência de eficácia 

dessa terapêutica de modo agudo usualmente.  

Com a exceção de Bad e GSK-3β, no córtex pré-frontal e estriado, a estimulação 

crônica provocou alterações significativas em todas as áreas estudadas, o que está de acordo 

com a utilização de repetidas sessões desta técnica na clínica. Tais dados mostram uma 

maior eficiência da terapia crônica em relação à aguda e uma dinâmica temporal que 

favorece a aplicação da técnica num intervalo de 2-3 dias (tempo pelo qual manteve-se os 

níveis elevados das proteínas).  

Estudos da sinalização dopaminérgica e apoptótica são importantes para a 

compreensão dos mecanismos envolvidos nos efeitos clínicos e adversos da ECT. 
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Known for more than 2500 years, mood disorders continue to dominate the interest 

of public health. About 5% of the patients with depression do not answer to any 

pharmacologic and/or psychotherapy measure. For these patients, the electroconvulsive 

therapy (ECT) constitutes an important chance of improvement. 

Had to difficulties in the identification of ECT mechanisms of action, it has been 

used the electroconvulsive stimulation (ECS), applied experimentally in animals. It has 

been shown alteration in protein levels, like DARPP-32 (phosphoprotein regulated by 

cAMP and dopamine), a central protein in dopaminergic signaling. 

We analyzed the expression levels of DARPP-32, pDARPP-32 Thr
34

, Akt, pAkt 

Thr
308

, GSK-3β, pGSK-3β Ser
9
, Bad, pBad Ser

136
 in three brain areas (striatum, prefrontal 

cortex  and hippocampus) of rats submitted to acute and chronic electroconvulsive 

stimulation. Acute electroconvulsive stimulation did not generate increase in the expression 

of DARPP-32, pDARPP-32 Thr
34

, Akt, pAkt Thr
308

, Bad in none of the analyzed regions. 

Also it did not have alterations of GSK-3β, pGSK-3β Ser
9
, in striatum and prefrontal 

cortex. It had alterations in the expression of GSK-3β and pBad Ser
136

, in hippocampus, 

after acute stimulation. Such results usually corroborate the absence of effectiveness on 

acute stimulation.  

With the exception of Bad and GSK-3β, in prefrontal cortex and striatum, chronic 

stimulation provoked significant alterations in all brain areas studied, what it is in 

accordance with the use of repeated sessions of this technique. Such data show to a bigger 

efficiency of chronic therapy in relation to acute and a temporal dynamics that the 

application of the technique in a 2-3 interval days.  

Studies of dopaminergic and apoptotic signaling are important for the understanding 

of the involved mechanisms in the clinical and adverse effect of the ECT. 
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1.1 - Eletroconvulsoterapia 

 

As primeiras décadas do século XX presenciaram uma revolução no tratamento das 

doenças mentais. Antes disto, pessoas com psicoses eram usualmente colocadas em 

hospícios. Embora reformadores médicos bem intencionados, como Phillipe Pinel, 

tenham melhorado as condições dos sanatórios, nenhum tratamento era executado. A 

primeira revolução no tratamento foi colocada em movimento pela psicoterapia, baseada 

nas teorias da mente propostas pelo médico austríaco Sigmund Freud. Seu valor foi 

principalmente observado em transtornos mentais moderados, particularmente neuroses. 

No início de 1930, esses métodos começaram a ser suplementados por abordagens físicas 

usando drogas, terapia eletroconvulsiva e cirurgia. Entre 1917 e 1935, quatro métodos 

para produzir convulsões foram descobertos, testados e usados na prática psiquiátrica: 

- febre induzida por malária, para tratar neurosífilis (Viena, Julius Wagner-

Jauregg, em 1917); 

- coma e convulsões induzidas por insulina, para tratar esquizofrenia (Berlim, 

Manfred J. Sakel, em 1927); 

- convulsões induzidas por metrazol, para tratar esquizofrenia e psicoses afetivas 

(Budapeste por Ladislaus von Meduna, em 1934); 

- terapia por choque eletroconvulsivo (Roma, Ugo Cerletti e Lucio Bini em 1938). 

 

Cerletti descobriu que os choques elétricos gerados na eletroconvulsoterapia (ECT) 

transformava os pacientes difíceis e obsessivos em dóceis e controláveis (Royal College 

of Psychiatrists, 1989). O uso desta técnica difundiu-se rapidamente e nas duas primeiras 
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décadas do século XX houve uma progressiva aceitação e refinamento na aplicação. 

Inicialmente, a ECT era realizada com o paciente consciente, sem uso de anestesia ou 

relaxante muscular. Havia perda da consciência durante a aplicação da corrente, e os 

pacientes apresentavam contrações musculares incontroláveis e, com freqüência, 

quebravam ossos, especialmente vértebras, e apresentavam distensão muscular devido às 

convulsões violentas induzidas pelo choque. Em 1939, Walter Freeman sugeriu que o 

curare poderia ser usado para reduzir as taxas de fraturas associadas à ECT, e em seguida 

logo se incorporou o uso sistemático de anestésicos gerais.  

 

A partir dos anos 60, com o desenvolvimento de medicações eficazes para o tratamento 

de transtornos mentais e o movimento anti-psiquiátrico, a necessidade e uso da ECT 

diminuiram, mas não desapareceu. Uma queda de 46%, no uso da ECT, entre os anos de 

1975 e 1980 foi demonstrada em um levantamento do National Institute of Mental 

Health, EUA (Busnello e cols., 1995). 

 

Atualmente, a técnica é um procedimento pelo qual convulsões generalizadas, com 

duração de 25 a 250 segundos, são induzidas pela passagem de uma corrente elétrica 

através do cérebro, sob anestesia geral e relaxamento muscular, utilizada com finalidade 

terapêutica. Avanços no tratamento têm permitido uma redução dos efeitos adversos, 

principalmente cognitivos (NIH & NIMH Consensus Conference, 1985; Rudorfer e cols., 

1997), sendo classificado como um método terapêutico eficaz, seguro, 

internacionalmente reconhecido e aceito, cuja prática requer consentimento informado, 

obtido do paciente para que se inicie o tratamento (Resolução CFM Nº 1.640/2002). 
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A ECT tem sido considerada efetiva no tratamento da depressão, mania e esquizofrenia 

(American Psychiatric Association, 1990; Abrams, 1992; Potter e Rudorfer, 1993). Não 

se trata de terapêutica de exceção por existirem indicações precisas e específicas 

(Resolução CFM No 1.640/2002), sendo mais freqüentemente utilizada no tratamento da 

depressão. Torna-se especialmente indicada quando uma resposta clínica rápida é 

essencial em pacientes gravemente doentes, quando há história de resposta positiva à 

ECT, ou há refratariedade ou intolerância à medicação, além de situações em que o 

paciente ou a família requerem o uso da técnica (Sackeim, 1994). 

 

A aplicação da técnica muitas vezes é decisiva para a vida do paciente, evitando o 

suicídio por tratar com grande eficácia a depressão grave (The UK ECT Review Group, 

2003). Cerca de 5% dos pacientes deprimidos não respondem a qualquer medida 

farmacológica e/ou psicoterápica (Post, 1999). Para esses pacientes, a ECT constitui uma 

importante oportunidade de melhora. Além disso, quadros depressivos graves com 

sintomas psicóticos respondem melhor a ECT que à farmacoterapia (Pande e cols., 1990; 

Parker e cols., 1992; The UK ECT Review Group, 2003). Estudos demonstram que a 

utilização da ECT diminui o tempo de internação e custos com o tratamento (Olfson e 

cols., 1998), dados relevantes considerando a realidade de saúde pública do Brasil. Foi 

demonstrado eficácia entre 85 e 90% nos casos de depressão maior, comparando-se, 

medicações antidepressivas são eficazes em 60-65% dos casos (Shergill S., 2001). 
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Os problemas na identificação dos mecanismos de ação da ECT recaem no fato de que 

esta afeta inúmeras vias no sistema nervoso central (SNC), além da dificuldade de 

definir-se neuroquimicamente as doenças para as quais é empregada. Dessa forma, a 

estimulação eletroconvulsiva (EEC), aplicada experimentalmente a animais tem sido 

amplamente utilizada como um modelo de ECT (Green e Nutt, 1987).   

 

Os efeitos moleculares da EEC são diversos e compreendem aumento nos níveis de 

neurotransmissores, neuropeptídeos e remodelagem sináptica (Fochtmann e cols., 1994). 

Os experimentos com EEC crônicos têm mostrado efeito nas monoaminas cerebrais 

(Modigh, 1975). A EEC promove um aumento na transmissão serotoninérgica no 

hipotálamo induzindo dessensibilização dos autorreceptores pré-sinapticos 5-HT1A 

(Dremencov e cols., 2002), provavelmente, tendo o sistema serotoninérgico como um dos 

alvos de sua ação nos transtornos do humor. 

 

O tratamento com EEC aumenta a concentração de receptores glutamatérgicos 

metabotrópicos (mGluR), principalmente nos interneurônios inibitórios do hipocampo 

(Smialowska e cols., 2002) o que pode estar relacionado com o aumento da concentração 

do ácido γ-aminobutírico (GABA) em várias regiões cerebrais (Wiclosz e cols., 1985; 

Nutt e cols., 1981; Sanacora e cols., 2003). Ambos sistemas de neurotransmissores, 

provavelmente, também estão relacionados ao efeito antidepressivo da ECT. 

 

Evidências sugerem que a EEC altera as concentrações de neurotrofinas em algumas 

regiões do cérebro. Os fatores neurotróficos são proteínas que estão envolvidas na 
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sobrevivência neuronal e plasticidade de neurônios dopaminérgicos, colinérgicos e 

serotoninérgicos no SNC e, provavelmente, exercem importante papel na fisiopatologia e 

tratamento da depressão (Angelucci e cols., 2003), caracterizando um alvo importante no 

mecanismo de ação da ECT.  

 

No hipocampo, a EEC mostrou-se capaz de reverter a atrofia encontrada nesta região em 

pacientes depressivos (Smith e cols., 1995). Os mecanismos propostos para tal melhora 

são a regulação de fatores neurotróficos (Duman e Vaidya, 1998) e o aumento da 

neurogênese hipocampal (Jacobs e cols., 2000; Malberg e cols., 2000), aumentando a 

expressão de RNAm do fator de crescimento neuronal (NGF) (Follesa e cols., 1994), do 

fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) e dos receptores de BDNF no sistema 

límbico (Nibuya e cols., 1995).  

 

EEC pode prevenir apoptose neuronal induzida por ácido kaínico (Kondratyev e cols., 

2001), diminuir a morte neuronal (Busnello e cols., 2006), e neutralizar a inibição, 

induzida por corticosterona, da neurogênese e gliogênese (Hellsten e cols., 2002; 

Wennstrom e cols., 2006) no hipocampo.  

 

Além disso,  relata-se proliferação glial no córtex frontal de ratos após repetidas EECs 

(Madsen e cols., 2005). A ação trófica da EEC é associada com ativação das cascatas de 

sinalização de sobrevivência celular. Expressão do fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGF) e fator de crescimento de fibroblasto (FGF) são supra-regulados por 

EEC (Nibuya e cols., 1995; Kondratyev e cols., 2001; Newton e cols., 2003), e EEC afeta 
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sinalização pró-sobrevivência relacionada à quinase regulada por sinalização extracelular 

(ERK), PKA e proteína quinase B (também denominada como Akt) (Kang e cols., 2006; 

Altar e cols., 2004). Sobrevivência e proliferação de células neuronais requerem não 

apenas ativação da sinalização de sobrevivência, mas também inibição da atividade da 

sinalização apoptótica.  Então, a EEC pode afetar sinais apoptóticos para bloquear a 

morte celular, além de ter efeitos positivos na sinalização de sobrevivência (Raff e cols., 

1993). 

 

O fator de crescimento para o fibroblasto (FGF-2) está implicado na diferenciação de 

células progenitoras de neurônios, astrócitos e oligodendrócitos, sendo encontrado, 

também, na formação de novas sinapses, além de ter um efeito neuroprotetor. Após 

convulsões induzidas por EEC , ocorre um aumento na expressão de RNAm para FGF-2 

no hipocampo, que permanece por muitas horas após a convulsão (Cole e cols., 1990). 

 

1.1.1 – Alterações estruturais após estimulação eletroconvulsiva 

 

Sugere-se que problemas com proteínas envolvidas na matriz estrutural das sinapses 

(como as sinapsinas) podem ocorrer na esquizofrenia, uma das indicações da ECT, 

levando a um número reduzido de vesículas sinápticas, formação sináptica aberrante e 

retardo ou redução na formação das sinapses (Stahl, 2002). Estímulos elétricos induzem a 

ativação de proteínas de regulação associadas ao citoesqueleto. A sinapsina é uma destas 

proteínas e é fosforilada por várias proteínas quinases. A EEC induz uma mudança 

bidirecional na fosforilação da sinapsina. Imediatamente após a convulsão, ocorre um 
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rápido aumento na desfosforilação da sinapsina, o que implica uma maior rigidez na 

organização da actina-citoesqueleto, que modula a liberação de vesículas sinápticas. Esse 

fato impede que ocorra uma liberação maciça de neurotransmissores na fenda sináptica, 

provocada pela EEC, promovendo assim, um efeito protetor. No entanto, alguns minutos 

após a convulsão, ocorre um aumento na fosforilação da sinapsina, desaparecendo a rede 

de actina, aumentando a liberação de neurotransmissores e, possivelmente, induzindo 

plasticidade neuronal, tal como uma reorganização sináptica (Kondratyev e cols., 2001). 

 

A entrada excessiva de cálcio dá início a várias cascatas intracelulares que acarretam a 

destruição da célula. Sugere-se que um desequilíbrio na concentração de cálcio possa 

estar relacionado à disfunção da memória, relatada por pacientes submetidos à ECT. 

Estudos utilizando bloqueadores dos canais de Ca
2+

 reforçam esta idéia, visto que, com o 

uso de bloqueadores destes canais, houve melhora na performance dos ratos nos testes de 

memória, em relação aos animais que não utilizaram estes bloqueadores (Lisanby e cols., 

2000). 

 

Além disso, outras alterações bioquímicas como o aumento da expressão de um grande 

número de genes, incluindo genes de expressão imediata, subunidades de canais de 

potássio e receptores foram relatadas (Burnet e cols., 1995; Chen e cols., 1995; Cole e 

cols., 1990; Pej e cols. 1997; Smith e cols., 1995). 

 

Relatam-se experimentos realizados em amostras pós-morte de cérebro de indivíduos 

com esquizofrenia, onde a expressão de proteínas moduladoras da sinalização celular 



 9 

foram investigadas. Ressalta-se que, em trabalho publicado em 2002 no Archieves of 

General Psychiatry pelo grupo de Paul Greengard (Albert e cols., 2002), foi avaliada a 

expressão de DARPP-32 (fosfoproteína regulada por AMPc e dopamina – peso molecular 

32kDa) e de outras proteínas neuronais, analizadas por imunoblot em amostras pós-morte 

de cérebros de indivíduos esquizofrênicos, que tiveram idade, sexo e tempo de autólise 

pareados com controles, sendo a área de interesse a região dorsolateral do córtex pré-

frontal. Foram pareados também indivíduos em uso de neurolépticos mas não 

esquizofrênicos, nesse caso com Doença de Alzheimer, com a finalidade de afastar 

possíveis influências do uso das medicações utilizadas. Assim, demonstraram que a 

DARPP-32 estava significativamente reduzida na região dorsolateral do córtex pré-

frontal em mais esquizofrênicos que indivíduos controles pareados. As demais proteínas 

estudadas, sinapsina I e subunidade alfa da proteína quinase dependente de 

cálcio/calmodulina, não estavam alteradas. Feldcamp e cols (2008) analizaram a 

expressão de DARPP-32 em amostras post-mortem de cérebros de pacientes com 

esquizofrenia que morreram por suicídio e acharam diminuição da expressão de RNAm 

para DARPP-32 associado ao suicídio em pacientes com esquizofrenia.  

 

Sabe-se que proteínas envolvidas na regulação eletrofisiológica, transcricional, apoptose, 

respostas comportamentais a estímulos fisiológicos e farmacológicos, incluindo 

antidepressivos, neurolépticos e dependência de drogas são de extrema importância. 

Através da expressão destas, busca-se  entender se a ECT causa algum tipo de alteração 

no sistema nervoso central que, possivelmente, possa reverter quadros de transtornos 

psiquiátricos (Svenningsson, 2004; Hanlon e Wallace, 2002). 
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1.2- Transmissão dopaminérgica 

 

A dopamina (C8H11NO2), até a metade da década de 1950, era considerada 

exclusivamente um precursor intermediário da biossíntese de outros neurotransmissores, 

como epinefrina e norepinefrina. Diferenças marcantes na distribuição regional de 

dopamina e norepinefrina levaram investigadores suecos, na década de 1960, a propor um 

papel biológico específico (Carlsson e cols, 1958; Carlsoon e Waldeck, 1958). 

