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RESUMO

O transtorno depressivo maior (depressdo) é um transtorno de humor e
o0 principal responsavel pelos casos de incapacitagdo no mundo, além de
estar relacionado a uma série de comorbidades, sendo também uma das
principais causas de morte relacionadas ao suicidio. Estudos tém
sugerido que uma desregulacdo dos niveis do acido gama-aminobutirico
(GABA), o principal aminoécido neurotransmissor inibitério do sistema
nervoso central (SNC), pode estar envolvido na fisiopatologia da
depressdo. Adicionalmente, tem sido postulado que o Oxido nitrico
(NO), o qual é produzido de forma enzimatica pela 6xido nitrico sintase
(NOS) ou de modo ndo enzimatico a partir da redugdo do nitrito a NO
pelo ascorbato liberado das células neuronais durante a captacdo de
glutamato, esta relacionado com patologias do SNC, incluindo a
depressdo, e a modulacdo da atividade da NOS pode ser importante no
mecanismo de acdo de antidepressivos, pois essa molécula parece
exercer tanto efeitos pro-depressivos como antidepressivos. Estudos
sugerem ainda, que uma inibicdo da via nitrérgica estaria relacionada
com a ativacdo dos receptores GABAérgicos (subtipo GABA,),
podendo ser esse um dos mecanismos responsaveis pela acdo tipo-
antidepressiva de compostos que modulam a atividade desses
receptores. O tratamento da depressdo disponivel atualmente apresenta
varias limitagdes, o que tem levado a investigacdo de novas estratégias
terapéuticas. Nesse contexto, estudos tém apontado que o 4cido
ascorbico (vitamina C) possui efeitos tipo-antidepressivo e tipo-
ansiolitico em testes comportamentais e supostamente compartilha de
mecanismos de a¢do similares ao da cetamina (antagonista de receptores
NMDA, considerado um antidepressivo de acdo rapida). Assim objetivo
desse estudo foi investigar o envolvimento dos receptores GABA, e
GABAg no efeito-tipo antidepressivo do acido ascdrbico e da cetamina
no teste da suspensdo pela cauda (TSC), bem como sua relagcdo com o
sistema nitrérgico. Para investigar o envolvimento do sistema
GABAérgico no efeito tipo-antidepressivo do acido ascérbico e da
cetamina no TSC, os camundongos foram tratados com uma dose
subativa de 4cido ascorbico (0,1 mg/kg, p.o.), cetamina (0,1 mg/kg, i.p.)
ou veiculo e 30 minutos apds receberam uma dose subativa de muscimol
(0,1 mg/kg, i.p., agonista de receptor GABAA). Em outro protocolo
experimental, os camundongos foram tratados com uma dose ativa de
acido ascorbico (1 mg/kg, p.o.), cetamina (1 mg/kg, i.p.) ou veiculo e 30
minutos depois receberam baclofen (1 mg/kg, i.p., agonista de receptor
GABAg). Os resultados mostraram que a administracdo de &cido



ascdrbico ou cetamina combinados com a administracdo de muscimol
produziu um efeito tipo-antidepressivo sinérgico no TSC. Além disso,
os efeitos tipo-antidepressivos do acido ascorbico e da cetamina foram
prevenidos pelo tratamento com baclofen. Nenhuma alteragédo
locomotora foi observada nos diferentes grupos experimentais. Esses
resultados indicam que o efeito anti-imobilidade do acido ascérbico e da
cetamina no TSC pode envolver uma ativacdo de receptores GABAA e
uma possivel inibicdo de receptores GABAg. Ainda, resultados
adicionais mostraram que o tratamento com acido ascorbico na dose de
0,1 mg/kg e a cetamina na dose de 1 mg/kg promoveram um aumento
no contedo de NOx (derivados de NO, nitrito e nitrato) no cortéx
cerebral, e o efeito tipo-antidepressivo sinérgico induzido pela
administracdo combinada do 4&cido ascérbico ou cetamina com
muscimol foi revertida pela administragdo da L-arginina (750 mg/kg,
i.p., precursor de NO). Também foi observado um efeito tipo-
antidepressivo sinérgico no TSC no grupo de animais que recebeu a
combinacdo L-arginina + &cido ascorbico ou cetamina. Adicionalmente
foi observado um aumento do conteddo de NOx no grupo tratado com
acido ascérbico + muscimol. No grupo tratado com muscimol
isoladamente houve uma reducéo no conteddo de NOx. Concluimos que
o efeito antidepressivo do acido ascorbico e a cetamina envolve uma
modulagdo do sistema GABAGérgico e dos niveis de NO no cortex
cerebral.

