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RESUMO

Dados clinicos e pré-clinicos tém demonstrado que o acido ascorbico
possui propriedades antidepressivas. O presente estudo investigou o
envolvimento dos receptores N-metil D-Aspartato (NMDA), da via da
L-arginina-6xido nitrico-GMPc e dos canais de K' no efeito tipo-
antidepressivo do acido ascorbico no teste da suspensdo pela cauda
(TSC). Adicionalmente avaliamos os efeitos comportamentais e
bioquimicos deste composto em camundongos submetidos ao estresse
de contencéo e estresse crénico imprevisivel. O efeito anti-imobilidade
do &cido ascorbico (1 mg/kg) no TST foi prevenido pelo pré-tratamento
dos camundongos com NMDA (0,1 pmol/sitio), L-arginina (750 mg/kg)
ou sildenafil (5 mg/kg). Adicionalmente, a combinacdo de MK-801
(0,001 mg/kg), 7-nitroindazol (25 mg/kg) e 1H-[1,2,4]oxadiazole[4,3-
aJquinoxalin-1-ona (ODQ) (30 pmol/sitio) com uma dose sub-ativa de
acido ascorbico (0,1 mg/kg) produziu um efeito do tipo-antidepressivo
sinérgico no TSC. A administracdo de uma dose sub-ativa de acido
ascorbico (0,1 mg/kg) combinada com doses sub-ativas de inibidores de
canais de K* (TEA, glibenclamida, caribdotoxina ou apamina), produziu
um efeito tipo-antidepressivo sinérgico no TSC em camundongos,
enquanto o tratamento dos animais com ativadores de canais de K"
(cromacalim e minoxidil) reverteu o efeito tipo-antidepressivo de uma
dose ativa de 4&cido ascorbico (1 mg/kg). Da mesma forma, a
administragdo de cromacalim reverteu o efeito tipo-antidepressivo
sinérgico resultante da administragdo combinada de &cido ascérbico e 7-
nitroindazol. A exposi¢cdo dos camundongos ao estresse de contencdo
agudo (7 horas) ou estresse crénico imprevisivel (14 dias) aumentou o
tempo de imobilidade dos animais no teste do nado forcado (TNF) e
TSC, respectivamente, além de causar um dano oxidativo no cértex
cerebral e hipocampo dos mesmos, efeitos que foram revertidos pela
administragdo de acido ascérbico nas doses de 1 mg/kg (estresse de
contencdo) e 10 mg/kg (estresse imprevisivel). Em conjunto, nossos
resultados sugerem que o efeito tipo-antidepressivo do acido ascorbico
no TSC é dependente do bloqueio dos receptores NMDA, da inibicéo da
sintese de NO/GMPc e inibicdo dos canais de potéssio. Além disso, 0
acido ascorbico desempenha um importante efeito antidepressivo em
modelos animais de depressdo induzida por estresse, pelo menos em
parte, devido ao seu papel antioxidante.

Palavras chave: &cido ascorbico, depressdo, estresse, estresse oxidativo,
NMDA






ABSTRACT

Clinical and preclinical data have reported that ascorbic acid has
antidepressant  properties. The present study investigated the
involvement of N-metil D-Aspartate NMDA receptors, L-arginine-NO-
cGMP pathway and K* channels in the antidepressant-like effect of
ascorbic acid in the tail suspension test (TST). In addition, we evaluated
the behavioral and biochemical effects of this compound in two different
models of depression induced by stress (restraint stress and chronic
unpredictable stress). The anti-immobility effect of ascorbic acid (1
mg/kg, p.0.) in the TST was prevented by the pre-treatment of mice with
NMDA (0.1 pmol/site), L-arginine (750 mg/kg) or sildenafil (5 mg/kg).
Moreover, the administration of MK-801 (0.001 mg/kg), 7-nitroindazole
(25 mg/kg) or 1H-[1,2,4]oxadiazole[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ)
(30 pmol/site) in combination with a sub-effective dose of ascorbic acid
(0.1 mg/kg) produced a synergistic antidepressant effect in the TST. The
administration of a sub-effective dose of ascorbic acid (0.1 mg/kg)
combined to sub-effective doses of inhibitors of K" channels (TEA,
glibenclamide, charibdotoxin or apamin), elicited synergistic
antidepressant-like effect in TST , while the pre-treatment of animals
with K" channel openers (cromakalim and minoxidil) reversed the
antidepressant-like effect of an active dose of ascorbic acid (1 mg/kg).
Similarly, the administration of cromakalim abolished the synergistic
antidepressant effect elicited by the combined treatment with sub-
effective doses of ascorbic acid and 7-nitroindazole. Exposure of mice
to stressors applied acutely (restraint stress — 7 hours) or chronically
(chronic unpredictable stress — 14 days) promoted an increase in the
immobility time of mice in the forced swimming test and TST,
respectively. Besides, the stress protocols cause an oxidative damage in
the cerebral cortex and hippocampus of mice, effects which were
reversed by ascorbic acid administration (1 mg/kg in the restraint stress
protocol and 10 mg/kg in the chronic unpredictable stress protocol).
Altogether, our results suggest that the antidepressant effect of ascorbic
acid in the TST is dependent on the blockade of NMDA receptors,
inhibition of K’ channels and NO/GMPc synthesis. Furthermore,
ascorbic acid displays an important antidepressant effect in animal
models of depression induced by stress, at least in part, due to its
antioxidant properties.

Keywords: ascorbic acid, depression, NMDA, oxidative stress, stress.
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1 INTRODUCAO
1.1 DEPRESSAO: CONSIDERACOES GERAIS

A depressdo é uma das doencas neuropsiquiatricas mais
frequentes no mundo ocidental (OLESEN; LEONARDI, 2003) com
aproximadamente 240 milhdes de pessoas afetadas, o que reflete uma
prevaléncia ao longo da vida de cerca de 17% na populacdo (WONG;
LICINIO, 2001; NESTLER et al.,, 2002). Segundo a Organizagdo
Mundial de Salde, nos anos 90, o transtorno depressivo maior
representava a quarta causa de incapacitacdo entre adultos, entretanto
estima-se que atinja o segundo lugar até 2020, perdendo somente para
doencas cardiacas isquémicas (MURRAY et al., 2008). Estima-se que
no Brasil existam aproximadamente 54 milhfes de pessoas que em
algum momento de suas vidas terdo algum tipo de depressdo, sendo que
7,5 milhdes terdo episddios agudos e graves, muitas com risco de
suicidio (NARDI, 2000).

A depressdo possui grandes implicagfes sociais, uma vez que
0s pacientes deprimidos apresentam limitagdo da sua atividade e bem-
estar e maior utilizacdo de servicos de saide (NEMEROFF, 2007).
Adicionalmente, tal transtorno parece ser um importante fator de risco
independente para o desenvolvimento de doengas arteriais coronarianas
e isquemia cerebral, além de estar associado com morte prematura por
suicidio (NEMEROFF; OWENS, 2002), o que reflete maiores niveis de
mortalidade (NEMEROFF, 2007).

O diagndstico para a depressdo maior baseia-se na observacao
clinica dos sintomas e critérios estabelecidos pela Associacéo
Americana de Psiquiatria. O Manual Diagnéstico e Estatistico de
Transtornos Mentais caracteriza o transtorno depressivo maior quando
um individuo apresenta cinco ou mais dos seguintes sintomas: 1) humor
deprimido; 2) anedonia (perda de interesse ou prazer por quase todas as
atividades); 3) alteracdes do apetite ou peso; 4) ins6nia ou hipersonia; 5)
retardo ou agitacdo psicomotora; 6) fadiga ou perda de energia; 7)
sentimento de desvalia ou culpa excessiva; 8) diminuicdo da
concentracgdo ou indecisdo e 9) pensamentos de morte, incluindo ideacao
suicida, planos ou tentativas de suicidio. E importante ressaltar que estes
sintomas devem estar presentes por um periodo minimo de duas
semanas, sendo que pelo menos um deve ser humor deprimido ou
anedonia durante a maior parte do tempo.
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1.2 BASES ETIOLOGICAS DA DEPRESSAO
1.2.1  Sistemas monoaminérgicos

A etiologia da depressdo ainda ndo é bem estabelecida,
entretanto sabe-se que este transtorno esta associado em parte, a uma
deficiéncia na atividade monoaminérgica no encéfalo (ELHWUEGI,
2004). A hipdtese monoaminérgica da depressdo postula que esta
psicopatologia pode ser consequéncia de uma reducdo dos niveis de
monoaminas (serotonina, noradrenalina e dopamina) na fenda sinaptica.
Tal proposicéo é reforcada pelo conhecimento do mecanismo de acéo
dos antidepressivos, que se baseia, principalmente, no aumento da
disponibilidade desses neurotransmissores na fenda sinaptica
(CUMMINGS, 1993; ELHWUEGI, 2004; PRINS et al., 2011).

Apesar de bem estabelecida, a hipdtese monoaminérgica possui
falhas: (i) ndo explica o fato de que os efeitos clinicos dos
antidepressivos sdo observados apenas apds cerca de 3-4 semanas do
inicio da terapia, ao passo que estes medicamentos aumentam 0s niveis
sinapticos de monoaminas agudamente (ELHWUEGI, 2004); (ii) o fato
de que a depressao esta fortemente associada a fatores genéticos (HYDE
et al., 2008) e a exposicdo a agentes estressores (TOUMA, 2011), e que
apesar das inimeras tentativas de associacdo entre variabilidade em
genes relacionados a fungfes monoaminérgicas e situacdes de estresse
em transtornos afetivos, uma relacdo consistente ainda ndo estd bem
estabelecida (HARRO; ORELAND, 2001); (iii) compostos que
aumentam niveis sinapticos de monoaminas, como por exemplo a
anfetamina, ndo tem acdo antidepressiva (BALDESSARINI, 1996).
Neste sentido, acredita-se que outros sistemas neurais € mecanismos
bioguimicos estejam envolvidos na etiologia da depressao.

1.2.2  Sistema glutamatérgico

O glutamato é o principal mediador da transmissdo sinaptica
excitatoria no Sistema Nervoso Central (SNC) de mamiferos. Esse
neurotransmissor exerce suas agoes através da estimulacéo de receptores
especificos, classificados com base em caracteristicas estruturais e
farmacoldgicas em metabotropicos ou ionotropicos. Os receptores
ionotrépicos incluem os do subtipo N-metil-D-aspartato (NMDA), o-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato (AMPA) e cainato. Em
condicbes fisiolégicas, o glutamato tem um papel proeminente na
plasticidade sinaptica, aprendizado e memoria, no entanto, um aumento
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da atividade glutamatérgica leva a excitotoxicidade, frequentemente
associada a doencas neuroldgicas e psiquidtricas, incluindo a depressao
(SKOLNICK, 1999; ZARATE et al., 2010; CALABRESE et al., 2012).

Muitos eventos podem contribuir para a hiperfuncdo
glutamatérgica alterada em transtornos do humor, incluindo aumento
nos niveis de glutamato por excitacdo excessiva ou anormalidades em
células gliais devido a diminuicdo na recaptacdo de glutamato
extracelular (KUGAYA; SANACORA, 2005). Vale destacar ainda que
estudos demonstram que pacientes com depressao possuem altos niveis
de glutamato no sangue (MAURI et al., 1998; MITANI et al., 2006) e
no encéfalo (HASHIMOTO et al., 2007), além de uma desregulacao dos
niveis deste neurotransmissor no liquido cefalorraquidiano (LEVINE et
al., 2000; FRYE et al., 2007).

Corroborando estes achados, estudos pré-clinicos e clinicos tém
demonstrado que antagonistas de receptores NMDA apresentam
propriedades antidepressivas e que o tratamento com antidepressivos
pode ter um efeito sobre a funcdo destes receptores (SKOLNICK, 1999;
MATHEW et al., 2005; GARCIA et al., 2008b; GARCIA et al., 2008a;
CHUNG, 2012; SANACORA et al., 2012). Também foi demonstrado
um papel importante dos receptores NMDA na modulac¢do das fungdes
serotoninérgicas. Antagonistas dos receptores NMDA podem liberar
serotonina e estimular sua renovacdo em varias regides do encéfalo, o
que pode contribuir para suas propriedades antidepressivas (LOSCHER,;
HONACK, 1992; FINK et al., 1995). Ainda é importante ressaltar que
farmacos que bloqueiam os receptores NMDA tém efeitos protetores em
modelos animais que estudam condigdes agudas de dano cerebral
(MUIR, 2006) e propriedades antidepressivas em modelos animais de
depressdo, como o estresse inescapavel (TRULLAS; SKOLNICK,
1990) e o estresse cronico moderado (PAPP; MORYL, 1994). A
administracdo de antagonistas de receptores NMDA também ¢é capaz de
mimetizar o efeito de antidepressivos, revertendo a anedonia induzida
pelo estresse cronico moderado (PAPP; MORYL, 1994), além de
potencializar o efeito tipo-antidepressivo da fluoxetina, venfalaxina e
imipramina no teste do nado forcado (TNF) (ROGOZ et al., 2002;
PRUUS et al., 2010).

Ainda no que se diz respeito as propriedades antidepressivas da
modulagdo da neurotransmissao glutamatérgica, um estudo demonstrou
gue a cetamina, um antagonista de receptores NMDA, produz um rapido
efeito antidepressivo em pacientes, além de ser efetiva em casos de
depressao resistente ao tratamento (ZARATE et al., 2006). Estudos tém
demonstrado que a cetamina aumenta de maneira rapida a sinaptogénese
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no cortex pré-frontal de roedores, produz um rapido efeito do tipo-
antidepressivo em modelos animais de depressdo e reverte o déficit do
nimero de sinapses induzido por estresse crénico moderado (LI et al.,
2010; L1 et al., 2011), o que reforca os receptores NMDA como um alvo
para novas estratégias no tratamento da depresséo.