 

Diferente de outros sistemas de neurotransmissão, a dopamina se distribui de maneira 

circunscrita (Glenthoj, 1995) no SNC e também no sistema nervoso periférico. As 

principais projeções são simplificadamente apresentadas a seguir: 

- via mesolímbica - projeta-se dos corpos celulares da área tegumentar ventral do 

mesencéfalo para os axônios terminais das áreas límbicas do cérebro, como o núcleo 

acumbens; 

- via mesocortical - os corpos celulares desta via surgem na área tegumentar 

ventral, próximo aos corpos celulares dos neurônios dopaminérgicos da via mesolímbica, 

e projetam-se para áreas do córtex cerebral, particularmente do córtex límbico; 

- via nigroestriatal - projeta-se dos corpos celulares da substância negra do 

mesencéfalo por meio de axônios que terminam nos gânglios da base ou estriado; 

- via túbero-infundibular- projeta do hipotálamo para a glândula pituitária 

anterior. 
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A dopamina é um neurotransmissor catecolaminérgico sintetizado a partir da tirosina por 

duas reações sequenciais catalizadas pelas enzimas tirosina hidroxilase (TH) (formação 

de 3,4-dihidroxifenilalanina ou L-DOPA) e descarboxilase de L-aminoácidos aromáticos 

(AAAD) (Figura 1A). A dopamina livre no citosol é rapidamente captada pelo 

transportador vesicular de monoaminas (VMAT) que utiliza um gradiente eletroquímico 

de prótons para transportá-la para o interior das vesículas, sendo que este apresenta duas 

isoformas: VMAT-1, presente na periferia, e VMAT-2, localizado em estruturas do SNC 

(Erickson e cols., 1992). As vesículas contendo o neurotransmissor fundem-se à 

membrana do neurônio pré-sináptico, após influxo de cálcio pelos canais de cálcio 

sensíveis a voltagem (Staal e cols., 2004). 

 

Após a liberação e interação da dopamina com receptores pós-sinápticos específicos 

ocorre a recaptação pelo transportador de dopamina (DAT) e posterior degradação, no 

citosol, em produtos inativos (figura 1B) pela monoamino oxidase (MAO) e pela catecol-

O-metil-transferase (COMT). Esses produtos são 3-metoxitiramina, ácido 

diidroxifenilacético e o ácido homovanílico (Thorpe e cols., 1987) 

 

 

 

 

 

 

 

         Figura 1: Vias de síntese (1A) e degradação (1B) da dopamina 

(A) (B) 
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Os efeitos dopaminérgicos são exercidos pela ligação com receptores pré e pós-

sinápticos. Em 1966, Van Rossum já apresentava tais receptores como importantes 

pontos modulatórios da via dopaminérgica e distúrbios a ela relacionados. Até 1990, 

acreditava-se que existiam somente dois tipos de receptores: D1 e D2. Estudos realizados 

através de técnicas de biologia molecular possibilitaram a identificação de mais três tipos: 

D3, D4 e D5. Avaliando-se as propriedades bioquímicas, estruturais e farmacológicas in 

vitro e in vivo estes foram agrupados em duas famílias: receptores do tipo D1 (D1 e D5) e 

receptores do tipo D2 (D2, D3 e D4) (Levant, 1997). 

 

Os receptores do tipo D1 são acoplados a proteína Gsα/Golfα (figura 2) que ativam a 

adenilato ciclase (AC) resultando no aumento dos níveis intracelulares do AMPc, já os do 

tipo D2 estão acoplados a Giα/Goα gerando inativação desta enzima e redução dos níveis 

de AMPc (Missale e cols., 1998; Vallone e cols., 2000). 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 2: Modulação da adenilato ciclase (AC) mediada por receptores dopaminérgicos (GDP: 

guanosina difosfato, GTP: guanosina trifosfato) 
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A dopamina é responsável pela regulação de muitas funções em mamíferos, tais como o 

controle: motor, hormonal, de processos cognitivos, de humor, da resposta imune, da 

motivação e da atenção, entre outros (Giros e cols., 1996; Packard e Knowlton, 2002; 

Lourenco e cols., 2005; Kavelaars e cols., 2005). 

 

Disfunções desse neurotransmissor estão relacionadas com diversos transtornos 

neuropsiquiátricos. Estudos demonstrando que a maior parte da dopamina cerebral está 

confinada aos gânglios basais levaram a hipótese que essa estaria envolvida com o 

controle motor e que uma diminuição dos níveis estriatais dessa amina poderia ser a 

causa de sintomas extrapiramidais na doença de Parkinson (Kish e cols., 1988). A 

descoberta de profundas reduções de dopamina no estriado de pacientes com Parkinson e 

a demonstração que L-DOPA tem efeitos benéficos nesses pacientes substanciou a 

relevância clínica dessa teoria (Walton-Hadlock, 2005). Tal redução deve-se a 

degeneração dos neurônios capazes de sintetizá-la, presentes na substância negra (Lang e 

Lozano, 1996). 

 

A esquizofrenia é um distúrbio com ampla variedade de sintomas, como o transtorno: 

afetivo, do pensamento, da percepção e da função psicomotora. Podem estar associados 

sintomas negativos como a falta de motivação, o que sugere disfunção nos circuitos de 

recompensa. Alguns sintomas são compatíveis como o aumento da dopamina no SNC e 

com o desenvolvimento anormal das projeções dopaminérgicas do córtex pré-frontal 

(Goldstein e Deutch, 1992). 
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Outros quadros clínicos como depressão maior, depressão bipolar, alcoolismo, transtorno 

do pânico, dependência de drogas e déficits cognitivos estão também associados com 

pertubações nesse sistema (Nass e Bressman, 2002; Tsuang e cols., 2004; Tupala e 

Tiihonen, 2004). Vias ainda não elucidadas na sinalização do sistema dopaminérgico 

podem gerar uma melhor compreensão quanto ao mecanismo responsável por essas 

patologias e, consequentemente, à identificação de novos alvos farmacológicos (Suo e 

cols, 2004). 

 

1.3 – DARPP-32 

 

DARPP_32 foi descoberta por S. Ivar Walaas e Dana W. Aswad (Walaas, Aswad e 

Greengard, 1983) e tem sido extensivamente estudada desde então, ocupando um papel 

importante na compreensão da sinalização dopaminérgica e suas interações com outros 

neurotransmissores, drogas terapêuticas e de abuso (Self e cols., 1998; Maldve e cols., 

2002). Localiza-se em neurônios que possuem receptores dopaminérgicos sendo 

identificada como o maior alvo dos produtos da AC ativada por dopamina no estriado 

(Wallas e cols., 1983) (figura 3). 
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Figura 3: Sinalização dopaminérgica em neurônios pós-sinápticos (modificado de Greengard, 

2001) 

 

Existindo disponibilidade de AMPc, ocorre ativação da proteína quinase sensível a AMPc 

(PKA) que por sua vez atua fosforilando a DARPP-32 no resíduo de treonina na posição 

34 (Thr
34

) (figura 4), passando a atuar como potente inibidor da proteína fosfatase 1 (PP-

1) (Yan e cols., 1999). Além da Thr
34

, essa fosfoproteína apresenta outros três sítios de 

fosforilação:  

 - treonina na posição 75 (Thr
75

), que ao ser fosforilada pela quinase dependente de 

ciclina 5 (Cdk-5) provoca inibição de PKA; 

 - serina na posição 102 (Ser
102

), que fosforilada pela caseína quinase 2 (CK-2) 

favorece a fosforilação da Thr
34

 pela PKA; 
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 - serina na posição 137 (Ser
137

), fosforilada pela caseína quinase 1 (CK-1) passa a 

inibir a atividade da proteína fosfatase 2B (PP-2B) sobre o resíduo Thr
34

 (King e cols., 

1984; Girault e cols., 1989; Desdouits e cols., 1998; Bibb e cols., 1999; Nishi e cols., 

1999). 

  

A PP1, cuja atividade é modulada pela DARPP-32, é capaz de regular o estado de 

ativação de diversos canais iônicos, receptores e fatores de regulação da transcrição 

gênica (Greengard e cols., 1999; Hsieh-Wilson e cols., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Sítos de fosforilação da DARPP-32 (adaptado de Svennigsson e cols., 2004). Em 

vermelho são indicadas vias inibitórias e em azul as estimulatórias.  

 

Estudos realizados em camundongos que não expressam DARPP-32 (Fienberg e cols., 

1998) têm permitido maior detalhamento do envolvimento desta proteína nas ações da 

dopamina. Há evidências de um papel importante na mediação dos efeitos deste 

neurotransmissor nas mudanças a longo prazo na excitabilidade neuronal, através da 

indução de ambas, depressão e potenciação de longa duração (LTD e LTP, 

respectivamente), formas opostas de plasticidade sináptica (Calabresi e cols., 2000). O 
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envolvimento pode ser explicado pelo fato de estes efeitos serem mediados via proteína 

quinase sensível a GMPc (PKG) e PKA. . 

 

Mudanças a longo prazo na plasticidade sináptica geram alterações na transcrição gênica 

que são importantes para manutenção das adaptações moleculares e início das adaptações 

morfológicas. Há evidências de que a regulação da transcrição gênica envolve 

fosforilação alterada de fatores de transcrição, e consequente modulação de sua atividade 

(Hyman e cols., 2001). Perturbações nos sistemas de neurotransmissores contribuem para 

a etiologia de vários transtornos neuropsiquiátricos. Os sistemas dopaminérgico e 

serotoninérgico parecem ser alvos primários para a maioria das medicações usadas no 

tratamento destes transtornos psiquiátricos (Parsons e cols., 2000). Estudos detalhados 

com animais têm demonstrado que a serotonina causa um aumento da fosforilação na 

Thr
34

 e Ser
137

 e diminuição na Thr
75

 da DARPP-32 (Sveningsson e cols., 2002). As ações 

da serotonina na fosforilação da Thr
34

 e Thr
75

 são mediadas primariamente pela ativação 

de receptores 5-HT4 e 5-HT6, enquanto a regulação da Ser
137

 é mediada primariamente via 

receptores 5-HT2. Esses três caminhos parecem inibir PP-1 através de mecanismos 

sinérgicos. 

Glutamato e GABA são os principais neurotransmissores que controlam a fosforilação da 

DARPP-32 estriatal. O principal efeito anti-dopaminérgico do glutamato é a 

desfosforilação da DARPP-32 na Thr
34

, através da ativação da PP-2B induzida pelos 

receptores NMDA/AMPA (figura 5).  
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Figura 5: Mecanismos de integração envolvidos na sinalização dopaminérgica e glutamatérgica 

via cascatas quinase/fosfatase. Etapas da regulação da cascata PKA/PP-2A/Thr
75

-DARPP-

32/PKA/Thr
34

-DARPP-32 que são pró-dopaminérgicas estão indicadas com setas azuis e as que 

são anti-dopaminérgicas com setas vermelhas (modificado de Greengard, 2001). 

 

Além deste, o glutamato tem vários outros efeitos regulatórios na fosforilação da 

DARPP-32. Através da via mGluR1/CK1/Cdk5/fosfo-Thr
75

-DARPP-32, o glutamato 

antagoniza a sinalização PKA/fosfo-Thr
34

-DARPP-32. Porém, o glutamato pode 

potencializar a sinalização PKA/fosfo-Thr
34

-DARPP-32 através de três cascatas por:  

- receptores NMDA-AMPA/Ca
2+

/PP-2A/desfosforilação da DARPP-32 na Thr
75

;  

- favorecer a formação de AMPc acoplado ao receptor A2A mediada pela ativação 

de receptores mGlu5; 
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- aumentar a fosforilação na Ser
137

 da DARPP-32 mediada através da ativação 

induzida do receptor mGlu da CK1 (Nishi e cols., 2003). 

 

Estudos realizados em fatias estriatais mostraram que o GABA foi capaz de produzir um 

rápido aumento no estado de fosforilação da Thr
34

. Este efeito foi prevenido por baculina, 

antagonista de receptores GABAA. GABA potencializou significativamente o aumento na 

fosforilação da Thr
34

 da DARPP-32 produzido por forskolina, ativador da adenilato 

ciclase. Isto sugere que o GABA aumenta a fosforilação da Thr
34

 através da inibição de 

PP-2B (Snyder e cols., 1994). 

 

DARPP-32 está envolvida nas ações de uma variedade de substâncias usadas para o 

tratamento de vários transtornos psiquiátricos e neurológicos. Tratamento com drogas 

antipsicóticas (ou neurolépticas) representam a terapia mais comum para esquizofrenia. 

Um efeito comum das drogas antipsicóticas é agir como antagonista de receptores D2 

(Lindgren e cols., 2003). A ativação de receptores D2 reduz o estado de fosforilação na 

Thr
34

. 

 

Mostrou-se que o tratamento com vários antidepressivos, incluindo fluoxetina, favorece a 

eficácia da sinalização de PKA em vários níveis diferentes no córtex pré-frontal, 

hipocampo e núcleo acumbens (Nestler e cols., 2002). O tratamento agudo e crônico com 

fluoxetina causou um aumento na fosforilação da DARPP-32 na Thr
34

 e uma diminuição 

na fosforilação da Thr
75

 no hipocampo, córtex frontal e estriado (Svenningsson e cols., 

2002).  A L-DOPA permanece como o tratamento farmacológico mais efetivo para  



 20 

 

Doença de Parkinson. Evidências apontam para o envolvimento da DARPP-32 nos 

mecanismos da geração de discinesia induzida por L-DOPA (Picconi e cols., 2003). 

Relatou-se que  neurônios estriatais de ratos discinéticos não mostram despotenciação em 

resposta à estimulação de baixa freqüência de aferentes corticais. Falta de despotenciação 

pode refletir um estado alterado de transmissão sinaptica estriatal, que pode produzir 

discinesia. A despotenciação é bloqueada pela ativação de receptores D1, bem como por 

inibição de PP-1 (Picconi e cols., 2003). Animais discinéticos apresentam anormalmente 

altos níveis de fosforilação na Thr
34

 (Picconi e cols., 2003). Baseado nestes dados, 

sugere-se que a discinesia pode resultar de mudanças específicas ocorridas ao longo da 

sinalização dopaminérgica D1, levando a um aumento da fosforilação da Thr
34

, 

aumentando a inibição da atividade de PP-1 e perda de despotenciação. 

 

Relata-se, ainda, o envolvimento de DARPP-32 nas ações de muitas categorias de drogas 

de abuso, incluindo etanol, cafeína, cocaína e anfetamina.  

 

Logo, DARPP-32 aparece como um elemento intermediário com potencial para associar 

o funcionamento de diversas vias sinalizatórias e o estudo da expressão pode auxiliar na 

compreensão das vias envolvidas em desordens psicoativas e neurológicas. 
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1.4 – Apoptose 

 

Um dos objetivos da biologia moderna é esclarecer quais são os mecanismos envolvidos  

na “decisão celular” para definir a morte celular programada. Apoptose é um processo 

complexo controlado não apenas por sinais externos, mas também por sinais genéticos 

internos. É um processo altamente eficiente que requer a interface de múltiplos fatores. 

Pode ser iniciado por estímulos de diversas origens que convergem para uma maquinaria 

de “morte” comum, envolvendo a ativação de proteases específicas, chamadas caspases. 

O processo apoptótico é regulado em vários “pontos específicos”. Um deles é controlado, 

principalmente, por membros da família Bcl-2. Homólogos de Bcl-2 podem ser definidos 

pela presença de sequências conservadas conhecidas como domínios homólogos (BH1-

BH4). Em mamíferos, mais de trinta espécies foram descritas: algumas pertencem ao 

grupo de anti-apoptóticos (ex: Bcl-2, Bcl-XL), que possuem os quatro domínos BH, 

enquanto outras pertencem ao grupo pró-apoptótico, como a subfamília Bax, que possui 

três dos quatro domínios (BH1, BH2 e BH3), e membros apenas de BH3, como Bid, Bim 

e Bad, que tem apenas o dominio BH3, necessário e suficiente para apoptose.  

 

A principal função da família Bcl-2 é proteger a integridade mitocondrial e regular a   

liberação de proteínas mitocondriais para o citoplasma que estão envolvidas na 

sinalização apoptótica, como o citocromo C. Embora os mecanismos envolvidos nesta 

função seja controverso, foi demonstrado que membros da subfamília Bax, que são 

monômeros localizados no citoplasma de células viáveis, translocam para a mitocôndria e 
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oligomerizam durante apoptose. É proposto que estes oligômeros contribuam para a 

permeabilização da membrana mitocondrial externa. Por outro lado, membros anti-

apoptóticos sequestram os pró-apoptóticos pela ligação ao domínio BH3. Durante a morte 

celular, apenas proteínas BH3 competem pelo domínio BH3 de membros anti-

apoptóticos, prejudicando a habilidade destes de sequestrar membros tipo Bax (Viegas e 

cols., 2008). 

 

A sinalização mitocondrial da apoptose acontece quando moléculas sequestradas entre a 

membrana mitocondrial externa e interna são liberadas para o citosol pela 

permeabilização da membrana mitocondrial externa (MOMP) (Chipuk e cols., 2008). 