Palavras chave: Depressao, acido ascérbico, cetamina, GABA, 0xido
nitrico.



ABSTRACT

Major depressive disorder (MDD; depression) is a mood disorder
primarily responsible for the cases of disability in the world, besides
being related to a number of comorbidities, also being one of the leading
causes of death related to suicide. It has been suggested that
dysregulation of y-aminobutyric acid (GABA)-mediated
neurotransmission is involved in the etiology of MDD. In addition, it
has been proposed that nitric oxide is implicated in several brain
disorders, including MDD and that modulation of nitric oxide synthase
is involved in the mechanisms underlying the antidepressant effects of
several compounds. NO is produced enzymatically by nitric oxide
synthase (NOS) or non-enzymatically through reduction of nitrite to NO
by ascorbate released from neuronal cells during glutamate uptake. It
has been also suggested that antidepressant responses may be related to
the activation of GABAA receptors with the consequent inhibition of
nitrergic system. The currently available treatment of MDD has several
limitations, which has led to the investigation of new therapeutic
strategies. In this context, several studies have shown that ascorbic acid,
(vitamin C) has antidepressant-like and anxiolytic-like effects in
behavioral tests,and presumably shares similar mechanisms of action to
those elicited by ketamine (NMDA receptor antagonist, considered a
fast-acting antidepressant). Therefore, this study sought to evaluate the
involvement of GABA A and GABAGg receptors in the antidepressant-like
effect of ascorbic acid and ketamine in the tail suspension test (TSC)
and the possible role of the nitrergic system in the effects of these
compounds. To investigate the involvement of GABA, in the
antidepressant-like effect of ascorbic acid and ketamine in the TST,
mice were treated with a sub-effective dose of ascorbic acid (0.1 mg/kg,
p.o.), ketamine (0.1 mg/Kkg, i.p.) or vehicle and 30 minutes later, a sub-
effective dose of muscimol (0.1 mg/kg, i.p., GABA, receptor agonist)
or vehicle was administered. In another set of experiments, mice were
treated with ascorbic acid (1 mg/kg, p.o., active dose in the TST) or
vehicle and 30 minutes later, baclofen (1 mg/kg, i.p., GABAg receptor
agonist) was administered. A similar experimental protocol was
performed with ketamine (1 mg/kg, i.p.). The administration of
muscimol combined with ascorbic acid or ketamine produced a
synergistic antidepressant-like effect in the TST. Moreover, the
antidepressant-like effects of ascorbic acid and ketamine were abolished
by baclofen. There was no alteration in spontaneous locomotion in any
experimental group. Results indicate that the anti-immobility effect of



ascorbic acid and ketamine in TST may involve an activation of
GABA, receptors and a possible inhibition of GABAg receptors.
Further results showed that treatment with ascorbic acid (0.1 mg/kg) and
ketamine (1 mg/kg) caused an increase in cerebrocortical NOx content
(total amount of NO metabolites). The synergistic antidepressant-like
effect induced by combined administration of ascorbic acid or ketamine
with muscimol was reversed by the administration of L-arginine (750
mg/kg, i.p., precursor of NO). Finally a synergistic antidepressant-like
effect in the TST was observed in the group of animals that received L-
arginine + ascorbic acid or ketamine. Additionally an increased NOXx
content was observed in the group treated with ascorbic acid +
muscimol. In the group treated with muscimol alone, a reduction in NOx
content was shown. Altogether, the results suggest that the
antidepressant-like effect of ascorbic acid and ketamine are dependent,
at least in part, on the modulation of either GABAergic system and
cerebrocortical NO levels.