1.2.3  Viada L-arginina-Oxido nitrico (NO) e canais de potassio (K*)

A descoberta da funcdo do NO como molécula sinalizadora
alterou radicalmente o conceito de comunicacdo neural (ESPLUGUES,
2002). O NO é sintetizado a partir do aminoacido cationico L-arginina,
por uma familia de enzimas, as 6xido nitrico sintases (NOS). Essa
sintese pode ocorrer mediante a acdo de trés diferentes isoformas da
NOS: neuronal (NOS 1), induzivel (NOS 2) e endotelial (NOS 3)
(MAGARINOS; MCEWEN, 1995), sendo que, no encéfalo de
mamiferos, mais de 90% da producéo é realizada pela nNOS. Um dos
alvos intracelulares do NO é a enzima guanilato ciclase solivel (GCs),
que catalisa a conversdo de guanosina 5’-trifosfato (GTP) em guanosina
3’,5’-monofosfato ciclico (GMPc) (DENNINGER; MARLETTA,
1999).

Além de ser uma importante substancia neurotransmissora e
neuromoduladora e possuir um importante papel fisiolégico no
organismo, 0 NO também tem sido implicado em patologias do SNC
como epilepsia, esquizofrenia, ansiedade e depresséo (DHIR;
KULKARNI, 2011). Tal substancia também parece estar envolvida na
morte neuronal induzida por glutamato (STRIJBOS et al., 1996), e no
estresse oxidativo em condi¢des patolégicas como isquemia e doencas
neurodegenerativas (GUIX et al., 2005; SHAHANI; SAWA, 2012).

Na depressdo, a investigacdo do papel do NO comecou a ser
encorajada principalmente ap6s a constatacdo de que a paroxetina, um
inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina, é também um inibidor da
NOS (FINKEL et al., 1996). Este estudo foi o precursor de uma série
trabalhos que apresentaram evidéncias indicando que o NO estd
envolvido na fisiopatologia deste transtorno. Foi observado que em
pacientes depressivos ha um aumento na produgdo de NO (LEE et al.,
2006), e que substancias que inibem a NOS ou a GCs tem efeito
antidepressivo em modelos animais de depressdo (YILDIZ et al., 2000;
HARKIN et al., 2003; KASTER et al., 2005a; JOCA; GUIMARAES,
2006). Além disso, o efeito de antidepressivos convencionais como a
imipramina, a bupropiona e a venlafaxina é revertido por substancias
que aumentam os niveis de NO em modelos pré-clinicos (HARKIN et
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al., 1999; DHIR; KULKARNI, 2007a; b; KRASS et al., 2011). Assim
como os antidepressivos monoaminérgicos diminuem a atividade da
NOS no hipocampo, foi demonstrado que inibidores da NOS aumentam
0s niveis de serotonina e dopamina nessa estrutura (WEGENER et al.,
2003).

Cabe ressaltar que a exposicdo de animais ao estresse cronico,
além de diminuir a neurogénese hipocampal, causa um aumento na
expressdo da NOS 1 nesta estrutura encefalica. Tal prejuizo pode ser
revertido mediante o tratamento com inibidores da NOS 1, restaurando a
neurogénese e as alteracfes comportamentais observadas nesses animais
(JOCA; GUIMARAES, 2006; KHOVRIAKOV et al., 2009).

Alguns estudos descrevem que o0 NO e o GMPc, produzidos
através da ativacdo da NOS e GCs, respectivamente, além de
modularem a atividade de alvos intracelulares como as proteinas cinases
dependentes de GMPc (PKG), podem ativar diferentes tipos de canais
de K" em varios tecidos (BOLOTINA et al., 1994; GARTHWAITE;
BOULTON, 1995; JEONG et al., 2001). De forma contraria, a inibi¢do
dos receptores NMDA, com consequente redugdo nos niveis de NO,
previne a ativacao desses canais idnicos (CHRISTIE, 1995).

Os canais de K" sdo0 membros de uma familia de proteinas que
permite a rapida difusio de ions K pela membrana plasmatica, a favor
de um gradiente de concentragdo. Tais canais desempenham um papel
fundamental na regulacdo da excitabilidade neuronal e propagacdo de
sinal pelo sistema nervoso; a abertura dos canais de K* provoca uma
hiperpolarizagdo da membrana plasmética, levando & redugdo da
excitabilidade da célula (MACKINNON, 2003). Além do papel bem
estabelecido dos canais de K* na excitabilidade neuronal, muitos estudos
indicam que estes canais sdo importantes nos mecanismos de resposta a
antidepressivos ou compostos dotados de propriedades antidepressivas
(KASTER et al., 2005b; TAYLOR et al., 2005; BUDNI et al., 2007;
KASTER et al, 2007; SU et al, 2007, LODGE; LI, 2008;
LOCKRIDGE et al., 2010). De fato, diferentes tipos de inibidores de
canais de K', como tetraetilambnio (TEA), apamina, caribdotoxina,
gliquidona e glibenclamida apresentam efeito tipo-antidepressivo no
TNF em camundongos (GALEOTTI et al., 1999; KASTER et al.,
2005b), enquanto ativadores de canais de K*, como o minoxidil e a
cromacalim sdo capazes de induzir um aumento no tempo de
imobilidade neste teste (GALEOTTI et al., 1999), o que indica um
comportamento do tipo-depressivo.

Estudos apontam ainda para uma forte associacdo entre a
estimulacdo dos receptores 5-hidroxitriptamina (5-HT) e a inibi¢do dos
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canais de K" em neurénios do SNC (BOBKER; WILLIAMS, 1990). Ha
evidéncias que mostram que antidepressivos, especialmente aqueles cujo
mecanismo de acdo envolve a modulagdo do sistema serotoninérgico
(fluoxetina, sertralina e venfalaxina), sdo potentes inibidores dos canais
de K (CHOI et al., 2004; INAN et al., 2004; BORTOLATTO et al.,
2010). Além disso, o bloqueio dos canais de K" aumenta a liberacio
basal de serotonina em fatias hipocampais de ratos (SCHECHTER,
1997). Corroborando a hipétese de que a inibicdo dos canais de K" esta
envolvida nos mecanismos de acdo de farmacos antidepressivos, foi
demonstrado que doses sub-ativas de bloqueadores de canais de canais
de K' (quinina ou gliburida) combinadas com doses sub-ativas de
diferentes antidepressivos (citalopram, fluoxetina, paroxetina, e
imipramina) também produziram efeito tipo-antidepressivo no TNF
(GUO et al., 1995; GUO et al., 1996).

1.2.4  Eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e depresséo

Embora a depressdo seja uma doenca multifatorial e de
etiologia ainda desconhecida, estudos indicam que tal transtorno pode
ser resultante de uma interacdo entre os efeitos do estresse e a
predisposicdo genética. Estudos epidemioldgicos apontam o estresse
cronico como um dos principais fatores ambientais que predispdem um
individuo a depressdo (NESTLER et al., 2002) e, consistente com essa
hipdtese, em cerca de 60% dos casos, os episodios depressivos sdo
precedidos pela ocorréncia de situacOes de estresse, sobretudo de origem
psicossocial (SIEGRIST et al., 2012).

O eixo HPA, responsavel pelo controle da sintese e liberacéo
dos glicocorticéides, desempenha um papel fundamental na resposta aos
estimulos externos e internos, incluindo os estressores psicoldgicos. A
resposta mais caracteristica ao estresse € a liberacdo do hormoénio
liberador de corticotropina (CRH) pelo hipotalamo e seu transporte para
a pituitaria anterior. Neste local, o CRH estimula a secrecdo do
hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH), que por sua vez estimula a
sintese e liberagdo de glicocorticéides na corrente sanguinea (cortisol
em humanos e corticosterona em ratos) (Figura 1) (GILLESPIE;
NEMEROFF, 2005). Os glicocorticdides sdo importantes na preparacéo
do organismo para desafios fisiologicos ou ambientais e séo importantes
para a consolidacdo da resposta ao estresse (PEETERS; BROEKKAMP,
1994)

A resposta neuroenddcrina ao estresse é contra-regulada por um
mecanismo de retroalimentagdo negativa dos glicocorticéides sobre
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componentes do SNC, o qual inibe a liberacdo de CRH e ACTH,
consequentemente causando a diminuicdo da liberagdo de
glicocorticoides (CARRASCO; DE KAR, 2003) (Figura 2). O término
da liberagdo de glicocorticdides é essencial para limitar a duragdo da
exposicdo dos tecidos corporais aos glicocorticoides, visto que eles sdo
capazes de promover acBes catabélicas, antirreprodutivas e
imunossupressivas (CHARMANDARI et al., 2005). A persisténcia e a
intensidade exagerada do estresse podem tornar o eixo hiper-reativo,
com prejuizos potenciais ao organismo (HUETHER et al., 1999).

Sistema porta { \‘\*\
hipofisario

Perda de neurénios no

Neurénios do nucleo hip:cfampo - possivel
éficit cognitivo
paraventricular do . ’ o de memgéria
hipotalamo Inibe a liberagdo de

hingfi \ ] ’,‘ corticotropina no
Adeno-hipdfise 4‘..14' hipotalamo
—
& Medula

Cortex (Glicocorticoides)

Adrenal

Figura 1. O eixo HPA.

O hipotalamo é estimulado a secretar o0 CRH no sistema porta-hipofisério. O
CRH estimula a adeno-hip6fise a secretar 0 ACTH na corrente sanguinea. O
ACTH estimula o cortex das glandulas adrenais a liberar glicocorticéides. A
adrenalina € liberada da medula adrenal por ativacdo dos neurénios simpéticos
(GILLESPIE; NEMEROFF, 2005). Colocar CRH na figura

A desregulacdo do eixo HPA na depressdo é um achado
consistente. Muitos estudos relatam um aumento na liberacéo de cortisol
em pacientes deprimidos (DEUSCHLE et al., 1997; STRICKLAND et
al., 2002; BHAGWAGAR et al, 2005; BURKE et al., 2005;
VREEBURG et al., 2009), bem como uma sensibilidade reduzida ao
mecanismo de retroalimentagdo negativa, possivelmente resultante de
um transporte exagerado de CRH (NEMEROFF, 1996) e/ou reducédo do
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funcionamento dos receptores para 0s glicorticéides (HOLSBOER,
2000; PARIANTE; MILLER, 2001; HOWELL et al.,, 2011). Em
humanos, niveis elevados de cortisol durante a vida predizem atrofia
hipocampal, com consequentes prejuizos nos mecanismos de
neuroplasticidade, incluindo reducdo da neurogénese, aumento da
expressdao de proteinas pro-apoptéticas, reducdo de proteinas
antiapoptoticas e reducdo do fator neurotréfico derivado do encéfalo
(BDNF) (NESTLER et al., 2002). Em roedores, a exposi¢cdo ao modelo
de depressdo induzida pelo estresse crénico moderado provoca a
hipertrofia da glandula adrenal (KONARSKA et al., 1990; HARRO et
al., 2001; LUCCA et al., 2008; GARCIA et al., 2009; LUCCA et al.,
2009b; LUCCA et al., 2009c), o que pode levar a um aumento nos
niveis de corticosterona, fato que tem sido documentado por alguns
autores (LUCCAet al., 2008, 2009b, 2009c, GARCIA et al., 2009).
Algumas evidéncias apontam para a hipGtese de que a
neurotransmissdo serotoninérgica esteja envolvida na sensibilidade ao
estresse e em processos de adaptacdo a eventos aversivos. Em roedores,
0 estresse repetido diminui 0 nimero e a fungéo de receptores 5-HTa
no hipocampo (FLUGGE, 1995; VAN RIEL et al., 2003; KIERAN et
al., 2010), um efeito provavelmente mediado por glicocorticéides. Além
disso, farmacos inibidores seletivos da recaptacdo de sorotonina
aumentam a expressao de receptores para glicocorticoides (ERDELJAN
et al., 2001) (provavelmente como um mecanismo compensatorio em
resposta a diminuicdo desses receptores induzida pelo estresse) e
normalizam os déficits comportamentais induzidos pelo estresse em
modelos animais (LEVENTOPOQULOS et al., 2009). Considerando que,
em humanos, a depressdo esta associada com uma redugdo de 5-HT no
encéfalo (CASTREN, 2005), o prejuizo da neurotransmissao
serotoninérgica causado por exposicdo ao estresse dificultaria a
adaptacdo do individuo a esta condicdo, tornando-o mais propenso ao
desenvolvimento da depressdo. Por outro lado, o efeito terapéutico de
antidepressivos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina seria
dependente da capacidade desses farmacos de diminuir a atividade do
eixo HPA, restaurando sua responsividade (GRIFFITHS et al., 2012).
Estudos demonstram ainda uma relagdo entre o sistema
glutamatérgico e o eixo HPA, visto que niveis aumentados de
glicocorticoides foram correlacionados com elevados niveis de
glutamato no encéfalo (JACOBS et al., 2000). A literatura mostra ainda
gue a administracdo do acido N-Metil-D,L-aspartico (NMA - agonista
glutamatérgico) ou NMDA induz um aumento na secre¢do de ACTH,
efeito que foi prevenido pelo tratamento com antagonistas dos
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receptores NMDA (FARAH et al., 1991; JEZOVA et al., 1991). Estes
estudos sdo corroborados pelos achados de Garcia e colaboradores
(2009), que mostraram que a cetamina, um antagonista de receptores
NMDA, regulou os niveis de cortisol e ACTH e preveniu a hipertrofia
da glandula adrenal em animais submetidos a um protocolo de estresse
cronico moderado. Além disso, foi demonstrado que antagonistas
glutamatérgicos podem atenuar ou bloquear alguns dos efeitos cronicos
do excesso de glicocorticoides na morfologia hipocampal
(MAGARINOS; MCEWEN, 1995).