 

Relata-se também a importância de proteínas 14-3-3, que petencem a uma família de 

proteinas ácidas altamente conservadas com peso molecular de 25-30 kDa. As proteínas 

14-3-3 participam nas interações proteína-proteína dependentes de fosforilação que 

controlam a progressão do ciclo celular, início e manutenção de pontos criticos de dano 

do DNA, ativação de MAP kinases, prevenção de apoptose e coordenação da sinalização 

de integrinas e dinâmica do citoesqueleto. Alterações da expressão de proteínas 14-3-3 

tem sido associadas com várias desordens, como câncer, doenças cardíacas e uma 

variedade de doenças neuodegenerativas. As proteínas 14-3-3 tem sido relacionadas por 

vários estudos recentes a potenciais bases genéticas da esquizofrenia (Bell e cols., 2000; 

Vawter e cols., 2001). Middleton e cols. relataram que o transcrito beta 14-3-3 pode ser 

único entre os genes 14-3-3 devido ao aumento associado na resposta ao haoperidol e 

diminuição no estado da doença (Middleton e cols., 2005). Foi demonstrado aumento da 
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expressão da proteína zeta/delta 14-3-3 em cérebros de ratos após estimulação 

eletroconvulsiva. Este achado pode ser associado com mecanismo terapêutico da ECT 

nos sintomas psicóticos.  

 

Foi demonstrado aumento da expressão de proteínas de transferência de fosfatidilinositol 

(PI-TPs) depois de ECT. PI-TPs são responsáveis pelo transporte de fosfatidilinositol (PI) 

e outros fosfolípides entre membranas. PI-TPs tem papel na “entrega” de PI para PI-4-

quinase, que sintetiza PI-4-5-bifosfato (PIP2). Devido a alta afinidade de PI-TPs por PIP 

e PIP2, estes lípides permanecem ligados a PI-TPs, que podem liberar estas substâncias 

para fosfolipase C (PLC) (Thomas e cols., 1993). Kauffman e cols identificaram PI-TPα 

como componente essencial para subsequente suprimento de substrato para PLC. Esta 

enzima hidroliza PIP2 para gerar segundos mensageiros: diacilglicerol (DAG) e inositol 

trifosfato (IP3). A seguir, DAG ativa proteína quinase C (PKC) via fosforilação que 

inicia a cascata de MAPK. O sistema de segundo mensageiro pode estar envolvido na 

regulação do humor, envolve o metabolismo de fosfoinositídeo (Pollack e cols., 1994). 

Neste sistema, PIP2 é hidrolizado para segundo mensageiro pós-sináptico que contribui 

para estimulação celular  crônica por alterar a atividade elétrica no neurônio. Inositol 

formado durante este processo é reciclado pela enzima inositol monofostato. Células no 

sistema nervoso central tem acesso limitado a fontes plasmáticas de inositol e dependem 

da síntese para a transdução dos sinais neuronais. Lítio, em concentrações terapêuticas 

bloqueia a atividade de inositol monofosfato, inibindo a hidrólise de fosfatos 

intermediários de inositol em inositol, que é necessário para re-síntese de PIP2 (Manji e 

cols., 1996). Como resultado, níveis de PIP2 são depletados, e o lípide não é capaz de 
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estimular a formação de quantidades adequadas de segundos mensageiros ou alterar a 

atividade elétrica. Por isso, expressão aumentada de PI-TPα em cérebros de ratos após 

estimulação eletroconvulsiva pode estar associado com o efeito estabilizador do humor 

da ECT (Lee e cols., 2009). 

 

1.5 – Akt 

 

Akt, serina-treonina proteína quinase (também conhecida como proteína quinase B, PKB) 

medeia muitos efeitos a partir de PI3K e, consequentemente, tem papel central em ambas 

sinalizações, normal e patológica, por PI3K. 

 

Ativação de Akt é um processo de várias etapas envolvendo ambas, ligação na membrana 

e fosforilação. Sobre ativação de PI3K e produção de  PtdIns-3,4,5-P3 e PtdIns-3,4-P2, 

Akt é recrutada para membrana plasmática, onde liga-se a estes fosfoinositídeos através 

do domínio PH (Franke, Kaplan, Cantley, & Toker, 1997). A ativação envolve mudança 

conformacional e fosforilação. Um dos resíduos de fosforilação situa-se no loop do 

domínio de ativação da quinase (Thr 308 da Akt1) e é fosforilado por outra proteína 

contendo domínio PH, PDK1 (revisado por Alessi, 2001, 2004). Este é o principal evento 

de ativação da fosforilação. Além disso, um segundo resíduo de fosforilação na região C-

terminal (Ser 473) é requerido para atividade completa ou máxima. A função da quinase 

serina 473 não está completamente estabelecida e o evento de fosforilação pode resultar 

da própria (Balendran et al., 1999),  de quinases ligadas a integrinas (Persad et al., 2001) 

ou da auto-fosforilação da Akt.  
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Akt fosforila uma variedade de substratos envolvidos na regulação de importantes 

funções celulares, incluindo crescimento celular e sobreviência. 

 

O mecanismo comum pelo qual fosforilação mediada por Akt resulta em inibição do 

substrato é através da regulação da localização subcelular por interação com proteínas 14-

3-3 (ex.: Bad). Como descrito anteriormente, proteínas 14-3-3 são citoplasmáticas e 

ligam-se especificamente a fosfoproteínas e as retem no citoplasma (Yaffe e cols., 1997) 

distantes dos seus alvos. Em particular o sítio “consenso” de fosforilação de Akt é 

também o de ligação de proteínas 14-3-3 (Yaffe e cols., 2001). Por exemplo, fosforilação 

de Bad por Akt inibe o efeito pró-apoptótico. No estado não fosforilado, Bad é 

transportado para a mitocôndria, onde forma um complexo com Bcl-2 ou Bcl-xl, inibindo 

a atividade anti-apoptótica destes. Inversamente, quando fosforilado, Bad associa-se com 

proteínas 14-3-3 no citoplasma.  

 

Estudos recentes de associação genética tem estabelecido uma ligação entre a 

desregulação de Akt e esquizofrenia. A principal associação de haplótipos de Akt1 com 

esquizofrenia foi demonstrada em vários cohortes independentes de pacientes com 

esquizofrenia. Além disso, atividade reduzida de Akt ou níveis de expressão foram 

também mostrados em cérebro de pacientes com esquizofrenia (Tan e cols., 2008). 

 

Devido ao fato de estimulação de receptors D2 estriatais, por dopamina, resultar em 

inibição de Akt (Amar e cols., 2008), é possível que perda parcial da função de Akt na 
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esquizofrenia resulte em respostas exacerbadas à estimulação do receptor D2, que são 

simlilares às observadas em camundongos Akt1-knockout. No mesmo sentido, 

antipsicóticos clássicos podem corrigir o desbalanço por prevenir maiores reduções da 

atividade de Akt por receptores D2. Além disso, os antipsicóticos atípicos tem 

demonstrado também ativação de Akt ou mimetize a atividade de Akt por aumentar a 

fosforilação dos seus substratos GSK-3α e GSK-3β (Aubry e cols., 2009). 

 

1.6 – GSK-3 

 

A associação de GSK-3 com desordens psiquiátricas é um conceito relativamente novo, 

que surgiu apenas em 1996. Na época, foi descoberto que GSK-3 era alvo do lítio, 

estabilizador do humor (Klein e Melton, 2006), tratamento inicial (primário) para 

transtorno do humor bipolar (Jope, 1999). Durante os dez anos seguintes, uma ampla 

variedade de estudos contribuiu para a hipótese que inibição de GSK-3 por lítio tem uma 

importante contribuição para a capacidade de estabilizador do humor exercida pelo lítio 

(Jope, 2004). Vários estudos não apenas reforçam a proposta que a inibição de GSK-3 é 

um importante alvo terapêutico para estabilização do humor, mas também indicam que a 

regulação de GSK-3 pode estar envolvida nos efeitos terpêuticos de outros medicamentos 

usados na prática psiquiátrica. Assim, evidências sugerem que a desregulação de GSK-3 

pode ocorrer na depressão e esquizofrenia, bem como no transtorno bipolar. 

 

O principal mecanismo fisiológico que regula a atividade desta proteína é a fosforilação, 

na região N-terminal, de um resíduo de serina (Ser9-GSK-3β, isoforma predominante no 
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cérebro, ou Ser21-GSK-3α). A fosforilação dessa serina inibe a atividade de GSK-3 e 

pode ser catalizada por várias quinases, como a Akt. 

 

Outro método pelo qual a capacidade desta proteína de interagir com substratos é 

limitada, é pela regulação da localização subcelular. Por exemplo, níveis nucleares de 

GSK-3 são dinamicamente regulados com mudanças nos níveis de GSK-3 nuclear 

evidentes em várias condições, e isto afeta a habilidade de fosforilar substratos nucleares, 

como certos fatores de transcrição (Bijur e cols., 2001; Watcharasit e cols., 2002). 

Sugere-se também que a inibição da serina de GSK-3 por fosforilação de compartimentos 

seletivos subcelulares que modulam localmente a atividade desta proteína, seguindo a 

ativação de sinalização para a mitocôndria, pode ter como alvo GSK-3 mitocondrial 

(Bijur e Jope, 2003). Assim, mudanças subcelulares seletivas na fosforilação e 

localização de GSK-3 podem regular as ações nos substratos dentro destes 

compartimentos. 

 

Transtorno do humor e GSK-3 

 

Transtorno afetivo bipolar e depressão maior tem prevalência, durante a vida, de 

aproximadamente 20%,  e tem importância em saúde pública devido ao risco de suicídio, 

bem como outras causas (Nestler e cols., 2002; Berns e Nemeroff, 2003; Belmaker, 2004). 

Os determinantes fisiopatológicos do transtorno do humor bipolar e depressão são 

desconhecidos. Pesquisas sobre mecanismos causais tem sido dificultadas pela falta de 

modelos animais adequados para estes transtornos (Cryan e cols., 2002). Entretanto, 
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investigações dos mecanismos de ação de agentes terapêuticos tem conduzido a possíveis 

mecanismos patológicos, e estudos recentes tem mostrado um número de conexões 

relacionando GSK-3 a causas e, especialmente, à ação de agentes terapêuticos usados 

nestes transtornos. 

 

 

1.7 – Bcl-2 e Bad 

 

Organismos multicelulares eliminam excesso, dano ou células infectadas por um 

programa de “suicídio celular”, ou apoptose (Kerr e cols., 1972). Interesse no 

controle da apoptose tem crescido exponencialmente com o reconhecimento dos 

papéis vitais no desenvolvimento normal, homeostase tecidual, e defesa contra 

patógenos (Vaux, 1994), e a compreensão que distúrbios no processo apoptótico 

podem contribuir para câncer, doenças auto-imune e degenerativas (Chao e 

Korsmeyer, 1997). 

 

Bcl-2 encontra-se na face citoplasmática da membrana mitocondrial externa, 

retículo endoplasmático e envelope nuclear e pode causar dano a estes 

compartimentos e afetar o comportamento destes, por modificar o fluxo de 

moléculas menores ou proteínas.  

 

Sabe-se como a atividade de membros da família Bcl-2 é regulada por moléculas de 

transdução do sinal. Sabe-se que proteínas quinase reguladas por fator de crescimento 
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fosforilam membros da família Bcl-2 e regulam sua função. Um alvo da fosforilação por 

quinase regulada por fator de crescimento é Bad (Yang e cols., 1995). A função de Bad é 

modulada por dois sítios de fosforilação, serina 112 (Ser-112) e serina 136 (Ser-136) 

(Gajewski and Thompson, 1996; Wang et al., 1996; Zha et al., 1996).  

 

Foi demonstrado que Akt fosforila Bad tanto in vivo quanto in vitro e que esta 

fosforilação bloqueia, de maneira eficaz, a morte celular induzida por Bad (Datta, 1997). 

 

Bad encontra-se no citosol e é fosforilado nos seus resíduos de serina (Peso L, 1997). 

Fosforilação de Bad resulta no sequestro do Bad citosólico por proteínas 14-3-3 e 

inativação desta. 

 

Apesar da alta eficácia no tratamento de desordens psiquiátricas, ECT é amplamente 

estigmatizada e ainda existem muitas questões sobre os efeitos terapêuticos e adversos, 

especialmente controvérsias se a técnica causa dano cerebral, seja funcional ou estrutural 

(Zupan e cols., 2008).  
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2-Objetivos 
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Objetivo geral 

 

Investigar o papel de vias de sinalização dopaminérgicas e proteínas da sinalização 

apoptótica após estimulação eletroconvulsiva. Avaliar os níveis de expressão da DARPP-

32, pDARPP-32 (Thr34), Akt, pAkt (Thr308), GSK-3β, pGSK-3β (Ser9), Bad, pBad 

(Ser136) em cérebro de ratos submetidos à estimulação eletroconvulsiva aguda e crônica. 

 

 

 

Objetivos específicos 

 

1. estudar o impacto da estimulação eletroconvulsiva na expressão da DARPP-32, 

pDARPP-32 (Thr34), Akt, pAkt (Thr308), GSK-3β, pGSK-3β (Ser9), Bad, pBad 

(Ser136) em diferentes regiões cerebrais de ratos; 

2. analisar o papel da estimulação eletroconvulsiva aguda e crônica sobre a 

expressão de das proteínas descritas anteriormente em cérebros de ratos; 

3. avaliar a dinâmica temporal da expressão da DARPP-32, pDARPP-32 (Thr34), 

Akt, pAkt (Thr308), GSK-3β, pGSK-3β (Ser9), Bad, pBad (Ser136) após a 

estimulação eletroconvulsiva. 

4. avaliar a expressão de proteínas da sinalização apoptótica após estimelação 

eletroconvulsiva aguda e crônica. 
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   3-Material e métodos 
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3.1 – Aparato de estimulação eletroconvulsiva e soluções: 

 

3.1.1 – Aparato de estimulação eletroconvulsiva: 

Fabricante: Ugo Basile 

 

3.1.2 – Solução de lise: 

20mM MOPS – pH7 

 2mM EGTA 

 5mM EDTA 

 30mM Floreto de sódio 

 40mM ß-glicerofosfato – pH 7,2 

 20mM Pirofosfato 

 1mM Ortovanadato de sódio 

 1mM Fenilmetilsulfonil fluoreto 

 3mM Benzamidina 

 10μM Leupeptina  

 0,5% Nonidet P40 

 

3.1.3 – Solução de Bradford 

0,06% (p/v) de azul de Comassie G-250  

 3% (v/v) de ácido perclórico 
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3.1.4 – Tampão de amostra para SDS-PAGE 

SUBSTÂNCIA QUANTIDADE 

Tris-HCl 0,5 M + 0,4 % SDS (0,04 g) 7 mL 

Glicerol 3,6 mL 

SDS 1 g 

ß-mercaptoetanol 600 μL 

Azul de bromofenol 1,2 mg 

 

3.1.5 – Tampão para eletroforese 

 

SUBSTÂNCIA QUANTIDADE 

Tris 30,28 g 

Glicina 144 g 

SDS 5 g 

H2O destilada e deionizada q.s.p. 1000 mL 

-  pH = 8,3 

 

3.1.6 – Tampão de transferência 

 

SUBSTÂNCIA QUANTIDADE 

Tris 11,63 g 

Glicina 5,86 g 

SDS 0,075 g 

Metanol 400 mL 

H2O destilada e deionizada q.s.p. 2000 mL 

-  pH = 9,0-9,5 

 

3.1.7 – Ponceau 

 

SUBSTÂNCIA QUANTIDADE 

Ponceau 0,5 g 

Ácido acético 1 mL 

H2O destilada e deionizada q.s.p. 100 mL 

 

 

 

3.1.8 – PBS 10X 

 

SUBSTÂNCIA QUANTIDADE 

Na2HPO4.2H2O 51,6 g 

NaH2PO4.H2O 11,75 g 

NaCl 20,0 g 

H2O destilada e deionizada q.s.p. 500 mL 

-  pH = 7,4 
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3.1.9 -  TBS 10X 

 

 Tris 20mM 

 NaCl 137mM 

 pH 7,4 

 

 

3.2 - Experimento em Modelo Animal: 

 

Animais Experimentais: foram utilizados ratos Wistar machos com 60 (sessenta) dias de 

vida. Os animais foram mantidos com comida e água diponíveis ad libitum, e mantidos 

em ciclos de claro/escuro de 12 horas (luzes ligadas às 07:00h). Todos os procedimentos 

experimentais foram realizados de acordo com as normas para experimentação animal do 

NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals e Sociedade Brasileira de 

Neurociências e Comportamento (SBNeC), com a aprovação do comitê de ética local. 