Keywords: Depression, ascorbic acid, ketamine, GABA, nitric oxide.
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1 INTRODUCAO
1.1 Transtorno depressivo maior

O transtorno depressivo maior, que nesse trabalho seréd tratado
como depressdo, é considerado pela Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) como um transtorno de humor caracterizado por uma
desregulacdo das funcdes afetivas e motivacionais, tendo como
principais sintomas o humor deprimido e comportamento aneddnico
(diminuicdo da capacidade de sentir prazer em atividades antes
consideradas prazerosas). Essas alteracGes de humor estdo comumente
associadas a outras caracteristicas, como: irritabilidade, tristeza,
sentimento de culpa ou baixa autoestima, distirbios do sono ou apetite,
sensacdo de cansaco, falta de concentragdo, disfungdo cognitiva,
alteragdes metabdlicas, enddcrinas e inflamatérias (NESTLER et al.,
2002; LANG E BORGWARDT, 2013). O diagnéstico da depressao €
realizado mediante a observacdo clinica do paciente e seguindo as
diretrizes da Associacdo Americana de Psiquiatria. Para caracterizar o
diagndstico de depressao, o individuo deve apresentar no minimo cinco
dos sintomas listados na Tabela 1, por um periodo de pelo menos duas
semanas, sendo necessario que pelo menos um dos sintomas do paciente
seja humor deprimido ou anedonia.

A depressdo é a principal responsavel pelos casos de
incapacitagdo no mundo, esta diretamente relacionada a uma série de
comorbidades, sendo também uma das principais causas de morte
relacionadas ao suicidio (COLLINS et al., 2011; ISOMETSA et al.,
2014). Estima-se que cerca de 17 % da populacdo mundial possa
desenvolver depressdo ao longo da vida (KIECOLT-GLASER E
GLASER, 2002; KESSLER et al., 2012) e segundo a OMS, esse
transtorno afeta em torno de 350 milhdes de pessoas ao redor do mundo
atualmente.

Em um estudo recente realizado por MUNHOZ e colaboradores
(2016) foi estimado que no Brasil cerca de 4,1% da populacdo apresenta
risco de desenvolver depressdo, o que resultaria em cerca de 6,5 milhes
de brasileiros com risco de desenvolver esse transtorno. Esse é um dado
preocupante, pois este elevado risco indica uma sobrecarga para 0sS
servigos de saude e uma diminuigdo na produtividade, podendo acarretar
um grande impacto socioecondmico (MUNHOZ et al., 2016). Apesar do
alto impacto social e consequéncias que este transtorno promove, a
neurobiologia da depressdo estd longe de ser elucidada, pois ja se sabe
que anormalidades celulares e moleculares interagem com
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predisposicdes genéticas e fatores ambientais, fazendo com que as
caracteristicas dessa doenca se manifestem de forma heterogénea,
dificultando a definicdo de sua fisiopatologia, diagnostico e tratamento
(KRISHNAN E NESTLER, 2008).

Tabela 1 - Tabela utilizada para o diagnoéstico da depressao

' 4 Sumal rﬁo dostsintomasy Jo fm 0
GJG‘:JG nosticoldaldepress

1. Humor deprimido

2. Anedonia (Perda de interesse ou prazer)

3. Alteragdo significativa no peso

4. Alteragao significativa no apetite

5. Agitagdo ou retardo psicomotor

6. Fadiga excessiva

7. Sentimento de culpa ou desvalia excessivos

8. Dificuldade de concentragdo, pensamento e tomada de decisGes

) Y W W W SN SR

9. Pensamentos recorrentes de morte ou suicidio

\

Fonte: Adaptado de American Psychiatric Association (2013).