1.2.5 Vias de sinalizagdo intracelular

Nos ultimos anos, um ndmero expressivo de estudos apontam
para o envolvimento de vias de sinaliza¢do intracelular que regulam a
neuroplasticidade e resiliéncia celular na fisiopatologia e tratamento da
depressdo (MANJI et al., 2001; D'SA; DUMAN, 2002; NESTLER et al.,
2002; YOUNG, 2002; VOLETI; DUMAN, 2012). Apesar de as
adaptacfes envolvidas na acdo terapéutica dos antidepressivos
permanecerem pouco claras, o fato de haver um tempo de laténcia para a
resposta a estes farmacos torna atrativa a hipotese de que a inibicdo da
recaptacdo dos neurotransmissores ndo seja, sozinha, suficiente para
estabelecer alteracGes em longo prazo. Deste modo, alteragfes como o
aumento da neurogénese, crescimento das fibras nervosas, formacéo de
novas sinapses e estabilizacdo das ja existentes podem ser responsaveis
por essas mudangas (GONCALVES; COELHO, 2006).

A hipotese da neuroplasticidade na fisiopatologia da depressao
tem sido extensivamente investigada por diversos grupos de pesquisa ao
longo dos ultimos anos. Tal teoria concentra a sua atengdo em grupo de
moléculas que funcionam em cascata e sdo responsaveis pela unificacdo
de mecanismos como a reestruturacdo dendritica, aumento da
neurogénese hipocampal e aumento da sobrevivéncia celular do SNC
(KEMPERMANN; KRONENBERG, 2003). Varios estudos indicam
gue a acdo terapéutica dos antidepressivos é dependente do aumento da
expressdo destes elementos. Dentre as neurotrofinas, o BNDF vem
sendo bastante estudado por exercer um importante efeito
antidepressivo. Tal substancia desempenha um papel critico como
modulador de diversas funcdes sinapticas, induzindo estimulo a
maturacao, nutri¢do, crescimento e integridade neuronal (PARK; POO,
2012).

Estudos demonstram que o tratamento com antidepressivos
aumenta a expressao de BDNF e seu receptor TrkB através da ativacdo
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do AMPc e da proteina ligante ao elemento de resposta do AMPc
(CREB). O aumento da expressdo de BDNF e TrkB em regiGes limbicas
resulta em crescimento neuronal, neurogénese, plasticidade sinaptica e
efeitos comportamentais em modelos de depressdo. Por outro lado,
niveis de BDNF diminuidos s&o descritos em modelos animais de
depressdo, particularmente aqueles induzidos por estresse, e em
pacientes deprimidos. Um estudo mostrou que ratos resistentes ao
desenvolvimento de anedonia em resposta ao estresse cronico, tinham
um aumento da expressdo de RNAm para BDNF no hipocampo,
sugerindo o envolvimento desta neurotrofina no mecanismo envolvido
na resisténcia ao estresse nesses animais (BERGSTROM et al., 2008).

Um dos mecanismos envolvidos no aumento da sobrevivéncia
neuronal mediado pelo BDNF parece ocorrer por intermédio da
diminuicdo da apoptose (MANJI et al., 2003). Nesse contexto, a familia
de proteinas da Bcl-2 pode ser crucial, dado seu papel na regulagdo da
sobrevivéncia celular (MARTINOU; YOULE, 2011). Essa familia ¢é
composta por proteinas antiapoptéticas, tais como a Bcl-2 e a Bel-XL e
pré-apoptdticas como a Bad, Bax e a Bim, sendo que varias dessas
proteinas sdo expressas no SNC de mamiferos (GRAHAM et al., 1999).
A Bcl-2 é uma importante proteina neuroprotetora e possui papel
fundamental na regulacdo da fungdo mitocondrial, motivo pelo qual vem
sendo bastante estudada quanto a sua participagdo nos processos
fisiolégicos e patolégicos do SNC. Esta molécula além de ter
propriedades antiapoptéticas, também confere prote¢éo contra estimulos
nocivos como o estresse oxidativo e a neurotoxicidade glutamatérgica
(PREHN et al., 1994; KOWALTOWSKI; FISKUM, 2005). A literatura
sugere ainda que a Bcl-2 possui fungdes neurotrdficas de crescimento
neuronal, ramificacdo dendritica e regeneracdo axonal (CHARNEY et
al., 2004).

Consistente com a hip6tese de que a apoptose pode
desempenhar um papel importante na etiopatogenia da depressdao, um
estudo demonstrou que filhotes de ratos privados do contato materno
tiveram um aumento significativo da apoptose, bem como uma
diminuicdo da proliferagdo celular no giro denteado (LEE et al., 2001),
efeito idéntico ao encontrado em ratas repetidamente privadas do
contato com o filhote (SUNG et al., 2010), 0 que sugere que a separacao
materna, freqlientemente associada com déficits cognitivos e
comportamento tipo-depresivo, est4d relacionada com proliferacéo
celular reduzida e apoptose aumentada. Da mesma forma, foi
demonstrado que ratos submetidos ao protocolo de estresse cronico,
modelo amplamente utilizado para a inducdo de comportamento-tipo
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depressivo, tiveram um aumento na expressdo da proteina proé-
apoptotica Bax e diminuicdo da proteina antiapopt6tica Bcl-2 no bulbo
olfatério (YANG et al.,, 2011). No que diz respeito ao efeito dos
antidepressivos e de suas possiveis propriedades tréficas, um estudo
mostrou que o tratamento com o tianeptina reduziu a apoptose no cortex
temporal e giro denteado de musaranhos submetidos a um protocolo de
estresse cronico (LUCASSEN et al., 2004). Além disso, o tratamento
com fluoxetina foi capaz de prevenir a apoptose e aumentar a
proliferacdo celular no giro denteado de animais privados do contato
materno (LEE et al., 2001).

Uma possivel associacdo entre a apoptose e as cascatas de
sinalizacdo intracelular no modelo da neuroplasticidade, poderia se dar
através da via da fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K)/proteina cinase B
(AKT). As PI3Ks sdo elementos da familia das proteinas cinases
ativadas por mitégenos e iniciam cascatas de sinalizagdo fundamentais
em processos celulares que incluem o crescimento e a sobrevivéncia,
bem como a plasticidade sinaptica (KENNEDY et al., 1997; YANG et
al., 2008). Apesar de diversos efetores da PI3K terem sido descritos,
estudos demonstram que os efeitos sobre a sobrevivéncia celular
ocorrem através da proteina AKT (TOKER, 2000; SUTTON;
CHANDLER, 2002). A ativacdo da via da PISK/AKT é mediada pela
atividade de diversos receptores e esta relacionada com a plasticidade
sinaptica e o efeito antidepressivo induzidos pela inativacdo de
receptores NMDA e pela ativacdo de receptores de neurotrofinas,
principalmente 0 BDNF (KELLY; LYNCH, 2000; CHEN et al., 2008;
YANG et al., 2008). Além disso, a literatura demonstra que pacientes
vitimas de suicidio apresentam uma diminuicdo na expressdo e na
atividade da PI3K (DWIVEDI et al., 2008).

Quando ativada, a via da PI3K/AKT é responsavel por regular
negativamente a atividade da enzima glicogénio sintase cinase-3f
(GSK-3p) via fosforilagdo da serina 9 N-terminal (BEAULIEU et al.,
2009). A GSK-3p, também implicada na fisiopatologia da depressao, é
uma proteina envolvida na regulacdo da apoptose e plasticidade celular
(DOBLE; WOODGETT, 2003; ZHAO et al., 2007). Evidéncias
sugerem que a atividade aumentada de GSK-3p estimula processos
apoptéticos e a inibicdo da GSK-3B atenua ou previne a apoptose
(GOULD et al., 2004).

1.2.6  Estresse oxidativo
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Alguns estudos tém consistentemente demonstrado uma
associacdo entre estresse oxidativo e o transtorno depressivo. Nos
organismos aerobios, a geracdo de radicais livres é um processo
continuo e fisiolégico, decorrente de processos metabdlicos que incluem
a atividade enzimatica, processos de transporte de elétrons e oxidacéo de
compostos sollveis no citosol. Sua producdo, em proporgdes adequadas,
possibilita a geragdo de adenosina trifosfato (ATP), por meio da cadeia
transportadora de elétrons. Porém, a producdo excessiva de radicais
livres pode conduzir a danos oxidativos (FERREIRA; MATSUBARA,
1997).

A instalacdo do processo de estresse oxidativo ocorre quando ha
um desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da
geracdo excessiva de radicais livres ou em detrimento da velocidade de
remocdo desses. Tal processo conduz a oxidacdo de biomoléculas,
incluindo lipidios, proteinas e 0 DNA, com consequente dano as suas
funcdes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico (DALLE-DONNE et
al., 2006).

Com o objetivo de limitar os niveis intracelulares destas
espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos decorrentes, o
organismo dispde de um elaborado sistema de defesa antioxidante nédo-
enzimatico e enzimatico, este Ultimo sendo constituido por enzimas
como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx) (MAYNE, 2003; URSO; CLARKSON, 2003). A
SOD, em condigBes normais, catalisa a reacdo de conversdo do anion
superdxido em peréxido de hidrogénio, que é eliminado pela acdo das
enzimas CAT e GPx (HALLIWELL, 1987).

Dados da literatura sugerem que o0 aumento do estresse
oxidativo ou uma diminui¢do das defesas antioxidantes podem estar
relacionados a depressdo. Estudos que investigaram o balango oxidativo
em pacientes deprimidos descrevem alteracbes nas enzimas
antioxidantes SOD, CAT e GPx, além de maior peroxidacéo lipidica em
pacientes com depressdo, quando comparado com controles saudaveis
(KHANZODE et al., 2003; OZCAN et al., 2004). Corroborando estes
achados, estudos pré-clinicos demonstram que modelos animais de
depressdo baseados na inducdo de estresse aumentam as espécies
reativas de oxigénio (EROs) e modificam as defesas antioxidantes no
encéfalo de ratos (MADRIGAL et al., 2001; FONTELLA et al., 2005;
LUCCA et al., 2009c), sugerindo fortemente que a depressdo estd
associada com um desbalanco entre processos pré- e antioxidantes.

Diversas evidéncias indicam ainda que o0s antidepressivos
diminuem o estresse oxidativo em modelos animais de estresse cronico
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(ABDEL-WAHAB; SALAMA, 2011; LEE et al., 2011) e em pacientes
depressivos (BILICI et al., 2001; KHANZODE et al., 2003; HERKEN
et al., 2007). Apesar de 0 mecanismo exato pelo qual os antidepressivos
exercem estes efeitos ainda n&do ter sido totalmente elucidado, uma
hipotese é que eles podem suprimir citocinas pro-inflamatorias e a
producdo de EROs, ou ainda aumentar as defesas antioxidantes como
por exemplo as enzimas antioxidantes SOD e CAT espécies reativas.
Em concordancia com estes achados, alguns estudos bésicos
demonstram que compostos antioxidantes podem  apresentar
propriedades antidepressivas (ZAFIR et al.,, 2009b; ARENT et al.,
2012).

1.3 MODELOS ANIMAIS DE DEPRESSAO

A preocupacdo com o desenvolvimento de novas terapéuticas
antidepressivas com mecanismos distintos das atuais, mais eficazes e
com acdo mais rapida, tem conduzido investigacBes que buscam o
entendimento das bases etioldgicas da depressdo. Neste contexto, a
utilizacdo de modelos animais de depressao se faz indispensavel para a
compreensao e evolucdo da pesquisa acerca deste transtorno.

Modelos com validade preditiva, como o TNF e o teste de
suspensao pela cauda (TSC) sdo amplamente utilizados para o estudo da
depressdo (NESTLER et al., 2002; MCARTHUR; BORSINI, 2006). O
TNF foi descrito primeiramente por PORSOLT et al. (1977), sendo
utilizado em ratos e posteriormente em camundongos, enquanto o TSC
foi descrito em camundongos por STERU et al. (1985). Estes modelos
baseiam-se na observagdo do animal em estado de desespero
comportamental, que se movimenta para fugir de uma situacdo
inescapavel, desenvolvendo apds os primeiros minutos uma postura
imdvel que pode ser reduzida pela administracdo de antidepressivos.
Estes dois modelos sdo amplamente utilizados na busca por compostos
com possivel acdo antidepressiva (BOURIN et al., 2005); sdo de facil
uso e de boa reprodutibilidade (CRYAN et al., 2002).