 

Eletrochoque: o aparato (Ugo Basile) produz uma corrente elétrica (150V, 60HZ) através 

de eletrodos (clipes) bilaterais fixados previamente nas orelhas dos animais. Cada 

estimulação produz uma convulsão tônico-clônica.  Foram utilizados dois protocolos: 

agudo e crônico. Agudo – única estimulação. Crônico – 8 (oito) estimulações, 

distribuídas ao longo de 16 dias. 

 

Coleta das amostras biológicas: a coleta do material biológico foi efetuada em diferentes 

tempos após a última estimulação: imediatamente após, 30 minutos, 03 horas, 12 horas, 

24 horas e 48 horas após. Os animais foram  sacrificados por decapitação; os cérebros 

foram removidos e fracionados nas seguintes regiões cerebrais de interesse: hipocampo, 
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estriado, córtex pré-frontal. Os tecidos foram armazenados a –80°C, para análises 

posteriores. 

 

3.3 – Dosagem de proteína 

 

 

Para a quantificação protéica foi utilizado o método descrito por Bradford. Entre 1,0 e 

2,0μL de extrato proteico foram adicionados a 1,0mL de solução de NaCl 0,15M e 1,0mL 

de reagente de Bradford (0,06% (p/v) de azul de Comassie G-250 e 3% (v/v) de ácido 

perclórico). Após a homogeneização, incubou-se a mistura por 2 minutos a temperatura 

ambiente. Foram feitas as leituras das absorbâncias no espectrofotômetro (Kinetics/ 

Endpoint System Analyser - Hitachi) no comprimento de onda de 595nm. Em cada 

dosagem, uma curva de calibração com albumina sérica bovina (BSA) (1 a 10μg) foi 

utilizada. 

 

 3.4 – Imunoblot 

 

 

Para a preparação dos extratos para imunoblot, o material foi incubado com tampão de 

lise (20mM MOPS – pH7, 2mM EGTA, 5mM EDTA, 30mM Floreto de sódio, 40mM ß-

glicerofosfato – pH 7,2, 20mM Pirofosfato, 1mM Ortovanadato de sódio, 1mM 

Fenilmetilsulfonil fluoreto, 3mM Benzamidina, 10μM Leupeptina e 0,5% Nonidet P40) 

no gelo por 30 minutos e centrifugado a 13.000g por 30 minutos a 4°C e coletado o 

sobrenadante. Em seguida, foram retiradas alíquotas para dosagem de proteínas pelo 

método de Bradford, usando BSA como padrão. Quantidades iguais de proteína (50μg) 

foram preparadas para eletroforese com tampão de amostra NuPAGE LDS (Invitrogen) e 
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10% de ß-Mercaptoetanol, incubadas a 70°C por 10 minutos e aplicadas em gel Bis-Tris 

NuPAGE 4-12% (Invitrogen) para eletroforese. Após eletroforese, foi realizada 

transferência para membrana de nitrocelulose (Hybond – Amersham Biosciences) e 

coloração com Ponceau. A eletroforese e a transferência foram realizadas conforme 

orientações do kit. Para análise de proteínas fosforiladas, as membranas foram incubadas 

em solução de bloqueio TBS 1X contendo 0,1% de Tween 20 e 5% de BSA por 50 

minutos. Para análise de proteínas fosforiladas, as membranas foram incubadas overnight 

a 4°C com anticorpo anti-pDARPP-32(Thr34) (1:1000 – AB9206 – Chemicon); anti-

pAkt (Thr308) (1:1000 – Cell Signalling), anti-pGSK-3β (Ser9) (1:1000 – Cell 

Signalling), anti-pBad(Ser136) (1:1000 – Cell Signalling) diluído em TBS 1X Tween 20 

0,1%. As membranas foram lavadas 3 vezes de 7 minutos cada, com TBS 1X Tween 20 

0,1% e em seguida, foram  incubadas com anticorpo secundário anti-mouse peroxidase-

linked IgG (1:7000 - Molecular Probes), anti-rabbit horseradish peroxidase-linked IgG 

(1:15000 - Molecular Probes) por uma hora em temperatura ambiente. As membranas 

foram submetidas à detecção quimioluminescente conforme instruções do kit ECL Plus 

(Amersham Biosciences), e vizualizadas através do ImageQuant. Posteriormente foi 

realizado stripping da membrana e proteínas totais detectadas. Para análise de proteína 

total, as membranas foram incubadas em solução de bloqueio PBS 1X contendo 0,5% de 

Tween 20 e 5% de leite desnatado por 50 minutos. Foram utilizados os seguintes 

anticorpos: anti-actina (1:3000 - MAB1521R - Chemicon), anti-DARPP-32 (1:250 - H-62 

- Santa Cruz),  anti-Akt (1:1000 – 05-591 – Upstate), anti-GSK-3β (1:500 – Cell 

Signaling),  anti-Bad (1:500 – Cell Signaling), incubadas overnight a 4°C. Após a 

incubação em anticorpos primários, as membranas foram lavadas 3 vezes e incubadas 
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com anticorpo secundário anti-mouse peroxidase-linked IgG (1:7000 - Molecular Probes), 

anti-rabbit horseradish peroxidase-linked IgG (1:15000 - Molecular Probes) por uma hora 

em temperatura ambiente, sendo os anticorpos diluídos em PBS 1X Tween 20 0,5%. Os 

processos de detecção e visualização foram realizados de acordo com o descrito para os 

sítios de fosforilação. 

 

3.5 – Análise dos imunoblots 

 

 

Bandas imunorreativas não saturadas foram submetidas à varredura densitométrica e à 

quantificação pelo Scion Image Software versão Beta 4.0.2 (Scion Corporation, National 

Institutes of Health, USA). Os valores obtidos para proteínas totais e fosforiladas foram 

corrigidos pelos respectivos valores da actina. 

 

3.6 – Análise estatística 

 

Para os dados de DARPP-32  e pDARPP-32 (Thr34), as análises foram realizadas pelo 

programa Sigmaplot/Sigmastat 9.0 através do teste de análise de variância (ANOVA) e 

foram considerados estatisticamente significativos para valores de p< 0.05 e poder >0,8 e 

valores expressos com desvio padrão. 

 

Para os dados de Akt, pAkt (Thr308), GSK-3β, pGSK-3β (Ser9), Bad, pBad (Ser136), os 

valores também foram expressos com desvio padrão. Dados foram analizados como 

descrito por Souza e cols (2008), utilizando Kruskal-Wallis one way análise de variância 

(ANOVA) se tanto normalidade quanto teste de variância com valores de  p < 0.050 (H 

score reported). Se normalidade e teste de variância mostraram valores de p > 0.050, foi 



 39 

aplicado one way ANOVA (F score reported). Valores relevantes (p < 0.050) foram 

subsequentemente localizados e analizados utilizando Holm-Sidak (múltiplas 

comparações). Este test epode ser utilizado para comparações pareadas e comparações 

versus grupo controle; é considerado como primeira linha para testes de múltiplas 

comparações (Souza e cols., 2008). Todos os resultados significativos foram corrigidos 

utilizando Holm-Sidak. Análise estatística foi realizada utilizando SigmaStat 3.0 (Systat 

Software). 
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4-Resultados 
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4.1 - Efeito da EEC aguda na expressão da DARPP-32 e fosfo-Thr
34

 no córtex pré-frontal 

e estriado 

 

ECS agudo não alterou os níveis de DARPP-32 [H(6,35) = 6.87, p = 0.333]; e fosfo-Thr
34

 

[F(6,35) = 2.337, p = 0.061] no córtex pré-frontal e os níveis de DARPP-32 [F(6,35) = 

2.115; p = 0.083] estriatais também não foram alterados. Houve alterações nos níveis 

estriatais de fosfo-Thr
34

 [H(6,35) = 19.490; p = 0.003], embora não houvesse 

significância estatística quando comparado com o grupo controle. 

 

Figura 6: Níveis de DARPP-32 e fosfo-Thr
34

 no córtex pré-frontal e estriado após EEC 

aguda. 
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4.2 - Efeito da EEC crônica na expressão de DARPP-32 e fosfo-Thr
34

 no córtex pré-

frontal e estriado 

 

A expressão de DARPP-32 no córtex pré-frontal foi aumentada nos tempos de: 30 

minutos (t = 3.868; p < 0.001) e 3 horas (t = 4.448; p < 0.001) após a última estimulação, 

quando comparada com o grupo controle. Também houve alterações  na expressão de 

DARPP-32 no tempo de 12 (t = 2.585; p = 0.017) e 24 horas (t = 2.355; p = 0.028) após a 

última estimulação, com a expressão retornando ao basal após 48 horas (t = 2.035; p = 

0.054).  

 

A expressão de fosfo-Thr
34

 aumentou no tempo zero (t = 5.128; p < 0.001), 30 minutos (t 

= 8.310; p < 0.001), 3 horas (t = 7.863; p < 0.001), 12 horas (t = 4.098; p < 0.001) e 24 

horas (t = 2.880; p = 0.008) após a última estimulação. Além disto, os níveis de fosfo-

Thr
34

 retornaram ao basal após a útima estimulação (t = 1.558; p = 0.133). 

  

Houve aumentos dos níveis estriatais de DARPP-32 nos tempos: zero (t = 4.273; p < 

0.001, corrected significance level p = 0.025), 30 minutos (t = 6.431; p < 0.001), 3 (t = 

9.129; p < 0.001), 12 (t = 6.247; p < 0.001) e 24 horas (t = 4.359; p < 0.001) após a 

última estimulação quando comparado ao grupo controle, com a expressão retornando ao 

basal em 48 horas (t = 1.436; p = 0.161).  

 

Houve aumentos da expressão de fosfo-Thr
34

 estratais nos tempos: 30 minutos (t = 5.933; 

p < 0.001),, 3 (t = 8.447; p < 0.001), 12 (t = 3.333; p = 0.002) e 24 horas (t = 3.613; p = 
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0.001) após a última estimulação do protocolo crônico, com a expressão retornando ao 

basal com 48 horas (t = 0.480; p = 0.634).  

 

 

 

Figura 7: Níveis de DARPP-32 e fosfo-Thr
34

 no córtex pré-frontal e estriado após EEC 

crônica 
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4.3 - Efeito da EEC na expressão de DARPP-32 no hipocampo 

 

Não houve alteração na expressão de DARPP-32 após estimulação aguda (Fig. 3A 

[F(6,35)= 1.117;P= 0..379]). Houve aumento da expressão de DARPP-32 no tempo zero 

após a estimulação crônica (p<0.05) (Fig. 3B [F(6,35)= 4.594;P= 0.002]).  

 

 

 

 

 

Figura 8: Níveis de DARPP-32 no hipocampo após EEC aguda e crônica 
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4.4 - Efeito da EEC na expressão de Akt, fosfo-Akt-Thr
308

, Bad, fosfo-Bad-Ser
136

, GSK-

3β, fosfo-GSK-3β-Ser
9
 no córtex pré-frontal 

 

Não houve aumento da expressão de Akt, nem de fosfo-Akt-Thr
308 

 após estimulação 

aguda, mas houve aumento da expressão de Akt, no tempo de 12 horas, e fosfo-Akt-

Thr
308 

, nos tempo de 30 minutos e 3 horas, após estimulação crônica. Não houve 

alterações na expressão de Bad, nem de fosfo-Bad-Ser
136

 após estimulação aguda. 

Também não houve alteração na expressão de Bad após estimulação crônica, mas houve 

aumentos na expressão de fosfo-Bad-Ser
136

, nos tempos de 3, 12 e 24 horas. Estimulação 

eletroconvulsiva aguda não gerou alterações na expressão de
 
GSK-3β, nem de fosfo-

GSK-3β-Ser
9
. Também não houve alteração na expressão de GSK-3β após estimulação 

crônica, mas houve aumentos de fosfo-GSK-3β-Ser
9 

em todos os tempos analizados, ou 

seja, zero hora, 30 minutos, 3, 12 24 e 48 horas.    

 

Abaixo encontram-se os valores estatísticos de cada comparação: 

Não houve alterações na expressão de Akt [F(6,35) = 0.454; p = 0.834] ou fosfo-Akt-

Thr
308 

[F(6,35) = 0.345; p = 0.905] depois da estimulação aguda (Figura 4A). Entretanto, 

aumentos significativos na expressão de Akt [F(6,35) = 2.63; p = 0.046; controle x 12h t 

= 3.46; p = 0.002] e fosfo-Akt-Thr
308 

[F(6,35) = 9.93; p = 0.00003; controle x 0.5h t = 

2.88; p = 0.008; controle x 3h t = 6.84; p < 0.000001] foram observados depois da 

estimulação crônica (Figura 4A). Não houve alteração na expressão de Bad [F(6,35) = 

1.99; p = 0.109] e fosfo-Bad-Ser
136 

[F(6,35) = 0.771; p = 0.601] depois da estimulação 
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aguda (Figura 4B). Embora não tenha sido observada alteração significativa na expressão 

de Bad depois da estimulação crônica [F(6,35) = 972; p = 0.471], houve aumento de 

fosfo-Bad-Ser
136 

[F(6,35) = 3.65; p = 0.015; controle x 0.5h t = 2.77; p = 0.012; controle 

x 3h t = 3.98; p = 0.0008; controle x 12h t = 3.16; p = 0.005] depois da EEC crônica 

(Figura 4B). Não houve diferenças na expressão de GSK-3β [F(6,35) = 1.96; p = 0.107] e 

fosfo-GSK-3β-Ser
9
 [F(6,35) = 1.01; p = 0.436] após EEC aguda (Figura 4C). Embora 

expressão de GSK-3β não tenha sido alterada [F(6,35) = 1.08; p = 0.398], houve aumento 

significativo de fosfo-GSK-3β-Ser
9 

 após estimulação crônica [F(6,35) = 2.94; p = 0.027; 

controle x 3h t = 3.63; p = 0.001] (Figura 4C). As razões entre proteínas 

fosforiladas/totais foram analizadas através dos diferentes tempos (Figura 4D). A razão 

fosfo-Akt-Thr
308

/Akt não foi alterada após estimulação aguda [F(6,35) = 0.432; p = 

0.851], mas houve aumento após estimulação crônica [F(6,35) = 3.11; p = 0.024; controle 

x 12h t = 4.22; p = 0.0003]. Não houve alteração na razão fosfo-Bad-Ser
136

/Bad após 

EEC aguda [F(6,35) = 0.378; p = 0.885], mas houve alteração após estimulação crônica 

[F(6,35) = 5.86; p = 0.001; controle x 3h t = 5.09; p = 0.00007; controle x 12h t = 4.60; p 

= 0.0002; controle x 12h t = 2.80; p = 0.011]. A razão fosfo-GSK-3β-Ser
9
/GSK-3 não foi 

alterada após EEC aguda [F(6,35) = 0.336; p = 0.911], mas houve aumentos após 

estimulação crônica [F(6,35) = 6.02; p = 0.0006; controle x 0h t = 2.25; p = 0.033; 

controle x 0.5h t = 4.69; p = 0.00009; controle x 3h t = 5.34; p = 0.00002; controle x 12h 

t = 3.76; p = 0.0009; controle x 24h t = 3.38; p = 0.002; controle x 48h t = 3.28; p = 

0.003]. 



 47 

 

 

Figura 9: Níveis de Akt, fosfo-Akt-Thr
308

, Bad, fosfo-Bad-Ser
136

, GSK-3β, fosfo-GSK-

3β-Ser
9
 no córtex pré-frontal após EEC aguda e crônica. 
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4.5 - Efeito da EEC na expressão de Akt, fosfo-Akt-Thr
308

, Bad, fosfo-Bad-Ser
136

, GSK-

3β, fosfo-GSK-3β-Ser
9
 no estriado 

 

Não houve alterações após estimulação aguda em nenhuma das seguintes proteínas: Akt, 

fosfo-Akt-Thr
308

, Bad, fosfo-Bad-Ser
136

, GSK-3β e fosfo-GSK-3β-Ser
9
. Houve aumentos 

da expressão de Akt e fosfo-Akt-Thr
308

 nos tempos de zero hora, 30 minutos, 3, 12, 24 e 

48 horas após estimulação crônica. Não houve alterações da expressão de GSK-3β após 

estimulação crônica, mas houve aumentos nos tempos de zero hora, 30 minutos, 3, 12, 24 

e 48 horas, na expressão de fosfo-GSK-3β-Ser
9
. Não houve alterações na expressão de 

Bad após estimulação crônica, mas houve aumentos de fosfo-Bad-Ser
136 

nos tempos de 

30 minutos, 3 e 12 horas. 

 

Abaixo encontram-se os valores estatísticos de cada comparação. 