Uma das primeiras teorias que tenta explicar as bases etioldgicas
da depresséo é a teoria monoaminérgica (Figura 1), que postula que essa
doenca estd relacionada a uma deficiéncia de monoaminas
(noradrenalina, serotonina e dopamina) na fenda sindptica e que o
restabelecimento dessas estd associado a melhora dos sintomas
depressivos (HIRSCHFELD, 2000). Nos ultimos 50 anos, farmacos que
aumentam a disponibilidade de monoaminas na fenda sinaptica tém sido
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empregados no tratamento deste transtorno, porém esses medicamentos
possuem diversas limitagdes (THASE, 2003). Tais farmacos apresentam
efeitos tardios, sendo necessario em torno de trés a quatro semanas para
gue seja observada a remissdo ou melhora parcial dos sintomas em
pacientes depressivos (JACOBS et al., 2000; BERTON E NESTLER,
2006). Adicionalmente, esses antidepressivos classicos podem provocar
uma série de efeitos adversos, que incluem: sedacdo, alteracfes de peso,
indigestdo, disfuncdo sexual e alteracdo da pressdo sanguinea, estando
esses efeitos estritamente relacionados a baixa adesdo ao tratamento por
parte dos pacientes (KELLER et al., 2002).

Figura 1 - Teoria monoaminérgica da depressao

Individuo saudével Individuo deprimido Uso antidepressivos

Neurdnio pré-sinaptico Neurdnio pré-sinaptico Neurdnio pré-sindptico
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Neurdnio pés-sindptico Neurdnio pos-sinaptico Neurdnio pés-sinaptico

Em um individuo saudavel, neurotransmissores monoaminérgicos (vermelho) sdo
liberados pelo neur6nio pré-sindptico e podem se ligar a receptores especificos no
neurdnio pds-sinaptico. Segundo a teoria monoaminérgica da depressdo, no
individuo deprimido h&a uma concentracdo reduzida de monoaminas na fenda
sinaptica. Os farmacos antidepressivos restabelecem os niveis de monoaminas,
como ocorre, por exemplo, no caso dos inibidores seletivos de recaptacdo de
monoaminas, que promovem um aumento da concentracdo de neurotransmissores
monoaminérgicos disponiveis nas sinapses, promovendo uma remissdo dos sintomas
depressivos. Fonte: Adaptado de CASTREN (2005).

E importante considerar que a teoria monoaminérgica néo explica
completamente a etiologia da depresséo, sendo que o préprio tratamento
com antidepressivos que modulam o sistema monoaminérgico nao é
eficaz em todos os pacientes; em alguns casos, apenas cerca de 50 % dos
usuarios respondem a este tipo de terapia (RUSH et al., 2006). Portanto,
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considerando que o aumento nos niveis de monoaminas na fenda
sindptica promove uma série de alteracdes em vias de sinalizacdo
intracelulares e também na atividade de outros sistemas de
neurotransmissores, novos estudos tém sido propostos para elucidar
outros mecanismos associados ao efeito terapéutico dos antidepressivos
convencionais.

1.2 Sistema GABAérgico

Em mamiferos, o 4&cido gama-aminobutirico (GABA) é o
principal neurotransmissor inibitério do SNC, de modo que a maioria
das membranas celulares dos neurbnios e astrocitos expressam
receptores para esse neurotransmissor (SIVILOTTI E NISTRI, 1991).
Por causa de sua ampla distribuicdo, os receptores GABAErgicos
participam da modulagdo de diversos circuitos e funcBes neurais
inclusive nas etapas chave do desenvolvimento e da proliferacédo celular.
A sintese de GABA é realizada pela enzima descarboxilase do &cido
glutdmico (GAD), a qual catalisa a descarboxilagdo do glutamato a
GABA nos interneurbnios GABAérgicos (MARTIN E RIMVALL,
1993) (Figura 2). A GAD necessita de fosfato de piridoxal (forma ativa
da vitamina B6) como coenzima, sendo a atividade desta enzima
regulada de duas formas: pelos niveis de expressdo da enzima ou pelo
grau de associagdo com o fosfato de piridoxal (SOGHOMONIAN E
MARTIN, 1998). A liberagdo de GABA na fenda sinéptica ocorre em
resposta a um potencial de agdo, por fusdo das vesiculas contendo
GABA com a membrana pré-sinaptica. O término da acdo do GABA na
sinapse depende de sua remocdo do espago extracelular, assim os
neurdnios e as células da glia captam o GABA através de
transportadores especificos de GABA (GAT). No interior das células, a
enzima mitocondrial GABA-transaminase (GABA-T), catalisa a
conversdo do GABA em semi-aldeido succinico (SSA), que por sua vez
é oxidado a acido succinico pela SSA desidrogenase (SSADH), podendo
ser utilizado como intermediario no ciclo de Krebs, onde é transformado
em oa-cetoglutarato. Por fim, a GABA-T regenera glutamato a partir de
a-cetoglutarato (ROWLEY et al., 2012) (Figura 2).