Além da validade preditiva, modelos animais de depressdo com
validade fenomenoldgica e/ou de constructo também sdo utilizados.
Entre estes, destacam-se 0s modelos baseados na inducdo de estresse e
0s modelos farmacol6gicos para depressdo (MCARTHUR; BORSINI,
2006). Os modelos de indugdo ao estresse baseiam-se em estudos
epidemiolégicos, que relacionam eventos estressantes durante a vida
como o principal fator ambiental de risco para o desenvolvimento da
depressdao (TENNANT, 2002). Nestes modelos, os animais sdo expostos
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a diversos fatores estressantes e, como resultado, apresentam
comportamentos tipo-depressivo (MCARTHUR; BORSINI, 2006), tais
como: aumento do tempo de imobilidade em modelos preditivos de
atividade antidepressiva como o0 TNF e 0 TSC (GUTIERREZ-GARCIA,;
CONTRERAS, 2009), aumento da secre¢cdo de corticosterona
(KUBERA et al.,, 2001; SILBERMAN et al., 2004), aumento da
transmissdo glutamatérgica no giro denteado, apoptose, diminui¢do da
neurogénese hipocampal (JOELS et al., 2004), entre outras alteracdes.
Esses parametros fisioldgicos e comportamentais garantem ao modelo
uma alta validade preditiva e fenomenoldgica. Além disso, a relevancia
dos modelos animais de depressao induzida por estresse é evidenciada
tendo em vista que os déficits nos parametros comportamentais sao
revertidos pelo tratamento com antidepressivos (WILLNER et al., 1987;
WILLNER et al., 1992). Entre os modelos animais de depressao
induzidos pelo estresse, encontram-se 0 estresse crénico moderado
(WILLNER, 1997) e o estresse imprevisivel (LU et al., 2006).

Os modelos farmacolégicos induzem um comportamento tipo-
depressivo através de alteragfes neuroquimicas semelhantes aquelas
encontradas na depressdo (MCARTHUR; BORSINI, 2006). Entre estes
modelos destacam-se a administracdo de reserpina (MCARTHUR,;
BORSINI, 2006), de anfetamina (CRYAN et al., 2003) e citocinas pro-
inflamatdrias como interferon-a (MAKINO et al., 1998; MAKINO et
al., 2000), interleucina-1p (DUNN; SWIERGIEL, 2005), interleucina-6
(CHOURBAJI et al., 2006) e fator de necrose tumoral-a (TNF- o)
(KASTER etal., 2012).

1.4 TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA DEPRESSAO

A terapia antidepressiva moderna inclui intervencdes
psicolégicas, fisicas e a farmacoterapia com antidepressivos. As
intervencBes psicoterdpicas podem ser de diferentes tipos, como
psicoterapia de apoio, terapia interpessoal, comportamental, cognitiva
comportamental, de grupo, de casais e de familia. Tais intervences
podem ser efetivas como Unico tratamento somente na ocorréncia de
depressdo branda, caso contrario sdo utilizadas em combinagdo com
antidepressivos.

Existem vérias classes de antidepressivos disponiveis para o
tratamento da depressdo, incluindo os triciclicos, os inibidores da
monoamina oxidase, os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
e 0s inibidores mistos da recaptacdo de serotonina e noradrenalina
(BERTON; NESTLER, 2006; NEMEROFF, 2007). Todavia, estes
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farmacos proporcionam uma completa remissdo para apenas cerca de
50% dos individuos, ainda que muitos (mais que 80%) exibam respostas
parciais (NESTLER et al., 2002), e causam muitos efeitos colaterais
(BRUNELLO et al., 2002). Além disto, a resposta terapéutica a estes
farmacos ndo é imediata e costuma ocorrer entre a segunda e quinta
semanas apos o inicio do tratamento (BRUNELLO et al., 2002).

Considerando a baixa eficacia clinica (NESTLER et al., 2002) e
diversos efeitos colaterais causados pelos farmacos utilizados para o
tratamento da depressdo, 0 que muitas vezes contribui para o abandono
do tratamento pelo paciente (BRUNELLO et al., 2002), existe uma
grande necessidade de desenvolvimento de terapias antidepressivas
alternativas ou de substancias que possam otimizar a eficacia clinica do
tratamento para a depressao.

1.5 ACIDO ASCORBICO
1.5.1 Aspectos gerais

O L-&cido ascérbico (C6H806 - Figura 2), popularmente
conhecido como vitamina C, é uma vitamina hidrossoldvel antioxidante
que participa de multiplas fungdes vitais e que tem como propriedade
caracteristica o seu poder redutor (NAIDU, 2003). Tal substancia é
estavel na sua forma seca, no entanto, oxida-se com facilidade em
solucdo, e ainda mais facilmente quando exposta ao calor. Nos
mamiferos, em pH fisioldgico, essa molécula se ioniza liberando um
préton e passando a se chamar ascorbato (REBEC; PIERCE, 1994)
(Figura 2).

O nome quimico ‘“acido ascorbico” representa as duas
propriedades da substancia, uma quimica e a outra bioldgica. Sua
estrutura cont¢ém um grupo hidréxi-endlico, tautdomero da o-
hidroxicetona, que lhe fornece ndo somente capacidade redutora, mas
também um comportamento acido. Por outro lado, a palavra ascorbico
refere-se ao valor biolégico que tornou a vitamina conhecida, a protecdo
contra o escorbuto, doenga provocada pela caréncia grave de vitamina C
na dieta e cujos principais sintomas sdo fadiga, dificuldade de
cicatrizacdo, dentes soltos e dores musculares (HALLIGAN et al.,
2005). Atualmente o 4&cido ascérbico é muito usado como
suplementacédo vitaminica, sendo consumido sob diversas formas sélidas
como capsulas, drageas, comprimidos efervescentes, bem como em
formas liquidas (NAIDU, 2003).
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Figura 2. Bioquimica do acido ascorbico.

Em pH fisioldgico de mamiferos, o acido ascérbico é encontrado sob a forma de
anion ascorbato. A estrutura do ascorbato permite a perda de elétrons e assim
sua oxidagdo em um processo reversivel de duas etapas. Inicialmente o
ascorbato é oxidado através da perda de um elétron, formando um radical
intermedidrio chamado de radical ascorbila ou semi-desidroascorbato. Através
da perda de um segundo elétron e desprotonacdo, este é oxidado a &cido
desidroascérbico ou desidroascorbato.

1.5.2 Biossintese e metabolismo

Alguns animais sintetizam o ascorbato a partir da D-glicose e
D-galactose (Figura 3). Em mamiferos capazes de produzir niveis
elevados de ascorbato, a sintese ocorre no figado; ja em répteis e aves a
sintese de ascorbato ocorre nos rins. Contudo, alguns animais como
morcegos frugivoros, macacos, cobaias, peixes, invertebrados e
humanos nédo sdo capazes de sintetizar esta vitamina devido a auséncia,
geneticamente determinada, da enzima L-gulono-lactona oxidase,
requerida no ltimo passo de biossintese do ascorbato (Figura 3). Essa
mutacdo ndo causa problemas aos organismos incapazes de sintetizar
ascorbato, visto que a vitamina C é facilmente encontrada na dieta e
captada, especificamente, no intestino desses animais. A captacdo no
intestino é realizada por uma familia de transportadores dependentes de
sodio, denominada SVCT1 (RICE, 2000). Apo6s ser absorvido, o
ascorbato é direcionado a corrente sanguinea e amplamente distribuido
ao organismo. Cabe mencionar que as maiores concentragdes de
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ascorbato séo encontradas nas glandulas supra-renais, medula espinhal e
encéfalo (REBEC; PIERCE, 1994; RICE, 2000).

/ D-Glicose D-Galactosee \

Glicose-6-fosfato

Glicose uridina difosfato

Acido glicurénico
uridina difosfato

|

Acido D-glicurénico

D-glicuronolactona  Via das pentoses
1 fosfato

L-gulono-y-lactona

L-gulono-y-lactona oxidasel

2-ceto-gulono-y-lactona

\ L-acido ascorbico /

Figura 3. Biossintese do &cido ascorbico em animais.

O L-Acido ascorbico ¢ sintetizado principalmente a partir da glicose através de
uma série de reacBes enzimaticas. Humanos e outros animais como macacos,
morcegos frugivoros e cobaias ndo sintetizam &cido ascérbico devido a presenca
do gene ndo-funcional para a enzima L-gulono-lactona oxidase (adaptado de
NAIDU, 2003).

No SNC, o 4acido ascorbico pode ser captado da corrente
sanguinea para o liquido cefalorraquidiano sob a forma de ascorbato,
através do plexo cordide, via transportadores dependentes de sddio
(SVCT2) ou pode ainda ser captado sob a forma de desidroascorbato
(sua forma oxidada) pela barreira hematoencefalica, via transportadores
de glicose. De maneira similar, o ascorbato € incorporado por neurbnios
através de SVCT2 ou como desidroascorbato, via transportadores de
glicose, sendo posteriormente reduzido a ascorbato e armazenado.
Células gliais obtém ascorbato através da reducdo de desidroascorbato
gue é captado através dos transportadores de glicose (HARRISON;
MAY, 2009) (Figura 4).



36

SANGUE

PLEXO CORGHOE #  BARREIRA HEMATOENCEFALICA

FLUIDO
CEREBROSPINAL

fev]

NEURONIO

Figura 4. Esquema de capta¢do e metabolismo do ascorbato no SNC
Neurbnios podem captar ascorbato (atraveés dos SVCT2) ou desidroascorbato
(através dos transportadores de glicose). Céluas gliais captam desidroascorbato
(através dos transportadores de glicose), que é posteriormente reduzido a
ascorbato e armazenado ou liberado. ASC: ascorbato, DHA: desidroascorbato,
GLUT: transportadores de glicose, SVCT2: transportador de vitamina C
dependentes de soédio do tipo 2, AFR: radical livre ascorbato (adaptado de
HARRISON; MAY, 2009).

O ascorbato pode ser oxidado através de um processo reversivel
de duas etapas, formando o produto de sua oxidacdo, o 4cido
desidroascorbico (REBEC; PIERCE, 1994; RICE, 2000). O acido
desidroascdrbico pode ser reconvertido a ascorbato por diferentes
reaces enzimaticas bem como por agentes redutores presentes nos
sistemas biol6gicos ou sua estrutura pode ser irreversivelmente
hidrolisada formando um dos seus principais metabélitos, o acido 2,3-
dicetoguldnico, que pode ser metabolizado a &cido oxalico, xilose,
xilonato, entre outros produtos (PADAYATTY et al., 2003). A principal
rota de eliminagdo do ascorbato e de seus metabolitos é através da urina
(NAIDU, 2003). Em humanos, a maior parte do acido ascorbico (80-
90%) é absorvida quando o consumo é de até 100 mg/dia, entretanto, em
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niveis elevados, a eficiencia da absorcdo da substancia é rapidamente
diminuida (NAIDU, 2003).

1.5.3  Func®es bioldgicas

O écido ascdrbico participa de multiplas fungdes vitais, as quais
estdo relacionadas com a sua capacidade de 6xido-reducdo (REBEC;
PIERCE, 1994; NAIDU, 2003). Possui um papel bem documentado
como um importante co-fator enzimatico em reacdes de hidroxilacéo,
como por exemplo, para a hidroxilagdo catalisada pelas enzimas prolil e
lisil hidroxilase. Nestas reacGes sdo adicionados grupos hidroxila aos
residuos de prolina e lisina na molécula de colageno, o que contribui
para 0 aumento da estabilidade da estrutura em tripla hélice da molécula
(PETERKOFSKY, 1991). Na auséncia de ascorbato, ocorre uma sintese
alterada do colageno, o que pode levar ao desenvolvimento de
escorbuto.

O acido ascérbico também ¢ indispensavel na sintese de
carnitina, atuando como co-fator na hidroxilacdo envolvida na sua
sintese. A carnitina é essencial no transporte de &cidos graxos para o
interior da mitocdndria, facilitando sua oxidacéo e geracdo de ATP pela
célula (REBOUCHE, 1991). Outra enzima que utiliza o ascorbato como
co-fator é a dopamina B-hidroxilase, enzima que catalisa a conversao de
dopamina em norepinefrina, importante regulador do humor em
mamiferos (TAYLOR et al.,, 2005). A 7 a-hidroxilase, enzima do
primeiro passo para a sintese de &cidos biliares, que converte o
colesterol a 7 a-hidroxicolesterol também utiliza o ascorbato como co-
fator. Ja foi descrito que cobaias escorbdticas apresentam aterosclerose
devido ao acumulo de colesterol causado pela ineficiéncia da enzima em
questdo (MURRAY et al., 2002).

Além da atuacdo como cofator enzimatico, o acido ascérbico
detoxifica radicais orgénicos, atuando como um antioxidante endégeno
(SCHREIBER; TROJAN, 1991; NAIDU, 2003). Este composto pode
reagir com EROs e estabilizar radicais livres produzidos durante o
metabolismo celular (PADAYATTY et al., 2003). As EROs possuem
alta reatividade e podem oxidar biomoléculas como lipideos, proteinas e
acidos nucléicos, causando diferentes tipos de danos biolégicos e
podendo causar morte celular (SIES, 1993). Os metabélitos das EROs
estdo associados com processos degenerativos, como a doenca de
Parkinson. Além disso, as EROs estdo relacionadas com os efeitos
neurotoxicos causados pela excessiva liberagdo de glutamato (COYLE;
PUTTFARCKEN, 1993), implicada em uma grande variedade de
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condi¢des neuropatoldgicas como a doenca de Huntington, Alzheimer,
Parkinson, epilepsia, esquizofrenia e depressdo (MAES et al., 2011;
YAO; KESHAVAN, 2011; AGUIAR et al, 2012; GANDHI;
ABRAMOV, 2012; SOROLLA et al., 2012).