Não houve diferenças na expressão de Akt [F(6,35) = 1.53; p = 0.206] e fosfo-Akt-Thr
308

 

[F(6,35) = 1.93; p = 0.111] após estimulação aguda (Figura 5A). Entretanto, houve 

aumentos significativos na expressão de Akt [F(6,35) = 26.17; p < 0.000001; controle x 

0h t = 3.27; p = 0.002; controle x 0.5h t = 1.13; p < 0.000001; controle x 3h t = 10.03; p < 

0.000001; controle x 12h t = 9.32; p < 0.000001; controle x 24h t = 6.18; p = 0.000001; 

controle x 48h t = 6.38; p < 0.000001] e fosfo-Akt-Thr
308

  [F(6,35) = 36.55; p < 

0.000001; controle x 0h t = 4.97; p = 0.00003; controle x 0.5h t = 11.77; p < 0.000001; 

controle x 3h t = 11.17; p < 0.000001; controle x 12h t = 9.08; p < 0.000001; controle x 

24h t = 4.48; p = 0.0001; controle x 48h t = 4.34; p = 0.0001] após estimulação crônica 



 49 

(Figura 5A). Não houve alteração na expressão de Bad  [F(6,35) = 1.19; p = 0.336] ou 

fosfo-Bad-Ser
136

 [F(6,35) = 0.68; p = 0.660] após estimulação aguda (Figura 5B). Não 

houve alteração significativa na expressão de Bad [F(6,35) = 7.53; p = 0.000071; controle 

x 0h t = 4.84; p = 0.00004; controle x 0.5h t = 4.73; p = 0.00005; controle x 3h t = 4.30; p 

= 0.0001; controle x 12h t = 2.91; p = 0.006], nem de fosfo-Bad-Ser
136

 [F(6,35) = 6.13; p 

= 0.0003; controle x 0.5h t = 4.33; p = 0.0001; controle x 3h t = 4.37; p = 0.0001; 

controle x 12h t = 3.08; p = 0.004] após EEC crônica (Figura 5B). Não houve alteração 

na expressão de GSK-3β [F(6,35) = 1.70; p = 0.156] e fosfo-GSK-3β-Ser
9
 [F(6,35) = 

1.12; p = 0.373] após EEC aguda (Figura 5C). Embora a expressão de GSK-3β total não 

ter sido alterada após estimulação crônica [F(6,35) = 0.867; p = 0.530], e expressão de  

fosfo-GSK-3β-Ser
9
 foi significativamente aumentada [F(6,35) = 13.24; p < 0.000001; 

controle x 0.5h t = 6.01; p = 0.000002; controle x 3h t = 7.55; p < 0.000001; controle x 

12h t = 4.13; p = 0.0003; controle x 24h t = 3.36; p = 0.002] (Figura 5C). As razões entre 

proteínas fosforiladas/totais foram analizadas através dos diferentes tempos (Figura 5D). 

A razão fosfo-Akt-Thr
308

 / Akt não foi alterada após estimulação aguda [F(6,35) = 2.42; p 

= 0.052], mas houve aumento após EEC crônica [F(6,35) = 44.48; p < 0.000001; controle 

x 0h t = 10.38; p < 0.000001; controle x 0.5h t = 13.29; p < 0.000001; controle x 3h t = 

10.77; p < 0.000001; controle x 12h t = 8.52; p < 0.000001; controle x 24h t = 4.31; p = 

0.0001; controle x 48h t = 3.79; p = 0.0007]. Não houve alteração de fosfo-Bad-

Ser
136

/Bad  após EEC aguda [F(6,35) = 1.84; p = 0.126], mas houve alterações após 

estimulação crônica [F(6,35) = 4.40; p = 0.002; controle x 0.5h t = 3.78; p = 0.0007; 

controle x 3h t = 3.98; p = 0.0004; controle x 12h t = 3.20; p = 0.003]. A razão fosfo-

GSK-3β-Ser
9
/ GSK-3β não foi alterada após estimulação aguda [F(6,35) = 1.22; p = 
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0.324], mas houve aumentos após estimulação crônica [F(6,35) = 28.42; p < 0.000001; 

controle x 0h t = 3.06; p = 0.004; controle x 0.5h t = 8.99; p < 0.000001; controle x 3h t = 

11.19; p < 0.000001; controle x 12h t = 7.71; p < 0.000001; controle x 24h t = 6.23; p < 

0.000001; controle x 48h t = 4.68; p = 0.00006]. 

 

 

Figura 10: Níveis de Akt, fosfo-Akt-Thr
308

, Bad, fosfo-Bad-Ser
136

, GSK-3β, fosfo-GSK-

3β-Ser
9
 no estriado após EEC aguda e crônica. 
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4.6 - Efeito da EEC na expressão de Akt, fosfo-Akt-Thr
308

, Bad, fosfo-Bad-Ser
136

, GSK-

3β, fosfo-GSK-3β-Ser
9
 no hipocampo 

 

Não houve alterações na expressão de Akt, fosfo-Akt-Thr
308

, de fosfo-GSK-3β-Ser
9
 e 

Bad, após estimulação aguda, mas houve aumenots na expressão de GSK-3β, nos tempos 

de zero hora, 30 minutos, 3 e 12 horas, e de fosfo-Bad-Ser
136

, nos tempos de 30 minutos e 

3 horas. Houve aumentos em todas as proteínas analisadas, após estimulação crônica. 

Houve aumentos da expressão de Akt, nos tempos de zero hora, 30 minutos, 3, 12, 24 e 

48 horas e de  fosfo-Akt-Thr
308

, nos tempos de 30 minutos e 3 horas. Houve aumentos na 

expressão de 
 
de GSK-3β, nos tempos de zero hora, 30 minutos e 3horas, e de fosfo-

GSK-3β-Ser
9
, nos tempos de zero hora, 30 minutos, 3, 12, 24 e 48 horas. Houve 

aumentos na expressão de Bad, nos tempos de zero hora, 30 minutos, 3, 12, 24 e 48 

horas, e de fosfo-Bad-Ser
136

, nos tempos de 30 minutos, 3, 12, 24 e 48 horas.  

 

Abaixo encontram-se os valores estatísticos de cada comparação. 

Não houve alterações na expressão de Akt [F(6,35) = 1.08; p = 0.398] e fosfo-Akt-Thr
308

  

[equal variance < 0.05; H(6,35) = 9.20; p = 0.162] após estimulação aguda (Figura 6A). 

Entretanto, aumentos significativos da expressão de Akt  [F(6,35) = 20.74; p < 0.000001; 

controle x 0h t = 7.71; p < 0.000001; controle x 0.5h t = 8.43; p < 0.000001; controle x 

3h t = 7.57; p < 0.000001; controle x 12h t = 4.34; p = 0.0001; controle x 24h t = 2.53; p 

= 0.016; controle x 48h t = 2.68; p = 0.011]  e  fosfo-Akt-Thr
308

 [F(6,35) = 11.86; p = 

0.000001; controle x 0h t = 3.63; p = 0.001; controle x 0.5h t = 6.55; p < 0.000001; 

controle x 3h t = 5.77; p = 0.000003; controle x 12h t = 2.70; p = 0.011] foram 
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observados após estimulação crônica (Figura 6A). Não foi observada alteração da 

expressão de Bad após estimulação aguda [F(6,35) = 2.41; p = 0.052]; houve aumentos 

da expressão de fosfo-Bad-Ser
136

 altered [F(6,35) = 4.01; p = 0.005; controle x 3h t = 

4.20; p = 0.0002] após EEC aguda (Figura 6B). Houve aumentos significativos na 

expressão de Bad [F(6,35) = 22.73; p < 0.000001; controle x 0h t = 3.90; p = 0.0005; 

controle x 0.5h t = 7.45; p < 0.000001; controle x 3h t = 3.99; p = 0.0004] e fosfo-Bad-

Ser
136

 [F(6,35) = 53.92; p <0.000001; controle x 0h t = 5.51; p = 0.000007; controle x 

0.5h t = 13.77; p < 0.000001; controle x 3h t = 4.93; p = 0.00003; controle x 12h t = 2.88; 

p = 0.007] após estimulação crônica (Figura 6B). Houve diferenças significativas na 

expressão de GSK-3β [F(6,35) = 2.75; p = 0.031; controle x 0h t = 2.85; p = 0.008; 

controle x 0.5h t = 3.82; p = 0.0006; controle x 3h t = 2.69; p = 0.017; controle x 12h t = 

2.59; p = 0.014; controle x 24h t = 2.43; p = 0.021], embora não tenha sido observada 

difernça na expressão de fosfo-GSK-3β-Ser
9
 após estimulação aguda [F(6,35) = 2.24; p = 

0.068] (Figura 6C). Aumento significativo da expressão de GSK-3β [F(6,35) = 8.40; p = 

0.00002; controle x 0h t = 2.65; p = 0.012; controle x 0.5h t = 4.44; p = 0.0001; controle 

x 3h t = 5.66; p = 0.000004; controle x 12h t = 4.18; p = 0.0002; controle x 24h t = 2.83; 

p = 0.008] e fosfo-GSK-3β-Ser
9
 [F(6,35) = 15.02; p < 0.000001; controle x 0.5h t = 5.31; 

p = 0.00001; controle x 3h t = 7.45; p < 0.000001; controle x 12h t = 4.91; p = 0.00003; 

controle x 24h t = 2.60; p = 0.014] após estimulação crônica foram observados (Figura 

6C). As razões entre proteínas fosforiladas/totais foram analizadas através dos diferentes 

tempos (Figura 6D). Não houve alteração de fosfo-Akt-Thr
308

/Akt após estimulação 

aguda [F(6,35) = 1.05; p = 0.420], mas houve aumentos após EEC crônica [F(6,35) = 

5.99; p = 0.0004; controle x 0.5h t = 4.53; p = 0.00009; controle x 3h t = 4.35; p = 



 53 

0.0001]. Houve alterações de fosfo-Bad-Ser
136

/Bad após estimulação aguda [F(6,35) = 

4.49; p = 0.002; controle x 0.5h t = 4.01; p = 0.0004; controle x 3h t = 3.20; p = 0.003] e 

crônica [F(6,35) = 32.35; p < 0.000001; controle x 0h t = 4.99; p = 0.00002; controle x 

0.5h t = 10.37; p < 0.000001; controle x 3h t = 4.07; p = 0.0003; controle x 12h t = 3.71; 

p = 0.0008].  Não houve alteração de fosfo-GSK-3β-Ser
9
/ GSK-3β após estimulação 

aguda F(6,35) = 1.15; p = 0.355], mas houve aumentos após EEC crônica  [F(6,35) = 

15.62; p < 0.000001; controle x 0.5h t = 6.14; p = 0.000001; controle x 3h t = 7.20; p < 

0.000001; controle x 12h t = 5.23; p = 0.00001; controle x 24h t = 3.29; p = 0.002].  

 

Figura 11: Níveis de Akt, fosfo-Akt-Thr
308

, Bad, fosfo-Bad-Ser
136

, GSK-3β, fosfo-GSK-

3β-Ser
9
 no hipocampo após EEC aguda e crônica 
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Tabela 1 – Valores estatisticamente significativos após ECS. 
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Córtex pré-frontal – estimulação aguda: 

 

proteínas 0h 30min 03h 12h 24h 48h 

Akt       

pAkt Thr
308 

      

Bad       

pBad Ser
136 

      

GSK-3β       

pGSK-3β Ser
9
       

 

Córtex pré-frontal – estimulação crônica: 

 

proteínas 0h 30min 03h 12h 24h 48h 

Akt    X   

pAkt Thr
308 

   X   

Bad       

pBad Ser
136 

  X X   

GSK-3β       

pGSK-3β Ser
9
 X X X X X X 

 

 

Estriado – estimulação aguda: 

 

proteínas 0h 30min 03h 12h 24h 48h 

Akt       

pAkt Thr
308 

      

Bad       

pBad Ser
136 

      

GSK-3β       

pGSK-3β Ser
9
       

 

 

Estriado – estimulação crônica: 

 

proteínas 0h 30min 03h 12h 24h 48h 

Akt X X X X X X 

pAkt Thr
308 

X X X X X X 

Bad       

pBad Ser
136 

 X X X   

GSK-3β       

pGSK-3β Ser
9
 X X X X X X 
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Hipocampo – estimulação aguda: 

 

proteínas 0h 30min 03h 12h 24h 48h 

Akt       

pAkt Thr
308 

      

Bad       

pBad Ser
136 

 X X    

GSK-3β X X     

pGSK-3β Ser
9
       

 

 

Hipocampo – estimulação crônica: 

 

proteínas 0h 30min 03h 12h 24h 48h 

Akt X X X X X X 

pAkt Thr
308 

 X X    

Bad X X X    

pBad Ser
136 

X X X X   

GSK-3β X X X X X  

pGSK-3β Ser
9
  X X X X  

 

 

 

 

 

Tabela 2 – resumo dos resultados 
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5-Discussão 

 

 

Nutt e Gutt (2008) revisaram os efeitos de um tratamento com oito sessões de ECT e 

propuseram que ECT influencia neurotransmissores monoaminérgicos em cada estágio 

do tratamento. Após a primeira e segunda estimulações, observou-se aumento na função 

do receptor de dopamina, e os pacientes melhoraram o apetite e motivação. Depois da 

estimulação eletroconvulsiva inicial, pacientes com depressão grave (mesmo com apenas 

uma estimulação) podem, algumas vezes, ter um curto período, no qual aceitam água e 

comida e depois retornam ao estado depressivo. Após estimulações adicionais, o interesse 

dos pacientes torna-se mais duradouro e, com o tempo, apetite e motivação são 

recuperados. O que sugere uma ligação direta entre esta mudança da função 

dopaminérgica e estes comportamentos. 
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Da terceira a quinta estimulações, há aumento da norepinefrina sináptica. Os mecanismos 

para este aumento devem-se, provavelmente, a algumas mudanças na regulação de 

receptores auto-inibitórios, que inibem a liberação de norepinefrina, e torna-se 

dessensibilizado depois de algumas estimulações. Esta dessensibilização leva ao aumento 

de norepinefrina, que leva ao aumento da energia e atenção. Neste ponto, os pacientes 

tornam-se mais ativos apesar de ainda apresentarem ideação depressiva . 

 

Da sexta a oitava estimulações, grandes benefícios para os pacientes podem ser vistos 

quandos os sintomas da depressão remitem completamente. A função serotoninérgica é 

aumentada neste estágio do tratamento, e acredita-se estar associada com mudança 

positiva no comportamento, perda da negatividade na cognição, e fim da ansiedade que 

frequentemente coexiste com depressão (Nut e Gutt, 2008).  

 

Baseado em dados provenientes de estudos de tratamentos farmacológicos e ECT, é 

possível relacionar sintomas da depressão a mecanismos neuroquímicos específicos.  

Norepinefrina pode estar relacionada a alerta e energia, bem como ansiedade, atenção e 

interesse no cotidiano da vida; serotonina à ansiedade, obsessões e compulsões; e 

dopamina à atenção, motivação, prazer e recompensa, bem como interesse. Aumento de 

um destes três neurotransmissores pode elevar o humor, mas outros elementos da 

depressão podem ser particularmente responsáveis para um determinado 

neurotransmissor. 
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Já foi mostrado que a sinalização dopaminérgica realça a expressão de DARPP-32 e sua 

fosforilação. Nomikos e cols (1991) mostraram aumento dos níveis estriatais de 

dopamina superior a 1310% do nível basal com a administração da EEC. Yoshida e cols. 

(1997) mostraram maiores efeitos das concentrações extracelulares de dopamina, pós-

EEC, no estriado comparado ao córtex frontal. Nossos resultados também mostraram que 

a fosforilação da DARPP-32 induzida por EEC foi maior no estriado que no córtex pré-

frontal. EEC aguda não aumentou a expressão de DARPP-32, nem de fosfo-DARPP-32-

Thr
34

 em nenhuma região cerebral analizada. EEC crônica induziu mudanças 

significativas na expressão de DARPP-32 e fosfo-DARPP-32-Thr
34 

no córtex pré-frontal, 

estriado e expressão de DARPP-32 no tempo de zero hora no hipocampo. Estes 

resultados corroboram nossos resultados prévios, que mostram alteração da 

expressão proteica, principalmente após EEC crônica (Rosa e cols. 2007).  Têm sido 

proposto que os maiores benefícios da ECT são por tratamento crônico e sessões 

repetidas na prática clínica (Tess e Sametana, 2009). O relato da maioria dos 

estudos que avaliaram expressão proteica ou liberação de neurotransmissor é de 

que mudanças mais significativas acontecem mais após EEC crônica, que EEC aguda 

(Nomikos et al. 1991, Nibuya et al. 1995, Smith and Sharp 1997, Yoshida et al. 1997, 

Hsieh et al. 1998, Yoshida et al. 1998, Zetterstrom et al. 1998, Glass 2001), o que 

corrobora dados estatisticamente significativos após estimulação crônica. 

 

Há radioimunoensaios que indicam a presença de DARPP-32 no estriado, córtex, 

hipocampo, que foram confirmados pelos dados encontrados, para essas, regiões neste 

trabalho (figura 7). 
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Figura 12: Níveis de proteicos (A, B) e de RNAm (C,D) de DARPP-32 em cérebros de ratos 

(modificado de htpp://www.pubmed.com). 

 

Guitari e Nestler (1992) demonstraram indução de aumento da imunoreatividade de 

DARPP-32 por administração crônica de lítio. Administração crônica de imipramina ou 

tanilcipromina produziu aumento similar nos níveis da DARPP-32 no córtex frontal. 