O GABA exerce seus efeitos modulando atividade de dois tipos
de receptores: 0s ionotropicos (GABAA e GABA() e 0s metabotrépicos
(GABAg) (BORMANN, 1986). Os receptores ionotropicos séo
constituidos por multiplas subunidades de proteinas de membrana que se
ligam ao GABA e abrem um canal idnico permedvel ao cloreto. Por
outro lado, os receptores GABAérgicos metabotrdpicos sdo estruturas
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heterodiméricas acopladas a proteina G, que afetam as correntes idnicas
neuronais através de segundos mensageiros (PEHRSON E SANCHEZ,
2015) (Figura 2).



28

Figura 2 - Sistema GABAérgico
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A sintese de GABA ¢é mediada pela GAD, que catalisa a descarboxilagdo do
glutamato a GABA nas terminagdes nervosas GABAérgicas. A GAD necessita de
fosfato de piridoxal como coenzima. No interior das células, a GABA-T, catalisa a
conversdo do GABA em SSA, que ¢ oxidado subseqiientemente a AS pela SSADH,
entrando, a seguir, no ciclo de Krebs, onde é transformado em a-cetoglutarato. A
seguir, a GABA-T regenera glutamato a partir de o—cetoglutarato. O GABA §é
estocado em vesiculas pré-sindpticas por um transportador (VGAT), que é 0 mesmo
transportador expresso nas terminagbes nervosas que liberam glicina, outro
neurotransmissor inibitorio. Em resposta a um potencial de acéo, ocorre a liberagéo
de GABA na fenda sinaptica por fusdo das vesiculas contendo GABA com a
membrana pré-sinaptica. O GABA medeia seus efeitos neurofisioldgicos através de
sua ligagdo com seus receptores. Existem dois sub-tipos de receptores
GABAGérgicos. Os receptores ionotropicos (GABAA e GABA) que consistem em
proteinas de membrana de multiplas subunidades que se ligam ao GABA e abrem
um canal idnico permedavel ao cloreto e os receptores metabotrépicos (GABAg), que
sdo heterodiméricos acoplados a proteina G que afetam as correntes idnicas
neuronais através de segundos mensageiros. GABA:acido gama-aminobutirico,
GAD: glutamato descarboxilase, GABA-T:GABA-transaminase, SSA: semi-aldeido
succinico, AS:acido succinico, SSADH: SSA desidrogenase, VGAT:transportador
de GABA. Fonte: Desenvolvida pelo autor.

Resposta celular
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1.2.1 Sistema GABAEérgico e depressao

Dados da literatura sugerem que uma desregulacdo dos niveis de
GABA pode estar envolvida na fisiopatologia da depressdo (PEHRSON
E SANCHEZ, 2015). Nesse contexto, foi relatado que individuos
depressivos podem apresentar uma diminuicdo nos niveis de GABA em
diferentes regides encefdlicas e tratamentos com farmacos
antidepressivos (SANACORA et al., 2002), ou a eletroconvulsoterapia,
gue se constitui em um eficaz tratamento para a depressdo
(SANACORA et al., 2003), aumentam 0s niveis desse neurotransmissor
no cortex occipital desses pacientes.