Além das funces descritas, estudos mostram ainda que o &cido
ascarbico pode desempenhar outras funcdes bioldgicas como auxiliar na
absorcdo de Ferro (BENDICH; COHEN, 1990), atuar como
imunomodulador, no controle da sintese de glicocorticdides pela
glandula adrenal (KOLB, 1990; NAIDU, 2003), possui putativa acdo
antitumoral (NAIDU, 2003; PADAYATTY et al., 2004; CHEN et al.,
2008) e antinociceptiva (ROSA et al., 2005).

Paradoxalmente, estudos revelam que elevadas concentragdes
de acido ascdrbico produzem efeitos citotoxicos associados a inibigcédo da
proliferacdo celular e aumento da apoptose, efeito que ocorre
preferencialmente em células neoplasicas, preservando as células
normais (PADAYATTY et al., 2006).

1.5.4  FuncBes no SNC e potencial efeito antidepressivo

A distribuicdo de ascorbato no encéfalo é dinamicamente
regulada (GRUNEWALD, 1993) e sua concentracdo pode variar de
acordo com a regido cerebral. Foi verificado que estruturas pertencentes
a regido anterior do encéfalo como o hipocampo, neocdrtex, amigdala,
neoestriado, nucleo accumbens, hipotadlamo e o septo apresentam altas
concentragcbes de ascorbato, enquanto que estruturas mediais €
posteriores apresentam concentracdes reduzidas dessa molécula
(MILBY et al., 1982). Uma excecdo para esse gradiente é o cerebelo,
gue embora esteja localizado na regido posterior do encéfalo apresenta
altas concentracdes de ascorbato (OELRICHS et al., 1988).

Além das funcgdes bioldgicas ja citadas, o ascorbato é capaz de
exercer diversas fungbes no sistema nervoso. Tal substincia exerce
influéncia na formacdo da bainha de mielina por células de Schwann,
visto que a sua auséncia diminui a formacéao de colageno do tipo IV, que
é essencial para a formacao da lamina basal, estrutura fundamental para
a mielinizacdo dos axénios (CAREY; TODD, 1987; ELDRIDGE et al.,
1987). O ascorbato também é capaz de regular a acdo da sédio-potassio
ATPase, inibindo essa enzima (GOTO; TANAKA, 1981; NG et al.,
1985), além de ser essencial para a sintese de catecolaminas (como co-
fator da dopamina B-hidroxilase, conforme previamente descrito). Um
estudo demonstrou ainda um papel para o ascorbato na liberacdo de
acetilcolina de vesiculas sindpticas de sinaptossomas de cérebro de rato
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(KUO; YOSHIDA, 1980) e de células cromafins da medula da adrenal
em cultura (LEVINE et al., 1983).

O 4cido asclrbico apresenta ainda uma importante acdo
neuromoduladora, tanto sobre a neurotransmissdo dopaminérgica como
glutamatérgica (GRUNEWALD, 1993; REBEC; PIERCE, 1994; RICE,
2000). J4 foi descrito que a administracdo de agonista dopaminéricos,
como a meta-anfetamina, aumenta a liberagdo de ascorbato no estriado e
no ndcleo acumbens de ratos (DAL et al., 2006; GU et al., 2006). Quanto
a neurotransmissdo glutamatérgica, o anion ascorbato é liberado dos
neurdnios glutamatérgicos como parte do processo de recaptacdo do
glutamato, no qual transportadores de glutamato de alta afinidade
trocam ascorbato por glutamato. Apesar de ndo se conhecer totalmente
os transportadores e tipos celulares especificos envolvidos neste
mecanismo, os transportadores de glutamato do tipo EAAT2 e EAAT3
parecem estar mais associados a este processo, que pode ocorrer em
neurdnios e em células gliais, garantindo um elevado nivel de ascorbato
extracelular em muitas regiGes do encéfalo (REBEC; PIERCE, 1994;
RICE, 2000).

Foi demonstrado ainda que o ascorbato inibe o0s receptores
NMDA através de um fendmeno redox (MAJEWSKA et al., 1990).
Adicionalmente, o &cido ascérbico possui um papel importante no
desenvolvimento e maturagdo neuronal, além de exibir propriedades
antioxidantes contra a excitotoxicidade mediada pelos receptores
NMDA (QIU et al., 2007). Considerando os estudos que implicam os
receptores NMDA na fisiopatologia da depressdo (CHUNG, 2012) e o
efeito inibitério que 4acido ascorbico possui sobre a funcdo estes
receptores (MAJEWSKA et al., 1990), pode-se sugerir que tal vitamina
pode apresentar um efeito antidepressivo dependente desta propriedade.

Nos transtornos do humor, um papel para o acido ascorbico foi
sugerido a partir de observacGes clinicas da recuperacdo da depresséo
idiopatica (sem causa conhecida) por altas doses de acido ascorbico,
bem como da depressdo associada ao uso de ACTH em uma crianca
com hepatite (COCCHI et al., 1980). Um estudo também relatou que a
administracdo de &cido ascorbico por 14 dias diminuiu os escores no
inventario Beck de depressdo em individuos saudaveis (BRODY, 2002).
Outro estudo verificou uma diminuicédo dos niveis de acido ascorbico no
plasma de pacientes com depressdo maior (KHANZODE et al., 2003).
Além disso, um estudo clinico reportou o caso de um paciente
deprimido que desenvolveu escorbuto (CHANG et al., 2007), o que
sugere que uma ingestdo inadequada desta vitamina, €
consequentemente baixos niveis endégenos de ascorbato, pode estar
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relacionada a patogénese da depressdo. Além disso, outros estudos
relatam uma comorbidade existente entre escorbuto e depressdo
(DESANTIS, 1993; STOGER et al., 1994; NGUYEN et al., 2003).

Em animais, foi relatado que ratos submetidos ao modelo de
estresse cronico moderado apresentam uma reducdo do contetdo de
acido ascorbico no cértex cerebral (EREN et al., 2007). Adicionalmente,
um estudo do nosso grupo mostrou que o &cido ascdrbico possui a¢do
antidepressiva no TSC em camundongos, o qual envolve uma ativacao
dos sistemas monoaminérgicos (BINFARE et al., 2009).
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos comportamentais e bioquimicos da

administracdo de acido ascérbico em modelos animais de depressdo,
bem como os possiveis mecanismos envolvidos no efeito tipo-
antidepressivo desta vitamina.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o envolvimento dos receptores NMDA e a via da L-
arginina-NO no efeito tipo-antidepressivo do acido ascorbico no
TSC e no teste do campo aberto em camundongos.

Investigar o envolvimento dos canais de K' no efeito tipo-
antidepressivo do acido ascorbico no TSC e no teste do campo
aberto em camundongos.

Verificar o efeito da administracdo de &acido ascorbico em um
modelo animal de depressdo induzida por estresse cronico
imprevisivel através da avaliagdo comportamental no TSC, teste do
campo aberto e pardmetros de estresse oxidativo no hipocampo e
cortex cerebral de camundongos.

Verificar o efeito da administracdo de &cido ascorbico em um
modelo animal de depressdo induzida por estresse de contencdo no
TNF, teste do campo aberto, pardmetros de estresse oxidativo bem
como a fosforilagdo de GSK-3pB e expressdo de Bcl-2 e Bax no
hipocampo e cortex cerebral de camundongos.
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3 MATERIAL E METODOS

A metodologia empregada nos estudos realizados neste trabalho
encontra-se dividida em capitulos, sob forma de artigos cientificos, os
guais se encontram nos anexos A, B, C e D.
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4 RESULTADOS

O presente trabalho resultou na publicacdo de 4 artigos
cientificos em periddicos de circulagdo internacional, listados abaixo e
incluidos nesta tese sob forma de anexos:

O anexo A traz um manuscrito completo relacionado ao
objetivo 1 publicado no periddico Behavioural Brain Research.

O anexo B traz um manuscrito completo relacionado ao
objetivo 2 publicado no periddico European Journal of Pharmacology.

O anexo C traz um manuscrito completo relacionado ao
objetivo 3 publicado no periddico Journal of Psychiatric Research.

O anexo D traz um manuscrito completo relacionado ao
objetivo 4 publicado no periddico Journal of Molecular Neuroscience.
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5 DISCUSSAO

Apesar de alguns estudos clinicos ja terem sugerido que o acido
ascarbico possui propriedades antidepressivas (COCCHI et al., 1980;
KHANZODE et al., 2003; CHANG et al., 2007), ha poucas informacdes
disponiveis na literatura acerca dos efeitos dessa substancia em modelos
animais de depressdo. Da mesma forma, 0s mecanismos responsaveis
por esse efeito foram pouco investigados.

Nosso grupo foi o pioneiro na investigacdo dos efeitos do &cido
ascdrbico em modelos animais preditivos de agdo antidepressiva.
BINFARE et al. (2009) demonstrou que a administracio sistémica (por
via intraperitoneal ou oral) ou central (por via intracerebroventricular)
de &cido ascérbico produz efeito tipo-antidepressivo no TSC e que esse
efeito é dependente de uma ativacéo dos sistemas monoaminérgicos.

No presente estudo, confirmamos que, ap6s uma Unica
administracdo em camundongos, o acido ascérbico promove um efeito
tipo-antidepressivo no TSC. Além disso, estendemos nossos achados
prévios mostrando que, neste mesmo teste comportamental, o tratamento
repetido (7 dias) com essa substancia foi capaz de reverter o
comportamento tipo-depressivo em camundongos submetidos ao
estresse crénico imprevisivel. Em outro protocolo experimental,
demonstramos que a administracdo aguda de &cido ascorbico previne o
comportamento tipo-depressivo induzido pelo estresse de contencdo em
camundongos avaliados no TNF.

O TSC e o TNF sdo dois modelos amplamente utilizados na
pesquisa basica e visam identificar e caracterizar a eficacia de
compostos com acdo antidepressiva (CRYAN et al., 2005). Nos dois
modelos, os animais sdo expostos a eventos estressantes incontrolaveis
em que ndo ha possibilidade de escape e a acdo tipo-antidepressiva é
expressa pela diminuicdo do tempo de imobilidade dos animais
(BOURIN et al., 2005), um efeito que é caracteristico de antidepressivos
convencionais de diferentes classes (PORSOLT et al., 1977; STERU et
al., 1985). Além do vasto uso desses modelos para identificar acdo
antidepressiva de novas drogas e compostos, esses também sdo
importantes ferramentas para o0 estudo dos mecanismos neurobiolégicos
envolvidos nas respostas antidepressivas (STERU et al., 1985; BOURIN
et al., 2005).

Neste estudo utilizamos o TNF e principalmente o TSC para
elucidar os mecanismos envolvidos no efeito tipo-antidepressivo do
acido ascorbico. Através de um conjunto de evidéncias, demonstramos
que a inibicdo dos receptores NMDA estd envolvida no efeito anti-
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imobilidade dessa substancia. A administracdo de NMDA foi capaz de
promover uma reversao completa do efeito tipo-antidepressivo do acido
ascdrbico no TSC. Além disso, uma segunda evidéncia que sugere a
modulacao dos receptores NMDA como parte do mecanismo pelo qual o
acido ascorbico exerce seu efeito antidepressivo ¢ o fato de que a
administracdo combinada de doses sub-efetivas de acido ascorbico e
MK-801, foi efetiva em produzir um efeito tipo-antidepressivo no TSC.
O MK-801 possui a capacidade de ligar-se a um sitio dentro do canal,
conhecido como sitio PCP (devido a ligagdo da droga fenciclidina)
bloqueando de maneira ndo competitiva os receptores NMDA.

Atualmente um grande numero de trabalhos vem se dedicando
ao estudo da sinalizacdo glutamatérgica, particularmente dos receptores
NMDA, na fisiopatologia da depressdo. Foi demonstrado que os niveis
de glutamato no soro de pacientes com depressdo estdo
significativamente mais elevados que controles saudaveis (KIM et al.,
1982), resultados confirmados posteriormente por outros autores
(ALTAMURA et al., 1993; MAURI et al., 1998). Além disso, uma
correlagdo positiva entre os niveis de glutamato no plasma e a
severidade dos sintomas depressivos em pacientes ja foi descrita
(MITANI et al., 2006). E interessante destacar que o tratamento com
antidepressivos (5 semanas) foi capaz de diminuir significativamente os
niveis de glutamato no soro de pacientes depressivos (MAES et al.,
1998), sugerindo que a sinalizacdo pelo glutamato exerce um papel
importante no efeito dos antidepressivos. Em animais, modelos de
depressdo induzida pelo estresse crénico ou pela bulbectomia ofatoria
causam um aumento na liberacdo de glutamato em regides encefalicas
implicadas na fisipatologia da depressdo (HO et al., 2000; TARDITO et
al., 2010).

Considerando a hip6tese de que o receptor NMDA pode ser um
alvo dos antidepressivos, alguns estudos investigaram o potencial
terapéutico de antagonistas do receptor NMDA em roedores. Foi
demonstrado que a  administragdo de  2-amino-7-acido
fosfonoheptandico (antagonista ndo competitivo do receptor NMDA),
acido 1-aminociclopropano carboxilico (agonista parcial do sitio de
ligacdo da glicina) e MK-801 (antagonista de receptor NMDA) s&o
eficazes em produzir um efeito tipo-antidepressivo em testes pré-
clinicos (TRULLAS; SKOLNICK, 1990; TRULLAS et al., 1991; MAJ
et al., 1992; SKOLNICK et al., 1992). Mais recentemente, alguns
estudos mostraram que a administracdo aguda de memantina, um
antagonista ndo competitivo de receptores NMDA, exerce efeitos
antidepressivos em ratos e camundongos submetidos ao TNF (ROGOZ
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et al., 2002; SKUZA; ROGOZ, 2003; ALMEIDA et al., 2006; REUS et
al., 2010), além de produzir um efeito tipo-antidepressivo sinérgico
neste teste quando coadministrada com antidepressivos (ROGOZ et al.,
2002). Adicionalmente, a memantina também apresentou eficécia
antidepressiva em humanos (FERGUSON; SHINGLETON, 2007).