Níveis aumentados de DARPP-32 podem refletir um efeito funcional comum no córtex 

frontal após exposição de longo tempo ao lítio e outros medicamentos antidepressivos, 

um efeito possivelmente relacionado às ações clínicas destes medicamentos. No córtex 

pré-frontal, a dopamina tem papel definido na regulação da atenção e motivação. Apesar 

da falta de forte evidência, acredita-se que uma relativa disfunção da dopamina no córtex 

pré-frontal possa contribuir para a perda de energia mental, perda da iniciativa e fadiga, 

que comumente acompanham a depressão (Nutt e cols., 2008). Nossos resultados 

C D 

A B 
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mostraram aumento na expressão de DARPP-32 e fosfo-DARPP-32-Thr
34

 , em vários 

tempos de estimulação, no córtex pré-frontal pós-estimulação crônica. 

 

Sabe-se, também, que córtex pré-frontal e estriado recebem fibras, convergentes, 

aferentes serotoninérgicas e dopaminérgicas. Foi demonstrado que EEC tem efeitos no 

sistema serotoninérgico, como: aumento da transmissão serotoninérgica no hipotálamo, 

via dessensibilização de auto-receptores 5-HT1A ; diminuição da expressão de RNAm do 

transportador de serotonina (5-HTT); e/ou aumento do receptor 5-HT2A por protocolos de 

EEC aguda e crônica. Estes dados podem explicar, parcialmente, a eficácia da ECT na 

depressão resistente à farmacoterapia (Dremencov e cols., 2002). Regulação de DARPP-

32 induzida por serotonina foi, também, demonstrada por Svenningsson (2002), sendo 

mediada primariamente via ativação de 5-HT4 e 5-HT6 , regulando a fosforilação na Thr
34

 

e Thr
75

, enquanto a regulação da Ser
137

 era mediada primariamente por receptores 5-HT2. 

Estes três caminhos parecem inibir PP1 através de mecanismos sinérgicos. Sabe-se que a 

desfosforilação de CREB está sob o controle de PP1. De acordo com o que tem sido 

proposto, sugere-se um possível aumento nos níveis de expressão da DARPP-32, não 

apenas pela ativação da via dopaminérgica através de receptores de dopamina do tipo 1 

(D1), mas possivelmente por ativação de receptores serotoninérgicos (figura 8). 
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Figura 13: Vias pelas quais a transmissão serotoninérgica pode regular o estado de fosforilação 

da DARPP-32. Modificado de Svenningsson e cols., 2002. 

 

Outra possível explicação para a alteração dos níveis de DARPP-32 são as possíveis 

ações do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) na expressão desta proteína. O 

BDNF pertence a uma família de neurotrofinas que interage com alta afinidade aos 

receptores de proteína quinase (TrK). O gene do BDNF apresenta uma estrutura 

complexa com múltiplos elementos regulatórios e quatro promotores que são expressos 

diferencialmente nos tecidos centrais e periféricos (Nagatsu e Sawada, 2005).  

 

Neurotrofinas regulam a sobrevivência e diferenciação neuronal durante o 

desenvolvimento, mas evidências crescentes também indicam que elas estão envolvidas 

em várias funções na fase adulta, incluindo processos de plasticidade. A expressão de 

BDNF no sistema nervoso central é modificada por vários tipos de injúrias cerebrais 

(estresse, isquemia, atividade convulsiva, hipoglicemia, entre outras) e alterações na sua 

expressão podem contribuir para algumas patologias, como depressão, epilepsia, doença 

de Alzheimer e de Parkinson. 

p-CREB 

Expressão 

DARPP-32 
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Em cultura de células estriatais embrionárias de camundongos, a dopamina tem sido 

mostrada capaz de regular os níveis de RNAm e proteína de BDNF através da ativação de 

receptores D1. Além disso, o elemento responsivo à AMPc (CRE) foi identificado no 

promotor III do BDNF humano, que participa da modulação dopaminérgica na expressão 

de BDNF via receptor do tipo D1. Estes dados apontam para a importância da regulação 

dopaminérgica do BDNF na via nigroestriatal (Fang e cols, 2003; Kuppers e cols, 2001)  

 

Relata-se que a indução de convulsões químicas ou elétricas aumenta a expressão de 

BDNF e de seu receptor TrkB no cérebro de roedores. Estudos sugerem que a ativação 

dos receptores NMDA contribui para a regulação do BDNF e para as mudanças 

morfológicas a ela associadas (Zetteerstrom e cols., 1998). As cascatas a partir da 

ativação do BDNF promovem aumento na fosforilação de CREB, que é um fator de 

transcrição, e pode favorecer o aumento na expressão de DARPP-32. 

 

Além do estriado, receptores D1 são expressos no córtex e regiões límbicas, que enviam 

projeções glutamatérgicas para o estriado. Ativação de receptores D1 podem afetar a 

liberação de glutamato estriatal, que pode resultar em mudanças na fosforilação de 

ambas, Thr
34

 e Thr
75

, em neurônios estriato-nigrais e estriato-palidais (Nishi e cols., 

2005). 

 

Receptores D1 também foram encontrados nos terminais estriato-nigrais, e estimulação 

destes receptores pode aumentar a liberação de GABA na área tegumentar ventral. Isto 
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poderia resultar em níveis dopaminérgicos estriatais diminuídos e poderia explicar o 

aumento observado na fosforilação da Thr
34

 em neurônios D2 (Bateup e cols., 2008). 

Pode-se observar nos nossos resultados aumento na expressão de DARPP-32 e fosfo-

DARPP-32-Thr
34

 em vários tempos, no estriado, após estimulação crônica. 

 

Antidepressivos inibidores da recaptação seletiva de serotonina (SSRI), como a 

fluoxetina, têm mostrado realçar a sinalização de PKA em vários níveis, no hipocampo e 

córtex frontal (Svenningsson e cols., 2002). Depressão e sintomas depressivos estão 

frequentemente presentes em pacientes com esquizofrenia. Uma variedade de mudanças 

no sistema serotoninérgico são associadas com comportamento suicida em ambos, 

transtornos do humor e psicótico (De Luca e cols., 2007). Baseado na associação de 

mudanças no sistema serotoninérgico e suicídio, relatos prévios de alterações da DARPP-

32  na esquizofrenia e interação entre sinalização serotoninérgica e DARPP-32, Feldcamp 

(2008) analizou a expressão de DARPP-32, em cérebro pós-morte, de pacientes com 

esquizofrenia que morreram por suicídio e relatou associação da diminuição da expressão 

de RNAm de DARPP-32 e suicídio em pacientes com esquizofrenia. 

 

Os resultados demonstraram que EEC aguda não alterou a expressão de DARPP-32 e 

fosfo-DARPP-32-Thr
34 

, mas estimulação crônica induziu aumento de DARPP-32 e 

fosfo-DARPP-32-Thr
34

  em vários tempos após a última estimulação no córtex pré-

frontal e estriado, e no tempo zero no hipocampo, o que corrobora com prévios resultados 

do nosso grupo.  A indução de DARPP-32 afeta vários caminhos de sinalização 

diferentes, como os que envolvem receptores, canais iônicos e fatores de transcrição 
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(Svenningsson e cols., 2004; Greengard, 2001). Resultados na expressão de proteínas 

envolvidas nestas sinalizações são relevantes para desordens psiquiátricas e tratamento, 

particularmente ECT e podem contribuir para melhor compreensão dos mecanismos 

responsáveis pela melhora clínica do paciente. 

 

Sugere-se que um dos mecanismos pelos quais a ECT acarreta em melhora clínica seja 

através de mecanismos de plasticidade glial e neuronal, com destaque para a enolase 

neuronal específica (Manev e cols., 2003). Enolase neuronal específica (NSE) é uma 

enzima de sinalização glicolítica, sendo a isoforma γγ predominantemente neuronal. Uma 

vez que NSE não é fisiologicamente secretada, aumentos nos níveis periféricos têm sido 

relacionados, especificamente, a dano neuronal, como mostrado em danos cerebrais 

traumáticos (Herrmann e cols., 1999) e crises epilepticas (Rabinowicz e cols., 1996). 

Busnello e cols (2006) mostraram que níveis de NSE no líquido cérebro-espinhal, de 

ratos, permaneceu constante, em todas as medidas, em modelos de estimulação 

eletroconvulsiva aguda e crônica. Estes resultados estão de acordo com trabalhos que 

sugerem que EEC não causa dano neuronal. 

 

Ainda assim, um dos objetivos da biologia moderna é elucidar quais são os mecanismos 

envolvidos na “decisão celular” para morte celular programada. Apoptose é um processo 

complexo, que é controlado não apenas por sinais externos, mas também por um 

programa genético interno (Viegas, 2008). Estudos avaliando a expressão de proteínas 

envolvidas nesta sinalização ainda são escassos. Os resultados deste trabalho mostraram 

alterações significativas na expressão das seguintes proteínas: Akt, fosfo-Akt-Thr
308

, Bad, 
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fosfo-Bad-Ser
136

, GSK-3β, fosfo-GSK-3β-Ser
9
, após EEC, principalmente estimulação 

crônica. Tais proteínas participam da sinalização apoptótica e o aumento observado nos 

resíduos de fosforilação sugere “neuroproteção” após EEC. 

 

Fosfatidilinositol 3-Kinase (PI3K) exerce um papel crucial nas alterações dos efeitos em 

amplas funções celulares em resposta à sinais extracelulares. Um efetor chave de PI3K é 

Akt, que em resposta à ativação de PI3K fosforila e regula a atividade de vários alvos, 

incluindo quinases, fatores de transcrição e outras moléculas regulatórias. Akt é regulador 

chave de várias funções celulares críticas, como metabolismo de glicose, proliferação 

celular e sobrevivência. Ativação de Akt envolve ambos, ligação à membrana e 

fosforilação. 

 

Foi descrito que camundongos Knock-out para Akt1 são menores e têm tempo de vida 

menor quando expostos à estresse genotóxico, comparado com selvagens. Além disso, 

eles mostram aumento da apoptose espontânea (Chen e cols., 2001; Cho, Mu e cols., 

2001). 

 

Tem sido mostrado que EEC induz neurogênese no hipocampo de ratos e esta é uma 

região relacionada à patogênese de desordens psiquiátricas, como depressão (Madsen e 

cols., 2000; Scott e cols., 2000).
 
Os efeitos da EEC na sinalização PI3K-Akt no cérebro 

de ratos não é bem definida (Kang e cols., 2004). Relata-se que ativação de PI3K-Akt 

está envolvida, independente do seu papel no desenvolvimento e sobrevivência celular, 

na memória e plasticidade sinaptica (Li e cols., 2001; Sweatt, 2001). Estes dados também 
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sugerem que o sistema PI3K-Akt é um dos mediadores potenciais dos efeitos moleculares 

da EEC. Foi mostrado por Kang e cols (2004) que EEC ativa Akt no hipocampo de ratos.  

 

Foi analisada por Brywe e cols. (2005) a expressão de Akt após injúria cerebral, no 

hipocampo e córtex cerebral. Após dano cerebral, por isquemia hipóxica, Brywe cols 

(2005) mostraram que o efeito protetor cerebral foi acompanhado por aumento da 

fosforilação de Akt. Fosforilação de Akt pode inibir apoptose por inativar vários alvos 

pró-apoptóticos, incluindo Bad e GSK-3 (Datta e cols., 1997; Pap e Cooper, 1998). 

Nossos resultados corroboram estes dados e mostrando aumentos na fosforilação da Akt-

Thr
308

, no hipocampo, após EEC crônica. Houve aumentos na expressão de Akt e fosfo-

Akt-Thr
308

 , em vários tempos analisados, no estriado e em alguns tempos no córtex pré-

frontal, após estimulação crônica.  

 

 

Existem evidências de que a sinalização por Akt tem um papel na patogênese da 

esquizofrenia. Estas incluem evidências convergentes para diminuição dos níveis 

proteícos de Akt1 e níveis da fosforilação do substrato em cérebro de alguns indivíduos 

com esquizofrenia (Emamian e cols., 2004; Zhao e cols., 2006) e evidências 

farmacológicas indicando que medicamentos usados no controle de psicoses, como lítio, 

haloperidol e clozapina, podem agir como ativadores da sinalização de Akt in vivo 

(Emamian e cols., 2004; Beaulieu e cols., 2004), ou in vitro (Beaulieu e cols., 2005). 

Além disso, Akt é chave de uma sinalização intermediária do receptor D2, alvo de 

medicamentos antipsicóticos melhor estabelecido. A função de Akt é importante para 

transmissão dopaminérgica normal e expressão de comportamentos associados à 
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dopamina (Beaulieu e cols., 2005) em várias maneiras distintas, mas talvez cooperativo 

com DARPP-32, tradicionalmente associada com receptores D1. 

 

Dados diversos e convergentes de ambos, in vivo e relatos pós-morte, sugerem que o 

córtex pré-frontal seja central na fisiopatologia da esquizofrenia (Mirnics, 2001; Davis e 

cols., 2003). Embora estudos de indivíduos com esquizofrenia sejam, em princípio, 

confundidos pelo efeito do tratamento e do curso da doença, estudos mais recentes em 

modelos animais têm levado a genes candidatos à susceptibilidade (Paterlini e cols., 

2005; Koike e cols., 2006), que são livres de influências, e também revelaram déficts no 

funcionamento do córtex pré-frontal. Trabalhos em modelos animais têm mostrado que 

atividade de Akt correlaciona e modula os efeitos da transmissão dopaminérgica no 

gating sensório-motor (Emamian e cols., 2004) e atividade locomotora (Beaulieu e cols., 

2004), dois comportamentos usados como modelo para sintomas positivos, da doença, em 

camundongos. Foi mostrado por Lai e cols (2006) que a deficiência de Akt1 cria um 

contexto permissivo para interações gene-gene e gene-ambiente, que pode modular o 

funcionamento do córtex pré-frontal e afetar o risco à doença e expressão da síndrome 

clínica. 

 

A replicação da associação do gene Akt1 em amostras de famílias, em indivíduos 

caucasianos, reforça o envolvimento da sinalização de Akt na esquizofrenia, talvez 

compreendendo um fenótipo clínico maior, que inclui desordens do humor. Foi mostrado 

por Thiselton e cols (2008) que a sinalização de Akt pode estar comprometida em 

pacientes com esquizofrenia e transtono do humor bipolar, via expressão reduzida de 

RNAm para específicas isoformas de Akt. 
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Relata-se que espécies reativas a oxigênio, derivadas de hipóxia e reoxigenação durante 

isquemia cerebral focal transitória, são associadas com vias de sinalização que levam a 

morte ou sobrevivência neuronal, dependendo da severidade e duração do insulto 

isquêmico. A sinalização de sobrevivência de Akt é regulada por estresse oxidativo. Song 

e cols (2008) induziram isquemia cerebral moderada em camundongos, mais 

especificamente no córtex e estriado. Após a utilização do inibidor da fosforilação de 

Akt, houve aumento do volume do infarto isquêmico e fragmentação do DNA 

relacionada à apoptose. Apesar de não existirem muitos dados avaliando a expressão de 

Akt após EEC, fica clara a importância desta via de sinalização, principalmente quando 

relacionada a possíveis danos cerebrais. Os resultados deste estudo confirmam dados da 

literatura e foi observado aumento da fosforilação de Akt, que indica proteção em relação 

à apoptose. 

 

 

Foi demonstrado em vários estudos que Akt fosforila várias moléculas de sinalização, 

como GSK-3  (Brunet e cols., 2001; Kandel and Hay, 1999). GSK-3 é ativo 

constitutivamente e pode ser inativado através da fosforilação de resíduos de serina, Ser
21

 

(GSK-3α) e Ser
9
 (GSK-3β), dos seus respectivos domínios regulatórios amino-terminal 

(Jope e Johnson, 2004). Estudos da sinalização celular alterada em resposta à persistentes 

níveis elevados de dopamina celular identificaram uma redução na fosforilação/atividade 

de Akt e uma ativação concomitante de ambos, GSK-3α e GSK-3β no estriado de 

camundongos knockout para o transportador de dopamina (DAT-KO).  
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Foi demonstrado que ativação de PI3K e que a fosforilação de Akt medeiam 

sobrevivência neuronal induzida por fator de crescimento in vitro (Kulik e cols., 1997). 

Como dito, fosforilação de Akt pode inibir apoptose por inativar vários alvos pró-

apoptóticos (Datta e col., 1997; Pap e Cooper., 1998; Brunet e cols., 1999). GSK-3β tem 

papel na apoptose e tem sido sugerido ser um alvo chave da sinalização de sobrevivência 

PI3K/Akt (Pap e Cooper, 1998). Após isquemia hipóxica em cérebros de ratos, GSK-3β é 

ativado por desfosforilação e translocado para o núcleo, onde pode contribuir para o dano 

cerebral (Brywe e cols., 2005), e já foi mostrado que a inibição de GSK-3β reduz o 

tamanho do infarto em modelo de trauma (Kelly e cols., 2003).  