E importante ressaltar que interneurdnios GABAérgicos exercem
uma influéncia significativa nas redes neurais responsaveis pelo controle
do humor e funcdo cognitiva, de modo que a normalizagdo da
neurotransmissdo GABAérgica promove uma melhora dos déficits
cognitivos observados em individuos com depressdo (PEHRSON E
SANCHEZ, 2015). Porém, é importante ressaltar que a participacdo dos
receptores GABAérgicos na depressao nao € totalmente esclarecida, mas
ha evidéncias que a modulacdo da atividade de receptores GABAA
esteja relacionada com efeito antidepressivo, uma vez que a falta da
expressdo de subunidades a2 de receptores subtipo GABA, estdo
relacionados com fendtipo tipo  depressivo em  roedores
(VOLLENWEIDER et al., 2011), e o tratamento com antidepressivos
gue sdo moduladores positivos desses receptores sdo capazes de
promover efeitos tipo-antidepressivos (HILAKIVI-CLARKE et al.,
1990).

Os receptores GABAGérgicos do subtipo GABAg também
parecem estar relacionados com a fisiopatologia da depresséo, visto que
estudos pré-clinicos mostram que a supressdo da expressdo de
receptores GABAg funcionais faz com que os roedores apresentem um
fenotipo  tipo-antidepressivo (MOMBEREAU et al., 2004,
MOMBEREAU et al., 2005). Além disso, a inibicdo dos receptores
GABAg é capaz de promover uma resposta antidepressiva em ensaios
pré-clinicos (NOWAK et al., 2006; FELICE et al., 2012).

Além disso, evidéncias mostram que o sistema GABAérgico esta
implicado no efeito antidepressivo rapido da cetamina (antagonista de
receptores NMDA), a qual é muito eficaz para o tratamento da
depressao de pacientes refratarios a farmacoterapia com antidepressivos
classicos (BERMAN et al., 2000; ZARATE et al, 2006).
Adicionalmente, a administracdo de cetamina promove um aumento nos
niveis de GABA no giro cingulado anterior em ratos submetidos ao
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estresse cronico imprevisivel (PERRINE et al., 2014) e também no
cortex pré-frontal medial de pacientes depressivos (MILAK et al.,
2016).

1.3 Via da L-arginina-6xido nitrico (NO)

A maioria das células estudadas até o momento em humanos
possuem a capacidade de produzir NO, o qual é sintetizado a partir da
transformacdo do aminoécido catidnico L-arginina em L-citrulina
necessitando da presenca de oxigénio e da forma reduzida da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) (Figura 3). Essa
reacdo é realizada por uma familia de enzimas, as 6xido nitrico sintases
(NOS), que existem em trés diferentes isoformas: a neuronal (NOS 1), a
induzivel (NOS 2) e a endotelial (NOS 3), de modo que no encéfalo de
mamiferos, mais de 90% da producdo de NO é catalisada pela NOS 1
(MAGARINOS E MCEWEN, 1995). A NOS 3 ou endotelial recebe esta
denominac&o por ter sido inicialmente descoberta no endotélio vascular,
NOS 2 ou neuronal assim se classifica por ser encontrada no cérebro e a
NOS 3 ou induzivel foi classificada com essa nomenclatura, pois sua
sintese é induzida por estimulos imunoldgicos ou inflamatérios.

Figura 3 - Via da L-arginina-6xido nitrico (NO)
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O NO ¢ sintetizado a partir da transformacdo do aminodcido catiénico L-arginina em
L-citrulina necessitando da presenca de oxigénio e de NADPH. NO: 6xido nitrico,
NADPH: forma reduzida da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato,
NOS1/nNOS: éxido nitrico sintase neuronal, NOS2/iNOS: 6xido nitrico sintase
induzivel, NOS3/eNOS: 6xido nitrico sintase endotelial. Fonte: Adaptada de Phil
Dash (Website).