Resultados promissores na terapia antidepressiva também foram
obtidos com a administracdo de cetamina, outro antagonista de
receptores NMDA. Estudos indicam que esta substancia possui acdes
antidepressivas em animais (ROGOZ et al., 2002; GARCIA et al.,,
2008a; GARCIA et al., 2009) e pacientes (BERMAN et al., 2000;
ZARATE et al., 2006). Surpreendentemente, o tratamento com cetamina
produz um rapido efeito antidepressivo e é eficaz no tratamento de
pacientes com depressdo resistente ao tratamento (ZARATE et al.,
2006). Dados da literatura demonstram ainda que antidepressivos como
a fluoxetina e a desipramina, em concentracfes terapéuticas, inibem os
receptores NMDA (SZASZ et al., 2007; MAYER et al., 2009).

Sobre a capacidade do &cido ascérbico de inibir os receptores
NMDA, nossos achados estdo de acordo com um estudo prévio que
demonstrou que a administracdo intraperitoneal dessa substancia em
camundongos foi capaz de atenuar a resposta nociceptiva induzida pela
injecdo intretecal de glutamato, um efeito que foi dependente da inibi¢do
da via da L-arginina-NO e da ativacdo (oxidacdo) do sitio redox do
receptor NMDA (ROSA et al., 2005). Além disso, outros trabalhos tém
sugerido que o &cido ascorbico estd envolvido na regulacdo do sistema
glutamatérgico, principalmente, por modular a fungdo do receptor
NMDA. Por exemplo, ja foi verificado que o ascorbato inibe a ligacdo
de glutamato nos receptores NMDA, além de produzir alteractes
conformacionais decorrentes de mudangas na carga elétrica do receptor,
promovendo a internalizacdo do mesmo (MAJEWSKA et al., 1990;
CHOI; LIPTON, 2000). Nossos resultados também estdo apoiados na ja
consolidada teoria de que a regulacdo das concentracGes de ascorbato e
glutamato no SNC é mediada por um mecanismo de trocadores e/ou
transportadores, onde a liberacdo de ascorbato promove a captacdo de
glutamato (REBEC; PIERCE, 1994), diminuindo o0s niveis
extracelulares de glutamato e reduzindo a excitotoxicidade provocada
pelo excesso desse neurotransmissor na fenda sinaptica.
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Figura 5. Envolvimento dos receptores NMDA e a via da L-arginina-NO-
GMPc no efeito do tipo-antidepressivo do acido ascorbico no TSC.

O efeito do tipo-antidepressivo do acido ascorbico TSC é mediado, pelo menos
em parte, pelo bloqueio de receptores NMDA, inibicdo das enzimas NOS e GCs
e diminuig&o dos niveis de GMPc neuronais.

O presente estudo também evidenciou que o efeito tipo-
antidepressivo do acido ascorbico no TSC, além de ser dependente da
inibicdo dos receptores NMDA, envolve a modulagdo da via L-arginina-
NO-GMPc, conforme sumarizado na Figura 5. A L-arginina esta
envolvida em mdltiplos processos celulares, variando do equilibrio
redox ao ciclo celular e, além disso, uma de suas principais funcgdes é ser
0 substrato para a producdo de NO, através da agdo da NOS (WU,
MORRIS, 1998). Os efeitos do NO sdo mediados diretamente por
segundos mensageiros, sendo a via da ativacdo da enzima GCs a mais
estudada. Esta enzima catalisa a conversdo de GTP em GMPc, um
mediador de muitos efeitos do NO (DENNINGER; MARLETTA,
1999). Apesar do conhecido papel dessa molécula como modulador do
sistema nervoso, 0 aumento da biodisponibilidade de NO em
consequéncia da liberagdo exagerada de glutamato ou diminuigéo da sua
recaptacdo, pode causar danos oxidativos as células, especialmente na
presenca de superdxidos (HABIB; ALI, 2011). Por este motivo, a
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elevada producdo de NO estd implicado em processos bioldgicos
associados a depressdo como o estresse oxidativo (BERGSTROM et al.,
2008) e a excitoxicidade glutamatérgica (STRIJBOS et al., 1996).

Estudos clinicos encontraram niveis elevados de NO em
pacientes que realizaram tentativa de suicidio (KIM et al., 2006) e,
corroborando estes achados, foi observado que animais submetidos ao
protocolo de estresse imprevisivel, além de mostrarem alteragdes
comportamentais que se assemelham a depressdo em humanos, tiveram
um aumento na expressdo de NOS 1 em estruturas encefalicas
relacionadas ao transtorno, como o hipocampo, a amigdala e o cOrtex
cerebral (DE OLIVEIRA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2008).

No presente estudo, nds demonstramos que 0 pré-tratamento
dos camundongos com L-arginina (substrato da NOS), preveniu o efeito
anti-imobilidade do &cido ascorbico no TSC. Além disso, a
administracdo combinada de doses sub-ativas de &cido ascorbico e 7-
nitroindazol em camundongos promoveu um efeito tipo-antidepressivo
sinérgico em comparacdo ao grupo controle ou as drogas administradas
isoladamente. O 7-nitroindazol é um inibidor especifico da NOS 1 que
apresenta propriedades antidepressivas em modelos animais (YILDIZ et
al., 2000; JOCA; GUIMARAES, 2006). Juntos, estes resultados
sugerem que o efeito tipo-antidepressivo do acido ascérbico no TSC é
dependente, pelo menos em parte, da inibicdo da sintese de NO. De
maneira semelhante, estudos basicos demonstraram que o efeito
antidepressivo da imipramina, venfalaxina e bupropiona foi bloqueado
pelo pré-tratamento com L-arginina (HARKIN et al., 2003; KRASS et
al., 2011), indicando que a inibicdo da sintese de NO esta envolvida no
efeito destes antidepressivos.

Neste trabalho demonstramos também que o tratamento com
acido ascérbico em doses sub-ativas, foi eficaz em promover um efeito
antidepressivo sinérgico quando administrada com doses sub-efetivas de
ODQ, um inibidor da GCs. Além disso, o pré-tratamento dos animais
com sildenafil (um inibidor seletivo da fosfodiesterase 5) preveniu o
efeito tipo-antidepressivo do acido ascérbico no TSC. Considerando que
0 NO ativa a enzima GCs, que por sua vez converte GTP a GMPc
(DENNINGER; MARLETTA, 1999) e que a inibicao da fosfodiesterase
5 aumenta os niveis de GMPc, nossos resultados indicam que o efeito do
tipo-antidepressivo do 4cido ascorbico envolve uma redugéo dos niveis
de GMPc, possivelmente como uma consequéncia da redugdo da sintese
de NO. Resultados similares foram obtidos com outros compostos
dotados de propriedades antidepressivas. A administracdo de doses sub-
efetivas de melatonina, agmatina, e escitalopran produziu um efeito
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antidepressivo sinérgico com o ODQ em testes preditivos de atividade
antidepressiva (MANTOVANI et al., 2003; KASTER et al., 20053;
ZOMKOWSKI et al., 2010). Além disso, diversos estudos demonstram
qgue a administracdo de sildenafil reverte o efeito antidepressivo de
diversos compostos em modelos animais (KASTER et al., 2005a;
BROCARDO et al., 2008; DHIR; KULKARNI, 2008).

Como descrito no Capitulo 2 e sumarizado na Figura 6, o efeito
tipo-antidepressivo do &cido ascorbico também envolve a inibigdo da
ativacdo de diferentes tipos de canais de K'. O presente trabalho
demonstrou que a administracdo de doses sub-ativas de TEA (inibidor
de canais de K" dependentes de voltagem), glibenclamida (inibidor de
canais de K" sensiveis a ATP), caribdotoxina (inibidor de canais de K"
de alta condutancia ativados por célcio) ou apamina (inibidor de canais
de K" de baixa e média condutancia modulados por calcio) em
combinagdo com uma dose sub-ativa de &cido ascérbico produz um
efeito tipo-antidepressivo no TSC. A hipétese de que o efeito anti-
imobilidade do &cido ascdrbico seja dependente da inibicdo da ativacdo
dos canais de K" é reforcada pelos resultados que mostram que o pré-
tratamento dos animais com cromacalim, um ativador de canais de K,
foi efetivo em reverter o efeito tipo-antidepressivo produzido por uma
dose ativa da vitamina.

TEA
GLIBENCLAMIDA|
©

Extracelular ATP-sensivel J
Intracelular

Figura 6. Envolvimento de canais de K" no efeito tipo-antidepressivo do
4cido ascorbico no TSC.

O efeito tipo-antidepressivo do &cido ascorbico envolve a inibicdo dos canais de
K. Doses sub-ativas de TEA (inibidor de canais de K" dependentes de
voltagem), glibenclamida (bloqueador de canais de K' sensivel ao ATP),
caribdotoxina (bloqueador de canais de K* ativados por calcio de alta e
intermediéria condutincia) e apamina (blogueador de canais de K" ativados por
calcio de baixa condutancia) combinadas com uma dose sub-ativa de acido
ascorbico produziram um efeito tipo-antidepressivo no TSC. Adicionalmente, o
pretratamento dos animais com ativadores de canais de K* (cromacalim e
minoxidil) reverteu o efeito anti-imobilidade do &cido ascérbico no TSC.
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A participagdo dos canais de K* na modulagio do humor tem
sido sugerida em varios estudos e, mais especificamente, a inibicao
desses canais vem sendo associada com efeitos antidepressivos em
estudos pré-clinicos. Consistente com esta hipdtese, KASTER et al.
(2005) mostrou que a inibicdo farmacoldgica dos canais de K* produz
um efeito tipo-antidepressivo no TNF. De maneira inversa, o tratamento
com agentes que promovem a abertura dos canais de K* produzem
efeitos depressogénicos (GUO et al., 1996; GALEOTTI et al., 1999)
Além disso, um efeito antidepressivo sinérgico decorrente da
administracdo combinada de antidepressivos com bloqueadores de
canais de K* também ja foi descrito (GUO et al., 1995; GUO et al.,
1996; INAN et al., 2004; KASTER et al., 2007; BORTOLATTO et al.,
2010).

Ainda tem sido relatado que a estimulagdo dos receptores
serotoninérgicos pode afetar diversos tipos de canais de K' em
neurdnios do SNC (BOBKER; WILLIAMS, 1990). Corroborando estes
achados, existem diversas evidéncias que indicam uma associagao entre
os canais de K' e o mecanismo de acdo dos antidepressivos,
especialmente aqueles que promovem a ativacdo do sistema
serotoninérgico, incluindo a fluoxetina, a sertralina e a venfalaxina
(CHOI et al., 2004; INAN et al., 2004; BORTOLATTO et al., 2010).
Estudos também sugerem que o bloqueio dos canais de K™ aumenta a
liberacdo basal de serotonina em fatias hipocampais de ratos
(SCHECHTER, 1997). De fato, o efeito tipo-antidepressivo sinérgico
produzido pela administracdo combinada de &cido ascorbico e inibidores
dos canais de K* pode ser, pelo menos em parte, dependente da ativagio
do sistema serotoninérgico, visto que ja foi demonstrado que a
administracdo de NAN-190 (antagonista de receptores 5-HTia),
ketanserina (antagonista de receptores 5-HT,apc) € MDL72222
(antagonista de receptores 5-HT3) previne o efeito tipo-antidepressivo
do &cido ascorbico no TSC (BINFARE et al., 2009).

Ja foi previamente demonstrado pelo nosso grupo que a
administragdo de L-arginina (precursora de NO) ou sildenafil (inibidor
da enzima fosfodiesterase-5, envolvida na degradacdo do GMPCc) reverte
o efeito tipo-antidepressivo produzido pelo tratamento com
blogueadores de canais de K como o TEA, a glibenclamida, a apamina
e a caribdotoxina, sugerindo que o NO e GMPc sdo importantes
moduladores de alguns canais de K" (KASTER et al., 2005b). Além
deste, outros estudos tém relatado que 0 NO e o GMPc podem ativar
diferentes tipos de canais de K" (BOLOTINA et al., 1994; JEONG et al.,
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2001). Um achado interessante do presente estudo é o fato de que a
administracdo de cromacalim (um ativador dos canais de K*) foi efetiva
em suprimir o efeito antidepressivo sinérgico produzido pela
administracdo combinada de é&cido ascoOrbico e 7-nitroindazol (um
inibidor da atividade da NOS). Este resultado, juntamente com os dados
apresentados no capitulo 1, sugere que o bloqueio indireto dos canais de
K" pelo &cido ascorbico, através da inibi¢ao dos receptores NMDA e da
sintese de NO, pode estar relacionado com os resultados
comportamentais obtidos no TSC. Entretanto, a possibilidade de que o
acido ascorbico cause uma inibicao direta dos canais de K™ n&o pode ser
descartada, especialmente considerando trabalhos anteriores que
demonstram a capacidade deste composto de interagir com os canais de
K*. Por exemplo, ja foi demonstrado que o 4cido ascorbico reverte a
inibicdo das correntes de K* para dentro de células provocada pelo
peroxido de hidrogénio (ZHANG et al., 2001). Além disso, este
composto foi efetivo em reduzir as correntes de K™ em neurdnios de
Drosophila (ALSHUAIB; MATHEW, 2006), além de diminuir as
correntes de K dependentes de voltagem nas células bipolares da retina
de peixe dourado (FAN; YAZULLA, 1999).