 

A descoberta que o lítio inibia diretamente GSK-3 (Klein e Melton, 1996) introduziu o 

conceito que esta ação pode contribuir para os efeitos terapêuticos, e que GSK-3 poderia 

estar desregulada nos transtornos do humor. Foi demonstrado que tratamento crônico (4 

semanas), in vivo, com doses terapeuticamente relevantes de lítio aumentou em várias 

vezes a fosforilação da Ser
9
 da GSK-3 em regiões cerebrais de camundongo (De Sarno e 

cols., 2002). Aumento na fosforilação da serina, seguido de administração de lítio indica 

que efeito inibitório moderado do lítio na GSK-3 é amplificado por este mecanismo de 

fosforilação. 

 

Outras terapias usadas para transtornos do humor também tem sido relacionadas à 

inibição desta proteína. É intrigante o fato de que três terapias para estabilização do 

humor, lítio, ácido valpróico e eletroconvulsoterapia tenham mecanismo de ação comum, 
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gerando inibição de GSK-3. Estes relatos suportam as evidências de que a inibição de 

GSK-3 contribui para ações terapêuticas dos estabilizadores do humor. 

 

Evidências mais diretas de prejuízo na sinalização Akt/GSK-3 em indivíduos com 

esquizofrenia foi relatada. Emamian e cols. (2004) relataram diminuição de 

aproximadamente 50% nos níveis proteicos da Akt1 no córtex frontal e em linfócitos de 

indivíduos com esquizofrenia comparado com controles. Administração de haloperidol 

em camundongos aumentou a ativação da fosforilação de Akt e a fosforilação da serina 

de GSK-3 no cérebro. A diminuição da sinalização de Akt para GSK-3 na esquizofrenia e 

modulação corretiva por antagonista dopaminérgico  suporta um papel potencial da 

sinalização acoplada ao receptor de dopamina para Akt e GSK-3 na patogênese da 

esquizofrenia. Também foram relatado níveis diminuídos da fosforilação da ser
9
-GSK-3 

em amostras de indivíduos com esquizofrenia comparados com controles, como avaliado 

por análises de imunoblot (Emamian e cols., 2004). 

 

Medicamentos que agem na neurotransmissão serotoninérgica, como SSRI, inibidores da 

monoamina oxidase  e antidepressivos tricíclicos, tem mostrado inibir GSK-3β  por 

aumentar a fosforilação na região amino-terminal em várias regiões cerebrais, como: 

córtex frontal, hipocampo e estriado de camundongos normais (Beaulieu e cols., 2004). 

Antipsicóticos típicos, como haloperidol, exercem a maioria das suas ações por bloquear 

receptores de dopamina do tipo D2, sugerindo papel para neurotransmissão 

dopaminérgica na etiologia da esquizofrenia. É possível que a regulação da sinalização 

Akt/GSK-3 por receptores D2 possa ser crítica para a ação de antipsocóticos típicos (Jope 
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e Roh, 2006). Além disso, antipsicóticos atípicos têm mostrado ativar Akt por aumentar a 

fosforilação do seu substrato, GSK-3β. Nossos resultados corroboram a ação de 

antipsicóticos e medicamentos que agem na sinalização serotoninérgica e houve 

aumentos na expressão de fosfo-Akt-Thr
308 

e fosfo-GSK3β-Ser
9
 após estimulação crônica 

no estriado, hipocampo e córtex pré-frontal; uma vez que ECT é usada no tratamento de 

desordens psiquiátricas, o possível envolvimento na ação de drogas psicotrópicas 

aumenta a possibilidade de que essas moléculas podem contribuir para o 

desenvolvimento de várias condições psiquiátricas, como esquizofrenia, transtorno 

bipolar e depressão maior. Além disso, redução nos níveis proteicos de Akt tem sido 

observado no cérebro de pacientes com esquizofrenia . 

 

Um dos mecanismos pelos quais a fosforilação mediada por Akt resulta em inibição do 

substrato, é através da regulação da localização subcelular por interação com proteínas 

14-3-3 (por exemplo, Bad). Proteínas 14-3-3 são proteínas citoplasmáticas que ligam 

especificamente a fosfoproteínas e as retém no citoplasma (Yaffe e cols., 1997), longe 

dos seus alvos. Em particular, o sítio consenso de fosforilação de Akt, é também o de 

ligação com proteínas 14-3-3 (Yaffe e cols., 2001). Por exemplo, a fosforilação de Bad, 

por Akt, inibe o efeito pró-apoptótico. No estado não fosforilado, Bad é levado para 

mitocôndria, onde forma um complexo com Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) ou Bcl-XL, 

inibindo a atividade anti-apoptótica destes. Quando fosforilado, Bad associa a proteínas 

14-3-3 no citoplasma. Middleton e cols (2005) relataram que o transcrito beta 14-3-3 

poderia ser o único entre os genes 14-3-3 a estar associado com aumento na resposta à 

haloperidol e diminuição no estado da doença. Lee e cols (2009) relataram aumento da 
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expressão da proteína 14-3-3 zeta/delta em cérebro de ratos tratados com EEC. Estes 

dados sugerem uma associação com mecanismos terapêuticos da ECT nos sintomas 

psicóticos. Foi demonstrado por Jeon (2008) aumento da ligação de Bad a proteínas 14-3-

3, sugerindo que repetidas EEC sequestram o Bad apoptótico e liberam Bcl-XL (pró-

sobrevivência). A inativação de Bad pode ser um mecanismo anti-apoptótico observado 

após repetidas EEC no córtex frontal de ratos  (Jeon e cols., 2008). 

 

Análise estrutural e funcional indicam que o papel chave para fatores de sobrevivência é 

inibir a atividade de Bad. Na ausência de estímulo de sobrevivência, Bad endógeno é 

desfosforilado e encontrado na membrana mitocondrial externa. Fatores de 

sobrevivência, agindo através de quinases como Akt e PKA, induzem fosforilação de Bad 

endógeno em dois sítios evolucionariamente conservados, Ser
112

 e Ser
136

, que levam a 

translocação de Bad da mitocôndria para o citoplasma e inibição da morte dependente de 

Bad (revisado por Datta e cols., 1999;  Datta, 2000). 

 

 

Sabe-se que entre as moléculas de regulação central da morte celular em eucariotos, estão 

membros da família Bcl-2. Já foi descrito que a expressão de BDNF e Bcl-2 são 

reguladas por CREB, e tem papéis importantes na sobrevivência celular, plasticidade, 

crescimento e diferenciação de novos neurônios e sinapses (Lindholm e cols., 1993). 

BDNF é expresso, em humanos, no hipocampo e cerca o neocórtex através do 

desenvolvimento, maturação e envelhecimento, e está envolvido no crescimento inicial e 

manutenção dos neurônios através da vida. Bcl-2 age como proteína de sobrevivência 

celular anti-apoptótica e tem atividade neurotrófica no sistema nervoso central (Adams e 
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Cory, 1998). Níveis proteicos diminuídos de BDNF e Bcl-2 tem sido relacionados com a 

patogênese do transtorno bipolar. 

 

Neuroproteção pode ser importante no tratamento do transtorno bipolar, uma vez que 

estudos in vivo e pós-morte revelaram atrofia cerebral significatica em pacientes com este 

diagnóstico, com diminuição da espessura cortical, bem como números reduzidos e/ou 

tamanho da glia e neurônios. Estas mudanças foram atribuídas a fatores de sobrevivência 

neuronal reduzidos. 

 

Estabilizadores do humor, como carbamazepina (CBZ) e lamotrigina (LTG), são 

aprovados pelo FDA como monoterapia para o transtorno bipolar. CBZ é mais usada para 

tratamento da mania, enquanto LTG é mais usada para fase depressiva e ciclagem rápida. 

O mecanismo comum destes dois medicamentos pode envolver a correção de caminhos 

de sinalização em áreas cerebrais específicas e prevenção da perda de células cerebrais e 

atrofia pelos efeitos no BDNF e Bcl-2, entre outros fatores. A este respeito, dois 

estabilizadores do humor aprovados, lítio e valproato (VPA), aumentaram níveis 

cerebrais de BDNF e Bcl-2 quando administrados cronicamente em ratos (Chuang, 2005). 

 

Não existe consenso de como a transcrição de Bcl-2 no cérebro é supra-regulada por 

administração crônica de estabilizadores do humor. Estudos sugerem que BDNF pode 

regular os níveis de Bcl-2 através da ativação de MAPK e fosforilação de CREB (Bonni, 

1999). Bcl-2 is reprimido por AP-2 (activator protein (AP)-2 transcription factor), que 

pode induzir apoptose. Administração crônica de CBZ diminui a atividade de ligação de 
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AP-2 ao DNA e a subunidade AP-2α no córtex frontal de ratos, que pode permitir o 

aumento da proteína Bcl-2.  

 

Pode-se concluir que administração crônica de CBZ e LTG, em ratos, supra-regula os 

níveis proteicos e RNAm de BDNF e Bcl-2, no córtex frontal. Este efeito comum, 

comparado com os relatos sobre VPA e lítio, sugere que estabilizadores do humor no 

transtorno bipolar tem ação de regular as reduções nos níveis de BDNF e Bcl-2, o que 

tem sido descrito em cérebros com transtorno bipolar. 

 

A regulação de Bad por eventos de fosforilação sugere que Bad é o ponto de 

convergência para múltiplas sinalizações que cooperam em promover a sobrevivência 

celular (Bonni A, 1999). Foi mostrado que Akt fosforila Bad na Ser
136

 in vitro e in vivo. 

A interrupção da atividade de Akt resulta na perda da  fosforilação de Bad na Ser
136

, e 

sabe-se que este resíduo de fosforilação é suficiente para promover a sobrevivência 

(Datta e cols., 1997).  

 

Em resposta a sinais de morte, membros pró-apoptóticos tornam-se ativos e translocam 

para a mitocôndria, onde a membrana mitocondrial torna-se permeável ao citocromo C, 

que ativa caspase e leva à apoptose (Casillas-Ramirez e cols., 2006). Como dito 

anteriormente, Akt inativa Bad através da fosforilação. Bad fosforilado dissocia-se do 

fator de sobrevivência Bcl-xL e liga à proteínas 14-3-3, permitindo Bcl-XL exercer sua 

função anti-apoptótica e previnir a liberação do citocromo C mitocondrial para o 

citoplasma (Harada e cols., 2004). Com isto, fosforilação de Bad induzida por Akt inibe 
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apoptose (Harada e cols., 2004). Nós analisamos a expressão de fosfo-Bad-Ser
136

 e houve 

aumentos após estimulação crônica, em vários tempos, no estriado, hipocampo e córtex 

pré-frontal.  

  

 Regulação da sinalização por, pelo menos, dois neurotransmissores (dopamina e 

serotonina) e três classes de medicamentos psicotrópicos (antipsicótico, estabilizador do 

humor e antidepressivo) sugere que Akt e GSK-3 podem agir como integradores do sinal, 

permitindo coordenação e cooperação precisas de respostas da sinalização de receptores 

de serotonina e dopamina, com cada um ou com aqueles relacionados a outros 

neurotransmissores, hormônios e fatores de crescimento. Inibição de GSK-3β também 

pode demonstrar efeitos da ação do lítio, antidepressivos e antipsicóticos, que são com 

frequência usados como combinação terapêutica para várias condições psiquiátricas. 

Além disso, nós demonstramos aumento da expressão de fosfo-Bad-Ser
136

, que sugere 

que Akt, GSK-3 e Bad podem estar envolvidas numa sinalização de “proteção” após 

estimulação eletroconvulsiva. Resultados com a expressão de proteínas envolvidas nesta 

sinalização são relevantes para desordens psiquiátricas e tratamento, em particular ECT e 

podem contribuir para melhor compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos na 

melhora clínica dos pacientes psiquiátricos.  

 

Questiona-se como estaria a expressão destas proteínas após crises convulsivas 

epilépticas. Sabe-se que, além do valor intrínseco de estudar o processo da doença em 

uma das desordens neurológicas mais comuns, pesquisa em epilepsia é um excelente 

modelo para compreensão de mecanismos básicos do funcionamento do SNC e 
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plasticidade, em particular no cérebro humano, por diversas razões. Primeiramente, 

convulsões são conhecidas por iniciar um grande número de mudanças plásticas em um 

nível cerebral molecular e celular. Muitos mecanismos de plasticidade têm sido 

reconhecidos como componetes chave para a função cerebral normal (ex., 

desenvolvimento cerebral, aprendizado e memória) ou em outras desordens neurológicas. 

Segundo, a compreensão da base celular de descargas sincronizadas de maneira anormal 

de neurônios durantes crises epilépticas pode permitir a compreensão para mecanismos 

da sincrinozação cerebral normal. Finalmente, a necessidade de utilizar registros de 

eletrodos invasivos (profundo ou subdural) em pacientes com epilepsia resulta em 

oportunidades únicas de estudar processos cognitivos humanos at extremely high time em 

altas resoluções por campo de registro ou mesmo unidades potenciais únicas durante 

testes cognitivos (Beck e Elger, 2008). 

 

Sabe-se que Bad dissocia de proteínas 14-3-3 e desloca Bax, que é pró-apoptótico, da 

anti-apoptótica Bcl-Xl. Bax, subsequentemente transloca para a mitocôndria, induz a 

liberação de citocromo C e ativação de caspase. Henshall e cols (2002) mostraram que 

convulsões evocadas por micro-injeção de ácido kaínico na amígdala de ratos induziu 

morte neuronal unilateral na região piramidal CA3, com características de apoptose. No 

hipocampo e córtex controle, foi observado que Bad estava constitutivamente ligado a 

14-3-3, enquanto Bcl-Xl à Bax. Dentre o dano hipocampal, convulsões induziram a 

dissociação de Bad de 14-3-3 e subsequente dimerização de Bad com Bcl-Xl.  Além 

disso, foi observado, no cortex que não teve dano, aumento da fosforilação de Akt. Estes 
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dados sugerem que a morte celular através da sinalização de Bad pode reforçar a morte 

neuronal induzida por convulsão. 

 

Foi demonstrado, este ano, por Piermartiri e cols (2009), que atorvastatina tem efeito 

protetor contra morte celular hipocampal produzida por convulsão induzida por ácido 

quinolínico. Houve, também, aumento da fosforilação de Akt (Piermartiri e cols., 2009).  

 

Sabe-se que o fator de crescimento vascular endothelial (VEGF) tem papel bem 

estabelecido como fator angiogênico; e recentemente, foi mostrado proteger neurônios da 

morte celular in vivo e in vitro. Enquanto o potencial de VEGF tem sido demonstrado 

como fator protetor na isquemia e excitotoxicidade in vitro, seu papel na perda neuronal 

induzida por convulsão tem sido menos estudada. Um papel potencial nas convulsões foi 

sugerido por Newton e cols (2003), relatando aumento de RNAm em áreas cerebrais 

susceptíveis à perda celular, após convulsões induzidas por eletrochoque. Nicoletti e cols 

(2008) avaliaram a expressão proteica de VEGF após status epilepticus induzido por 

pilocarpina e observaram uma supra-regulação nos neurônios e glia no hipocampo, 

tálamo, amígdala e neocórtex, após 24 horas de status epilepticus. VEGF induziu 

preservação significativa de neurônios hipocampais, sugerindo papel neuroprotetor 

(Nicoletti e cols., 2008). 

 

Embora a manifestação chave para todas as epilepsias seja convulsões recorrentes, as 

etiologias podem aumentar ou diminuir a probabilidade do cérebro humano de gerar 

atividade neuronal sincronizada e convulsões são diversas (Beck e Elger, 2008). 
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Convulsões epilépticas são associadas com tumores no SNC, anormalidades no 

desenvolvimento, inflamação, em menor proporção à mutação em um gene, mas um 

grande número ainda tem etiologia desconhecida (epilepsias idiopáticas). Os dados 

relacionando crises convulsivas e apoptose são claros no sentido de haver dependência da 

duração e frequência da crise. Alguns estudos demonstram a utilização de ECT em 

desordens mentais associadas com epilepsia e relataram eficácia na utilização da técnica 

(Marchetti e cols., 2003). Porém, ainda há necessidade de estudos de proteínas da 

sinalização apoptótica em modelos animais associando epilepsia e ECT. 

 

ECT é uma opção terapêutica altamente eficaz, predominantemente para depressão, mas 

também para esquizofremia. Não é utilizada apenas em tratamentos agudos, mas também 

na prevenção de recaída, durante o tratamento de manutenção. Apesar de pesquisas 

recentes terem contribuído para que este seja um tratamento seguro e bem tolerado, os 

mecanismos de ação ainda precisam ser elucidados. Estudos da sinalização após ECT  

podem contribuir para melhor compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos na 

melhora clínica e os efeitos adversos. 
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6-Conclusão 

 

 

A análise realizada nos permitiu concluir que: 

 

- Não houve alteração na expressão tanto de DARPP-32 quanto pDARPP-32 (Thr34) no 

córtex pré-frontal, estriado e hipocampo após estimulação eletroconvulsiva aguda. 