Além de investigar o mecanismo de acdo responsavel pelo
efeito tipo-antidepressivo do acido ascorbico no TSC, este estudo
também buscou avaliar o efeito da administracdo desse composto sobre
0 comportamento tipo-depressivo de camundongos submetidos a
protocolos de estresse. Os modelos de comportamento tipo-depressivo
baseados na inducdo de estresse sdo utilizados na pesquisa pré-clinica
por promoverem alteragdes comportamentais, bioquimicas e fisiologicas
gue mimetizam sintomas de depressdo (LU et al., 2006; MCARTHUR,;
BORSINI, 2006). Um dos parametros comportamentais avaliados apos a
exposicdo de roedores aos protocolos de estresse é o tempo de
imobilidade dos animais em modelos preditivos de a¢do antidepressiva
como 0 TNF e o TSC. Camundongos e ratos expostos a situagdes de
estresse emocional e fisico costumam apresentar um aumento do tempo
de imobilidade nesses testes, o que € interpretado como um
comportamento tipo-depressivo (MINEUR et al., 2006; DUNN;
SWIERGIEL, 2008; MURRAY et al., 2008; GUTIERREZ-GARCIA,;
CONTRERAS, 2009).

Em concordancia com estudos j& publicados na literatura, neste
trabalho, a exposi¢do dos camundongos a agentes estressores aplicados
de maneira aguda (estresse de contencdo — 7 horas) ou crénica (estresse
cronico imprevisivel — 14 dias) foi efetiva em aumentar o tempo de
imobilidade dos animais no TNF e TSC, respectivamente, 0 que €
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consistente com um fenotipo tipo-depressivo. No modelo de estresse
cronico imprevisivel, apesar de ndo termos observado alteracfes no peso
corporal dos animais ou nos niveis de corticosterona, evidenciamos que
0s camundongos estressados apresentaram uma diminui¢do do tempo de
grooming no splash test, sugerindo um comportamento aneddnico
induzido pelo estresse, 0 que corrobora os resultados obtidos no TSC.

Estudos pré-clinicos evidenciam que o tratamento com
antidepressivos, incluindo a fluoxetina, tianeptina, cetamina, venfalaxina
e imipramina, reverte os déficits comportamentais induzidos pelo
estresse (GARCIA et al., 2009; LARSEN et al., 2010; LI et al., 2011,
MUTLU et al., 2012). No presente trabalho, a administracdo aguda (uma
Unica administracdo) ou repetida (sete dias) de &cido ascorbico foi capaz
de reverter o comportamento depressogénico induzido pelo estresse de
contencio e estresse cronico imprevisivel, respectivamente. E
importante ressaltar que os efeitos comportamentais obtidos apds o
tratamento com &cido ascorbico, em ambos os modelos de depressao
induzida por estresse, foram comparaveis ao alcancado com a
administragdo de fluoxetina, antidepressivo amplamente utilizado na
clinica. Estes resultados sugerem que o acido ascérbico pode possuir
propriedades semelhantes a dos antidepressivos.

Além disso, cabe destacar que no estudo desenvolvido por
BINFARE et al. (2009), o acido ascdrbico (administrado de forma
sistémica ou central), apresentou efeito tipo-antidepressivo no TSC, mas
ndo no TNF, provavelmente devido a diferentes substratos e vias
neuroquimicas que medeiam a performance dos camundongos nestes
testes (BAI et al., 2001). A reversdo do comportamento tipo-depressivo
induzido pelo estresse de contencdo (avaliado no TNF) sugere que a
exposicdo aguda ao estresse € suficiente para induzir alteracbes
comportamentais nos camundongos que levam a uma maior
sensibilidade a acdo antidepressiva do acido ascdrbico. Este resultado
estd de acordo com estudos que mostraram que doses sub-ativas de
imipramina e magnésio foram capazes de reverter 0 comportamento
tipo-depressivo induzido pelo estresse de imobilidade, sem causar
qualquer efeito nos animais nao-estressados (POLESZAK et al., 2006;
CAPRA etal., 2010).

Apesar de ndo podermos apontar com clareza 0 mecanismo pelo
qual o acido ascorbico exerce efeitos protetores contra as alteracOes
causadas pelo estresse agudo e cronico, com base nos nossos estudos
prévios podemos especular que a ativagdo dos  sistemas
monoaminérgicos, inibi¢do dos receptores NMDA e da via L-arginina-
NO-GMPc, bem como o bloqueio dos canais de K podem estar
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implicados neste efeito protetor. Em animais, ja foi reportado que o
estresse cronico imprevisivel estimula a atividade da enzima monoamina
oxidase (LIN et al., 2005; KUMAR et al., 2011), que pode resultar em
uma diminuicdo dos niveis de monoaminas no cérebro, um achado
interessante considerando a capacidade do acido ascorbico de estimular
0s sistemas monoaminérgicos (BINFARE et al., 2009). Além disso, a
superativacdo dos receptores NMDA, bem como a diminui¢cdo da
captacdo de glutamato ja estd bem caracterizada em protocolos de
estresse (MOGHADDAM, 1993; REAGAN et al., 2004; YANG et al.,
2005). Tais eventos podem levar a excitoxicidade glutamatérgica,
ativacio da via da L-argina-NO-GMPc e dos canais de K*, que também
podem ser modulados pelo acido ascorbico.

Sabe-se ainda que 0s processos excitotoxicos induzidos pela
exposicdo ao estresse sdo acompanhados de um desequilibrio entre a
geracgdo de EROs e as defesas antioxidantes (BILICI et al., 2001; EREN
et al., 2007; LUCCA et al., 2009a), ocasionando um potencial dano
oxidativo as células. Considerando que as propriedades antioxidantes do
acido ascorbico (SCHREIBER; TROJAN, 1991; NAIDU, 2003)
também podem estar envolvidas no seu efeito protetor contra o estresse
em animais, avaliamos alguns parametros de estresse oxidativo no
cortex cerebral e hipocampo de camungondos submetidos aos
protocolos de estresse de contengdo e de estresse crdnico imprevisivel,
bem como o efeito do &cido ascorbico neste contexto.

No protocolo de estresse de contengdo, o comportamento tipo-
depressivo induzido pela restricdo fisica durante 7 horas foi
acompanhado por um estado pré-oxidativo, que levou a um aumento da
peroxidacdo lipidica no cortex cerebral e hipocampo. Nos animais
estressados, um aumento das defesas antioxidantes também foi
observado, provavelmente como uma resposta compensatéria. De
maneira similar, camundongos submetidos ao estresse crénico
imprevisivel, apresentaram um aumento no dano oxidativo no cdrtex
cerebral e hipocampo, como evidenciado pelos resultados que mostram
um aumento da peroxidacdo lipidica e diminuicdo das defesas
antioxidantes nessas regifes encefélicas.

Nossos resultados estdo de acordo com dados da literatura, que
de fato ja mostraram um aumento significativo da peroxidacéo lipidica
no cérebro de roedores ap6s o estresse de contengdo, aplicado de
maneira aguda ou cronica (KUMAR; GOYAL, 2008; ZAFIR et al.,
2009a; KUMAR et al., 2010; AHMAD et al., 2012; GARCIA-
FERNANDEZ et al.,, 2012). Além disso, consistente com nossos
achados, estudos prévios demonstram que a exposicdo de ratos e
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camundongos ao protocolo de estresse cronico imprevisivel é capaz de
aumentar os niveis de substdncias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) no encéfalo (LUCCA et al., 2009a; KUMAR et al., 2011). Em
humanos, os niveis de malondialdeido (um produto final da peroxidacéo
lipidica) também estdo aumentados no soro e plasma de pacientes
depressivos (BILICI et al., 2001; KHANZODE et al., 2003).

Como sumarizado na Figura 7, nossos resultados mostraram
também que em ambos os protocolos experimentais, a administracdo de
acido ascorbico promoveu efeitos benéficos contra o dano oxidativo
induzido pelo estresse em paralelo com a prevencdo do comportamento
tipo-depressivo, sugerindo uma possivel relacdo entre estes eventos. Em
concordancia com nossos resultados, um estudo prévio mostrou que a
peroxidacdo lipidica no hipocampo durante convulsfes experimentais
foi atenuada com a administracdo de acido ascdrbico (SANTOS et al.,
2009). Além disso, a adicdo de ascorbato em cultura de células, fatias e
microssomas cerebrais previniu a peroxidacdo lipidica induzida por
diferentes agentes oxidantes (SEREGI et al., 1978; KOVACHICH,;
MISHRA, 1983). Corroborando estes achados, a administracdo
concomitante da vitamina C e E em ratos estressados preveniu a inibicao
da atividade do complexo Il da cadeia transportadora de elétrons e do
citocromo C oxidase, além de prevenir o comportamento tipo-
depressivo (TAGLIARI et al., 2010), indicando um possivel
envolvimento do estresse oxidativo nessas alteracdes.

O sistema de defesa antioxidante primario, que envolve efeitos
coordenados da SOD, CAT e glutationa, tem sido bastante estudado na
depressdo (NG et al., 2008). A SOD é a primeira linha de defesa contra
as EROs e cataliza a dismutacdo do radical anion superoxido (O;) ao
peroxido de hidrogénio (MCCORD; FRIDOVICH, 1988) que pode ser
reduzido a agua e O, pela CAT (CHELIKANI et al., 2004) ou GPx
(FLOHE, 1971). Além de detoxificar o peroxido de hidrogénio, a GPx
pode reduzir hidroperoxidos lipidicos e ndo-lipidicos as custas da
glutationa, a qual, torna-se oxidada, formando a glutationa dissulfeto
(FLOHE, 1971).

No presente estudo, o estresse induzido pela restricdo fisica
durante 7 horas provocou um aumento das atividades da SOD, GPx
(cortex cerebral e hipocampo) e glutationa redutase (GR) (somente no
cortex cerebral). O referido aumento nas atividades dessas enzimas
antioxidantes pode ser decorrente de uma resposta compensatoria ao
aumento da formacao de radicais livres, induzido pelo estresse agudo de
contengdo em camundongos. Ja no protocolo de estresse cronico
imprevisivel, encontramos uma diminuicdo na atividade da CAT (cOrtex
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cerebral e hipocampo) e da GR (hipocampo) nos camundongos
estressados. Além disso, menores niveis de glutationa no cortex cerebral
também foram observados em animais submetidos ao estresse cronico.
Associados com os resultados do TBARS, estes dados suportam a idéia
de que o estresse € capaz de induzir a um aumento da formacdo de
EROs, acompanhado por um desbalanco no sistema de defesa
antioxidante no encéfalo.

Estudos em que utilizam protocolos de estresse como modelos
animais de depresséo, podem encontrar diferentes efeitos nas atividades
das enzimas antioxidantes. Estas inconsisténcias podem ocorrer em
funcdo de uma série de variagbes quanto aos procedimentos ou animais
utilizados, como idade e sexo dos animais, intensidade, duracéo,
frequéncia e tipo do estressor (BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009).
No que diz respeito ao estresse de contencdo, ja foi demonstrado que
ratos estressados durante uma hora por dias, por um periodo de 40 dias,
apresentaram um aumento da atividade da GPx no hipocampo
(FONTELLA et al., 2005). De forma similar, atividades aumentadas da
SOD e CAT no cérebro de camundongos submetidos ao estresse agudo
de contencéo (2 h/dia durante 3 dias) também ja foram descritas (KIM et
al., 2005). Um estudo realizado em 2010 observou ainda que ratos
submetidos ao estresse cronico de contencdo (1 h/dia durante 40 dias)
apresentaram um aumento na atividade da CAT no estriado (BALK
RDE et al., 2010) e, mais recentemente foi demonstrado que
camundongos submetidos a um protocolo de estresse de contencéo
idéntico ao utilizado no presente estudo tiveram um aumento das
atividades da SOD, CAT, GR e GPx (BUDNI et al., 2012).

Contrapondo nossos resultados e reforcando a idéia de que ha
heterogeneidade nos resultados obtidos por diferentes grupos de
pesquisa que utilizam modelos de estresse, ja foi descrito uma reducéo
nas atividades da CAT e GR ap6s a submissao de roedores a protocolos
agudos de estresse de contencdo (somente uma exposicao) (KUMARI et
al., 2007; KUMAR; GOYAL, 2008; KUMAR et al., 2010). Além disso,
estudos realizados com estresse crbnico de contencdo (4 h/21 dias)
encontraram atividades reduzidas da SOD, CAT e GR (ZAFIR et al.,
2009a; ZAFIR; BANU, 2009).

No que se refere ao estresse cronico imprevisivel, ja foi descrito
gue o comportamento tipo-depressivo induzido pela exposicao de ratos a
diferentes estressores aplicados diariamente durante 28 dias esta
acompanhada por uma reducéo significativa da atividade da GPx e dos
niveis de glutationa (EREN et al., 2007). LUCCA et al. (2009b)
observaram ainda uma diminuicdo na atividade da SOD no cortex
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cerebral, hipocampo e estriado de ratos estressados cronicamente, dados
gue juntos, corroboram nossos achados.

Em pacientes depressivos, diferentes resultados ja foram
obtidos quanto a atividade das enzimas antioxidantes. Por exemplo,
estudos mostram que pacientes deprimidos podem apresentar atividade
aumentada da GR no plasma, e atividade aumentada da GPx (BILICI et
al., 2001), SOD (BILICI et al., 2001; GALECKI et al., 2009; KOTAN et
al., 2011) e CAT (GALECKI et al., 2009) nos eritrdcitos. Além disso,
um estudo post-mortem observou um aumento da atividade da SOD no
cortex pré-frontal de pacientes deprimidos (MICHEL et al., 2007). Por
outro lado, um estudo clinico reportou que esses pacientes possuem uma
menor atividade da CAT e niveis reduzidos de glutationa quando
comparados com individuos saudaveis (OZCAN et al., 2004).

Diversas evidéncias tém indicado que os antidepressivos
possuem efeito antioxidante, visto que o tratamento com estes farmacos
foi efetivo em reverter o dano oxidativo no plasma e no soro de
pacientes depressivos (BILICI et al., 2001; KHANZODE et al., 2003;
HERKEN et al., 2007). Estes achados sugerem que as propriedades
antioxidantes desses compostos podem, pelo menos em parte, contribuir
para o seu efeito clinico. No nosso trabalho, a administracdo de acido
ascorbico, que preveniu 0 comportamento tipo-depressivo e a
peroxidacéo lipidica induzida pelos protocolos de estresse, também foi
capaz de regular a atividade das enzimas antioxidantes nas estruturas
avaliadas. Estes resultados estdo de acordo com o ja descrito efeito do
acido ascorbico como um potente antioxidante com acbes nao-
enzimaticas (para uma revisdo ver NAIDU et al.,, 2003). Outros
compostos com propriedades antioxidantes também exibem efeito
antidepressivo. Por exemplo, o tratamento com N-acetilcisteina, um
precursor da glutationa, atenuou os sintomas depressivos em pacientes
avaliados através da escala de avaliacdo da depressdo Montgomery
Asberg (BERK et al., 2008). Além disso, ja foi demonstrado que
micronutrientes com propriedades antidepressivas, como o acido folico
e 0 zinco (ROSA et al., 2003; BROCARDO et al., 2008) podem ser
Uteis na prote¢do contra o dano cerebral causado pelo estresse oxidativo
em roedores (BROCARDO et al., 2007; BROCARDO et al., 2010).

E importante ressaltar que alguns dos nossos resultados obtidos
nos trabalhos envolvendo os protocolos de estresse de contengdo e
estresse cronico imprevisivel, foram dependentes da regido encefalica
avaliada. O cortex cerebral e o hipocampo representam diferentes tipos
celulares e possuem, ao menos em parte, particularidades quanto as suas
caracteristicas fisiologicas e metabodlicas, incluindo diferencas na
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capacidade antioxidante e metabolismo oxidativo (PREDIGER et al.,
2004). Estes sdo fatores importantes para explicar as diferencas
regionais observadas na vulnerabilidade a peroxidacdo lipidica e
atividade das enzimas antioxidantes. Respostas distintas de diferentes
estruturas encefalicas na vulnerabilidade ao estresse e ao tratamento
também foram reportadas por outros autores (MANOLI et al., 2000;
PREDIGER et al., 2004; DE VASCONCELLOS et al., 2006).

Encerrando a discussdo sobre tema, apesar de 0S NOSSOS
resultados sugerirem uma possivel relacdo entre 0 aumento do estresse
oxidativo e o comportamento tipo-depressivo nos modelos de estresse,
nossos dados e a literatura disponivel ndo nos permitem apontar com
clareza o quanto as propriedades antioxidantes do acido ascorbico sdo
responsaveis por provocar o efeito tipo-antidepressivo observado nos
protocolos experimentais utilizados neste estudo, especialmente
considerando os demais mecanismos de agdo implicados no efeito tipo-
antidepressivo deste composto ja investigados aqui.

Estresse cromnico Estresse de
imprevisivel contencio

| J

Comportamento EROse ERNs Desbalanco defesas
Peroxidagao lipidica

tipo-depressivo antioxidantes

\_T_l
T

Acido Acido
Ascorbico Ascorbico

Acido
Ascorbico

Figura 7. Esquema ilustrativo do efeito do &cido ascorbico em modelos
animais de depressdo induzida por estresse de contencdo e estresse crénico
imprevisivel.

Os resultados do presente estudo mostram que o estresse de contengdo e o
estresse cronico imprevisivel induzem um comportamento tipo-depressivo no
TNF e TSC, respectivamente. Em paralelo, estes protocolos aumentam a
peroxidacdo lipidica (evidenciado pelos niveis aumentados de TBARS no cortex
cerebral e hipocampo) e promovem um desbalanco na atividade das enzimas
antioxidantes, levando a um estado de estresse oxidativo. O acido ascorbico foi
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capaz de reverter o comportamento tipo-depressivo, 0 aumento de TBARS e
regular a atividade das enzimas antioxidantes, revertendo o estresse oxidativo
induzido pelo estresse de contengdo e estresse cronico imprevisivel, sugerindo
um importante papel antioxidante para este composto.

Por fim, tendo em vista que o protocolo de estresse de
contengcdo provocou um comportamento tipo-depressivo em
camundongos, acompanhado por um dano oxidativo no cortex cerebral e
hipocampo e considerando que estressores celulares podem contribuir
para uma modulagdo anormal de proteinas envolvidas na regulacéo da
resiliéncia e apoptose celular (HE et al., 1998; WILKINSON et al.,
2011), nés avaliamos os efeitos do estresse agudo (estresse de contengédo
- 7 horas) na fosforilagdo da GSK-3p, expressdo da Bax e Bcl-2 no
cortex cerebral e hipocampo dos camundongos.

A atividade da GSK-3p é inibida por fosforilacdo em sitios de
serina’, sendo que sua inibicdo exerce efeitos protetores, como o
aumento da neuroplasticidade (GOULD; MANJI, 2005). No presente
estudo, a fosforilagdo GSK-3p ndo foi alterada em resposta ao estresse
ou ao tratamento com 4cido ascérbico em ambas as estruturas avaliadas.
Estes resultados estdo de acordo com um estudo que mostrou que ratos
expostos ao estresse agudo (um dia), subcrénico (6 dias), ou crénico (14
dias) ndo apresentaram alteracfes na fosforilagdo GSK-3B no cortex
frontal (KOZLOVSKY et al., 2002). Por outro lado, um estudo recente
demonstrou que ratos submetidos ao estresse de imobilizacdo por 6
horas, durante 3 semanas, tiveram uma diminui¢do significativa na
fosforilagdo GSK-3 no hipocampo (PARK et al., 2010). Os diferentes
resultados da avaliagdo da fosforilacdo de GSK-3f obtidos pelos autores
citados podem ser atribuidos principalmente ao diferentes protocolos
experimentais utilizados e as diferentes areas encefalicas avaliadas nos
estudos.

No nosso protocolo experimental, apesar de ndo observarmos
alteracdes na expressdo da Bax no cortex cerebral e no hipocampo
encontramos um aumento na expressdo da Bcl-2 no hipocampo,
independente da condicdo de estresse e tratamento. A expressdo
aumentada da Bcl-2 é geralmente associada com um aumento das
defesas antioxidantes e da capacidade redox mitocondrial (RUDIN et
al., 2003; KOWALTOWSKI; FISKUM, 2005). Além de diminuir a
sensibilidade das mitocondrias & transicdo da permeabilidade
mitocondrial induzida por oxidantes, o aumento da capacidade redox
pode proteger as células contra o estresse oxidativo através da
detoxificacdo das ROS por meio dos sistemas de defesa antioxidantes
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(KOWALTOWSKI; FISKUM, 2005). No presente trabalho, 0 aumento
da expressdo da Bcl-2 pode ser uma resposta compensatéria em
decorréncia da elevada formacdo de radicais livres nos camundongos
estressados. Esta hip6tese é corroborada por achados de um estudo que
mostrou que o aumento das defesas antioxidantes observado em células
que superexpressavam Bcl-2 pode ser uma resposta compensatoria a
maior liberagdo de ROS mitocondrial (KOWALTOWSKI et al., 2004).

Por fim, o aumento da expressdo de Bcl-2 nos camundongos
tratados com acido ascorbico mostrado no presente estudo estd de
acordo com um estudo que demonstrou que a administracdo desse
composto mantém a sobrevivéncia e aumenta a proliferacdo celular
através da ativacdo do sinal antiapoptético, via Bcl-2, em cultura
primaria de células neuronais tratadas com pentilenetetrazol e etanol
(NASEER et al., 2011). Além disso, a administragdo de &cido ascorbico
foi capaz de reverter o aumento da expressdo da Bax e diminuicdo da
expressdo de Bcl-2 no hipocampo de ratos submetidos a um modelo de
diabetes induzida pela administracdo de estreptozotocina (JAFARI
ANARKOOLLI et al.,, 2009). Consistente com esses resultados, ja foi
demonstrado que o tratamento com acido ascorbico reverte a diminuicéo
da expressdo da Bcl-2 em células endoteliais humanas tratadas com
lipossacarideo bacteriano (HAENDELER et al., 1996). Juntos estes
dados fornecem novas perspectivas de um mecanismo alternativo de
acédo do acido ascérbico envolvendo a regulacdo do estado redox através
da Bcl-2.

Em conclusdo, baseado nos estudos desenvolvidos até o
momento pelo nosso grupo de pesquisa, uma figura sumarizando os
principais mecanismos pelos quais o 4cido ascorbico exerce seu efeito
tipo-antidepressivo em camundongos é apresentada (Figura 8).
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Figura 8. Principais mecanismos responsaveis pelo efeito tipo-
antidepressivo do &cido ascérbico em camundongos.

O efeito tipo- antidepressivo do acido ascorbico em camundongos é dependente
de uma inibi¢do da via L-arginina-NO-GMPc, diretamente ou indiretamente
através da inibicdo dos receptores NMDA. Os receptores NMDA, por sua vez
também podem ser inibidos pelo aumento de monoaminas na fenda sinéptica.
Cabe ressaltar que o efeito tipo-antidepressivo do &cido ascorbico também
envolve a ativagdo dos sistemas monoaminérgicos, especificamente através dos
receptores serotoninérgicos 5-HT.s, 5-HToanc € 5-HTs al-, a2- e B-
adrenoceptores e receptores dopaminérgicos do subtipo D, (BINFARE et al.,
2009). Adicionalmente, o efeito anti-imobilidade do acido ascérbico no TSC
envolve o bloqueio dos canais de K* dependentes de voltagem, sensiveis ao
ATP e ativados por célcio de baixa, alta e intermediaria condutancia, bem como
uma diminuic&o do estresse oxidativo.
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6 CONCLUSOES

Em relagdo a caracterizacdo do mecanismo de acdo
antidepressivo do &cido ascérbico, podemos concluir que o efeito deste
composto € dependente do bloqueio da ativacdo de receptores NMDA,
da inibicdo da sintese de NO/GMPc e inibicdo de canais de K,
reforcando a nocdo de que estes sdo importantes alvos para a atividade
antidepressiva e estendendo de maneira significativa os dados da
literatura acerca da acdo do tipo-antidepressiva desta vitamina.

Além disso, o efeito tipo-antidepressivo do acido ascérbico foi
confirmado em dois modelos animais de depressdo induzida por
estresse, 0 estresse de contencdo e o0 estresse crénico imprevisivel, visto
gue este composto reverteu 0 comportamento depressogénico induzido
por estes protocolos com efeito comparavel ao obtido com o tratamento
com fluoxetina.

Finalmente o efeito tipo-antidepressivo do acido ascoérbico nos
modelos de estresse foi acompanhado por uma diminuicdo da
peroxidacéo lipidica e balanco das defesas antioxidantes enddgenas.
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PESPECTIVAS

Investigar o envolvimento das vias de sinalizacdo intracelular
mediadas pela PI3K/ AKT, GSK-3B e proteina alvo para
rapamicina (MTOR) no efeito tipo-antidepressivo agudo do &cido
ascarbico.

Avaliar o efeito tipo-antidepressivo de diferentes doses de acido
ascorbico ap6s um tratamento de 21 dias, bem como verificar o
imunocontedo de NGF, IGF, VGF e BDNF no hipocampo e
cortex cerebral de camundongos.

Avaliar o efeito tipo-antidepressivo do &cido ascorbico em um
modelo de depressdo induzida por TNF-o, uma citocina pro-
inflamatoria, e avaliar o efeito sinérgico de doses sub-ativas de
acido ascorbico combinadas com doses sub-ativas de
antidepressivos classicos (fluoxetina, imipramina e bupropiona),
um antagonista de receptores NMDA (MK-801) ou um inibidor da
NOS 1 (7-nitroindazol) neste mesmo modelo. Além disso,
pretendemos avaliar o imunocontetdo de proteinas envolvidas na
via de sinalizagcdo das proteinas cinases ativadas por mitdgenos
(P38, Akt, ERK1/2 e INK1/2) no cértex cerebral e hipocampo dos
animais submetidos ao modelo de depresséo induzida pelo TNF-a e
tratados com acido ascérbico.
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ANEXO A

Involvement of nitric oxide—cGMP pathway in the antidepressant-
like effect ofascorbic acid in the tail suspension test
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ANEXO B

Involvement of different types of potassium channels in the
antidepressant-like effect of ascorbic acid in the mouse tail
suspension test
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ANEXO C

Ascorbic acid treatment, similarly to fluoxetine, reverses depressive-
like behavior and brain oxidative damage induced by chronic
unpredictable stress
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ANEXO D

Protective effects of ascorbic acid on behavior and oxidative status
of restraint-stressed mice
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