- Houve alterações significativas tanto de DARPP-32 quanto pDARPP-32 (Thr34) no 

córtex pré-frontal e estriado, em vários tempos,  após estimulação eletroconvulsiva 

crônica. 



 83 

- Não houve alteração tanto de Akt quanto pAkt Thr
308

, nas regiões analisadas, após EEC 

aguda. 

- Houve alterações significativas tanto de Akt quanto pAkt Thr
308

 no córtex pré-frontal, 

estriado e hipocampo, em vários tempos,  após estimulação eletroconvulsiva crônica. 

- Não houve alteração tanto de GSK-3β quanto pGSK-3β Ser
9
, no córtex pré-frontal e 

estriado, após EEC aguda. 

- Houve alterações na expressão de GSK-3β, no hipocampo, após EEC aguda, mas não 

houve alteração de pGSK-3β Ser
9
.  

- Houve alterações significativas tanto de de GSK-3β quanto pGSK-3β Ser
9
, no 

hipocampo, e de pGSK-3β Ser
9
, no córtex pré-frontal e estriado, após EEC crônica. 

- Não houve alteração de Bad, nas regiões analisadas, após EEC aguda; houve alteração 

de pBad Ser
136

, no hipocampo, mas não no córtex pré-frontal e estriado, após EEC aguda. 

- Não houve alteração de Bad, no córtex pré-frontal e estriado, após estimulação crônica, 

mas houve no hipocampo. 

 

- Houve alterações significativas de pBad Ser
136

, em todas as regiões analisadas, após 

estimulação crônica. 

- Alterações significativas foram observadas em grande número após estimulação crônica 

e não aguda. 

- Alterações nas proteínas da via de sinalização apoptótica parecem ter efeito 

neuroprotetor após estimulação eletroconvulsiva. 
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Abstract 

 

Electroconvulsive therapy is an effective and safe treatment for psychiatric disorders. 

Animal experiments have shown many effects of the electroconvulsive stimulation 

(ECS). Our group has reported increased hippocampal and striatal DARPP-32 (dopamine 

and cAMP regulated phosphoprotein of 32 kDa) expression after chronic ECS procedure 

in a previous study. The aim of this work was to analyze whether a single ECS 

stimulation (acute) or eight ECS every other day (chronic group) alters DARPP-32 levels 

and DARPP-32-Thr
34

 phosphorylation in the striatum and prefrontal cortex of Wistar 

rats. We found alterations on striatal phospho-Thr
34

 after acute ECS, although single 

procedure did not change prefrontal cortical DARPP-32, prefrontal cortical phospho-

Thr
34

 or striatal DARPP-32. We observed enhanced prefrontal cortical DARPP-32 

expression half and three hours after the last session of the chronic ECS. Prefrontal 

cortical phospho-Thr
34

 and striatal DARPP-32 level increased at time zero, half, three, 12 

and 24 hours after the last session of the chronic stimulation, returning to the basal after 

48 hours. Striatal phospho-Thr
34

 increased at half, three, 12 and 24 hours after the last 

session of the chronic protocol, returning to the basal after 48 hours. These findings 

corroborate with our previous study and add data regarding increased DARPP-32 activity 

after multiple ECS. Results on expression of proteins involved in signaling pathways are 

relevant for neuropsychiatric disorders and treatment, in particular electroconvulsive 

therapy and can contribute to shed light on the mechanisms underlying its therapeutic 

effects. 
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Introduction 

 

Induction of seizures in the form of electroconvulsive therapy (ECT) has been an 

effective and safe treatment for more than 60 years in major depression and in some cases 

of acute mania or schizophrenia whereas antipsychotic treatment has failed. A course of 

ECT for major depression generally consists of six up to 12 sessions with most patients 

receiving three treatments per week (Tess and Smetana 2009). Animal experiments have 

shown many effects of the electroconvulsive stimulation (ECS). ECS affects several brain 

regions, particularly the hippocampus, frontal cortex, neostriatum, entorhinal cortex, 

temporal-parietal cortex, and several monoaminergic nuclei that project to these areas 

(Dremencov et al. 2002). Those findings contributed toward a better understanding of the 

therapeutic and side effects of ECT. 

Our group reported increased hippocampal and striatal DARPP-32 (dopamine and 

cAMP regulated phosphoprotein of 32 kDa) expression after chronic ECS procedure in a 

previous study (Rosa et al. 2007a). DARPP-32 function depends on its relative state of 

phosphorylation at two main regulatory sites, threonine 34 (Thr
34

) and threonine 75 

(Thr
75

). When DARPP-32 is phosphorylated at Thr
34

 by protein kinase A (PKA), it 

becomes a potent inhibitor of protein phosphatase 1 (PP-1), which in turn regulates the 

phosphorylation state of several classes of effectors proteins, including transcription 

factors, ionotropic receptors and ion channels (Greengard et al. 1999). PKA also 

phosphorylates and activates protein phosphatase 2A (PP-2A), which dephosphorylates 

DARPP-32 at Thr
75

. When phosphorylated at Thr
75

 by cdk5, DARPP-32 becomes an 

inhibitor of PKA signalling, thereby relieving inhibition of PP-1 (Bibb et al. 1999). 
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Guitart and Nestler (Guitart and Nestler 1992) demonstrated increased DARPP-32 

expression after chronic administration of lithium as well as imipramine or 

tranylcypromine in frontal cortex (Guitart and Nestler 1992). Pharmacological studies 

have shown that a variety of therapeutic agents also regulate DARPP-32-Thr
34 

phosphorylation. Antipsychotics (e.g. haloperidol) increase Thr
34

 phosphorylation 

(Bateup et al. 2008). Svenningsson et al (Svenningsson et al. 2006) have shown 

phosphorylation changes in prefrontal cortex and striatum after acute fluoxetine 

administration in mice. Chronic fluoxetine treatment increases DARPP-32 mRNA and 

protein in addition to phosphorylation changes (Svenningsson et al. 2006). 

Psychostimulants also modulate DARPP-32-Thr
34

 phosphorylation (Bateup et al. 2008) 

The aim of this work was to analyze whether electroconvulsive stimulation alters 

DARPP-32 levels and DARPP-32-Thr
34

 phosphorylation in the Wistar rat brain. As we 

have not found significant alterations in DARPP-32 expression in the whole cortex after 

ECS (Rosa et al. 2007a), we have decided to analyze specifically the prefrontal area of 

the cortex. Previous findings have shown that DARPP-32 expression in the prefrontal 

cortex is sensitive to various conditions (Guitart and Nestler 1992, Feldcamp et al. 2008). 

Striatal DARPP-32 evaluation was also interesting because DARPP-32 is a key regulator 

of signalling in striatal neurons (Bateup et al. 2008). Our results have shown no DARPP-

32 and phospho-DARPP-32-Thr
34 

changes after acute ECS. However, chronic ECS have 

induced a sustained increase of DARPP-32 and phospho-Thr
34

 expression after the last 

stimulation. 
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Methods 

 

This study is in accordance with the National Institutes of Health guidelines and it 

was conducted after approval from the Universidade do Extremo Sul Catarinense Ethics 

Committee. Our group has published some reports using this experimental design (Rosa 

et al. 2007a, Rosa et al. 2007b) although samples analyzed in this study are independent. 

This protocol closely resembles ECT in clinical practice, either in number of sessions or 

in stimulation intensity. Adult male Wistar rats (250-300g) housed in groups of five with 

free access to food and water (12-hour light/dark cycle) were submitted to either a single 

(acute group) or eight ECS every other day (chronic group) using bilateral ear clip 

electrode (150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds). Rats were killed by decapitation 

at different time points (zero, half, three, 12, 24 and 48 hours) after the last ECS in each 

group (n = 5 animals per time point after each treatment). The sham groups (acute and 

chronic) were handled identically to ECS-stimulated rats except no current was passed. 

Souza et al. (Souza et al. 2009) describes protein extraction and electrophoresis. 

Membranes were sequentially immunoblotted using antibodies raised against phospho-

DARPP-32-Thr
34

 (1:500 - Cell Signaling), DARPP-32 (1:500 - H-62 – Santa Cruz 

Biotechnology) and actin (Chemicon International) overnight. Goat anti-rabbit or anti-

mouse horseradish peroxidase-linked IgG (Molecular Probes) and ECL immunoblotting 

detection system (Amersham Biosciences) revealed primary antibody binding. Image 

Quant (GE Healthcare) detected chemiluminescense and Scion Image version Beta 4.0.2 

(Scion Image software) quantified apparent bands by densitometry. Individual 

immunoblots included samples from control and electroconvulsive stimulation tissue.  
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If normality and equal variance tests reached values above 0.05, mean differences 

were accessed using one-way analysis of variance (ANOVA) (F values were reported) 

followed by Holm-Sidak multiple-comparison procedure that was derived from the 

interaction error term for the mixed-model ANOVA. This test can be used for both 

pairwise comparisons and comparisons versus a control group (performed in these 

analyses); it is more powerful than the Tukey test and is recommended as the first line 

procedure for most multiple comparison testing (Souza et al. 2009). If normality or equal 

variance tests presented values below 0.05, non-parametric Kruskal-Wallis one-way 

ANOVA (H values were reported) compared mean values. Values of p < 0.05 indicate 

nominally significant. If the p-value was below the corrected significance level, the 

association was statistically significant. We have reported corrected significance levels 

for each association from the Holm-Sidak multiple-comparison. Graphs present values 

expressed as mean ±SD (n=5 for each group). 

 

Results 

 

Figure 1 presents DARPP-32 and phospho-Thr
34

 expression after single ECS 

session. Acute ECS did not change prefrontal cortical DARPP-32 [H(6,35) = 6.87, p = 

0.333]; prefrontal cortical phospho-Thr
34

 [F(6,35) = 2.337, p = 0.061] or striatal DARPP-

32 [F(6,35) = 2.115; p = 0.083]. Striatal phospho-Thr
34

 was altered [H(6,35) = 19.490; p 

= 0.003] although no specific time points were significantly increased when compared 

with the control group. 
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Figure 2 shows DARPP-32 and phospho-Thr
34

 expression after repeated ECS. 

Prefrontal cortical DARPP-32 expression was increased half (t = 3.868; p < 0.001; 

corrected significance level p = 0.010) and three (t = 4.448; p < 0.001; corrected 

significance level p = 0.008) hours after the last session of chronic ECS when compared 

to control group [F(6,35) = 4.053; p = 0.007]. We also observed nominal difference for 

DARPP-32 expression 12 (t = 2.585; p = 0.017; corrected significant level p = 0.012) and 

24 (t = 2.355; p = 0.028; corrected significance level p = 0.025) hours after the last 

session with expression returning to basal level after 48 hours (t = 2.035; p = 0.054).  

Prefrontal cortical phospho-Thr
34

 expression increased at time zero (t = 5.128; p < 

0.001; corrected significance level p = 0.012), half (t = 8.310; p < 0.001; corrected 

significance level p = 0.008), three (t = 7.863; p < 0.001; corrected significance level p = 

0.010), 12 (t = 4.098; p < 0.001; corrected significance level p = 0.016) and 24 (t = 2.880; 

p = 0.008; corrected significance level p = 0.025) hours after the last session of chronic 

stimulation [F(6,35) = 19.170; p < 0.001]. Furthermore, cortical phospho-Thr
34 

level 

return to basal 48 hours after the last session (t = 1.558; p = 0.133). 

Striatal DARPP-32 expression increased at zero (t = 4.273; p < 0.001, corrected 

significance level p = 0.025), half (t = 6.431; p < 0.001; corrected significance level p = 

0.001), three (t = 9.129; p < 0.001; corrected significance level p = 0.008), 12 (t = 6.247; 

p < 0.001; corrected significance level p = 0.012) and 24 (t = 4.359; p < 0.001; corrected 

significance level p = 0.016) hours after the last session of the chronic protocol when 

compared to sham group [F(6,35) = 19.298; P< 0.001] with expression returning to basal 

after 48 hours (t = 1.436; p = 0.161).  
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Striatal phospho-Thr
34

 expression increased at half (t = 5.933; p < 0.001; 

corrected significance level p = 0.012), three (t = 8.447; p < 0.001; corrected significance 

level p = 0.008), 12 (t = 3.333; p = 0.002; corrected significance level p = 0.016) and 24 

(t = 3.613; p = 0.001; corrected significance level p = 0.012) hours after the last session 

of the chronic protocol [F(6,35) = 20.264; p < 0.001] with expression returning to basal 

after 48 hours (t = 0.480; p = 0.634). 

 

Discussion 

 

Acute ECS has not generated main changes in the DARPP-32 or phospho-

DARPP-32-Thr
34

 levels in prefrontal cortex and striatum whereas the chronic protocol 

induced significant changes in both regions. These results corroborate our previous 

findings showing protein expression alteration mainly after repeated ECS procedures 

(Rosa et al. 2007a, Rosa et al. 2007b). It has been proposed greater benefits of ECT from 

chronic treatment and repeated sessions in the clinical practice (Tess and Smetana 2009). 

Most of the ECS studies that evaluated protein expression or neurotransmitter release also 

found more significant changes after multiples ECS procedures rather than acute ECS 

(Nomikos et al. 1991, Nibuya et al. 1995, Smith and Sharp 1997, Yoshida et al. 1997, 

Hsieh et al. 1998, Yoshida et al. 1998, Zetterstrom et al. 1998) 

Dopaminergic pathways enhance DARPP-32 expression and phosphorylation. 

Nomikos et al. (Nomikos et al. 1991) showed interstitial striatal dopamine elevation up to 

1310% of baseline when ECS was administered. Yoshida et al. (Yoshida et al. 1997, 

1998) showed a greater effect on extracellular concentrations of dopamine after repeated 



 118 

ECS in the striatum than in the frontal cortex. Our results have also shown that ECS-

induced DARPP-32 phosphorylation was greater in the striatum than in the prefrontal 

cortex. ECS increases also other proteins that could modulate DARPP-32 

phosphorylation and expression such as tyrosine kinase receptor B (TrkB) (Nibuya et al. 

1995), brain-derived neurotrophic factor (BDNF) (Nibuya et al. 1995, Zetterstrom et al. 

1998) as well as transcription factors (Hsieh et al. 1998, Conti et al. 2007). Other findings 

showed that enhancement of dopamine function by repeated ECS requires concomitant 

activation of D1-like and D2-like dopaminergic receptors (Smith and Sharp 1997). 

DARPP-32 plays a central role in the dopaminergic signalling converging D1-like and 

D2-like receptor pathways (Svenningsson et al. 2004). 

Prefrontal cortex and striatum receive serotonergic and dopaminergic converging 

afferent fibers. ECS has effects on the serotonergic system: increased serotonergic 

transmission in the hypothalamus via desensitization of 5-HT1A autoreceptors; decreased 

serotonin transporter 5-HTT mRNA expression; and/or increased 5-HT2A receptor by 

acute and/or chronic ECS protocols, partially explain the ECT efficiency on medication-

resistant depression (Yoshida et al. 1998, Bijak et al. 2001, Dremencov et al. 2002). 

Strome et al. (Strome et al. 2005) have showed decreased binding to 5-HT2 receptors in 

nonhuman primates after ECS using in vivo positron emission tomography. Serotonin-

induced regulation of DARPP-32 phosphorylation is mediated primarily via activation of 

5-HT4 and 5-HT6 (Svenningsson et al. 2002). Serotonin 5-HT4 receptor presents 

functional alterations after ECS in rats (Bijak et al. 2001). 

In conclusion, our results showed that repeated ECS was able to modulate 

DARPP-32 and phospho-DARPP-32-Thr
34

 levels in the rat striatum and prefrontal 
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cortex. Single ECS has not shown main changes, although we observed a differential 

phospho-DARPP-32-Thr
34 

level in the striatum. The induction of DARPP-32 

phosphorylation affects several different downstream pathways such as those involving 

receptors, ion channels and transcription factors (Svenningsson et al. 2004). Results on 

protein profile involved in signaling pathways are relevant for neuropsychiatric disorders 

and treatment, in particular ECT and can contribute to shed light on the mechanisms 

underlying its therapeutic and side effects. 
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Legend 

 

Figure 1: DARPP-32 (filled circle) and phospho-Thr
34

 (empty circle) expression after 

acute ECS in prefrontal cortex (left) and striatum (right). Single ECS did not change 

expression of DARPP-32 or phospho-Thr
34

 in both regions. Data represent mean ± SD. 

 

Figure 2: DARPP-32 (filled circle) and phospho-Thr
34

 (empty circle) expression after 

chronic ECS in prefrontal cortex (left) and striatum (right). We observed enhanced 

prefrontal cortical DARPP-32 level after half and three hours; increased prefrontal 

cortical phospho-Thr
34

 and striatal DARPP-32 optical density after zero, half, three, 12 

and 24 hours as well increased striatal phospho-Thr
34

 after half, three, 12 and 24 hours 

after the last session of the chronic protocol. Data represent mean ± SD. * means p value 

lower than corrected significance level. 
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