Essa molécula gasosa esta envolvida em diversos mecanismos
fisiolégicos, tais como a regulacdo do tonus vascular, a aprendizagem e
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formacdo da memoéria (MONCADA, 1999). Devido as suas
propriedades hidrofdbicas e seu baixo peso molecular, 0 NO atravessa
facilmente a membrana das celulares podendo se difundir pelo
organismo.

As isoformas 3 e 1 da NOS, ditas constitutivas, sdo dependentes
de calmodulina. Na presenca de elevadas concentragdes de calcio, a
calmodulina se liga na NOS promovendo sua ativagdo. Porém, no caso
da NOS 2, a atividade da enzima independe da presenca de célcio e da
calmodulina (NATHAN, 1992). A formacdo continua de NO pelas
células endoteliais nos vasos sanguineos promove o relaxamento da
musculatura lisa, produzindo vasodilatagdo (IGNARRO, 2002). No
sistema imune, os macr6fagos quando sdo estimulados, produzem
grandes quantidades de NO, que funciona como uma molécula
destruidora de células-alvo (cancerosas) e micro-organismos.

Adicionalmente ha evidéncias que apontam para uma producdo
de NO por um mecanismo completamente independente da atividade da
NOS no encéfalo. Essa producdo alternativa ocorre através da reducéo
de nitrito no meio extracelular mediada pelo ascorbato liberado de
neurbnios, esta producdo também ocorre no compartimento
gastrointestinal onde o pH gastrico permite condi¢Bes necessarias para a
reducgdo de nitrito promovida por ascorbato e polifendis (MILLAR et al.,
1995). O resultado final é que as a¢bes vasodilatadoras benéficos do NO
nos vasos sanguineos podem ser alcangadas no cérebro sem depender do
processo lento e que requer oxigénio pela sintese enzimatica realizada
pela NOS a partir de L-arginina e O, (MIRVISH et al., 1972). Existem
muitos trabalhos que evidenciam que o ascorbato esta presente no meio
extracelular pelo fato de existir uma liberacdo controlada desse
composto que esta relacionada & captacdo de glutamato, sendo que a
liberacdo de ascorbato ocorre através de um mecanismo antiporte no
qual os neurdnios glutamatégicos seriam capazes de liberar o ascorbato
ao mesmo tempo em que captam o glutamato, por meio de
transportadores de glutamato (EAAT1 e EAAT2) (GRUNEWALD e
FILLENZ, 1984).
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Figura 4 - Formacao do NO via reducéo do nitrito
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O NO pode ser formado por uma via ndo enzimatica através da reducéo do nitrito
pelo ASC. Nesse processo 0 ASC ¢ oxidado a DHA que pode ser transportado para
0 neurdnio onde é reduzido novamente a ASC. O ASC estd presente no meio
extracelular por meio do processo da captagdo de GLU, no qual a captacdo de uma
molécula de GLU esta associada com a liberagdo de uma molécula de ASC para o
meio extracelular, onde este pode participar da reacdo de redugdo do nitrito a NO,
devido ao seu alto poder redutor. ASC: ascorbato, DHA &cido desidroascorbico,
NO: o6xido nitrico, GLUT: transportador de glicose, GLU: glutamato. Fonte:
Adaptada de MILLAR et al. (1995).

1.3.1 Via da L-arginina-NO e a depressao

O entendimento e a descoberta da fun¢do do NO como molécula
sinalizadora revolucionou a definicdo de comunicacdo neural
(ESPUGLES, 2002). Tem sido sugerido que o NO esteja relacionado
com patologias do SNC como, por exemplo, epilepsia, esquizofrenia,
ansiedade e depressdo (DHIR E KULKARNI, 2011). Essa molécula
parece também estar envolvida na morte neuronal induzida por
glutamato e no estresse oxidativo em condi¢Bes patolégicas como
isquemia e doencas neurodegenerativas (GUIX et al., 2005; SHAHANI
E SAWA, 2012). Em relacdo ao envolvimento do NO na depresséo,
estudos clinicos demonstraram que pacientes deprimidos apresentam um
aumento na producdo de NO (LEE et al., 2006), e que substancias
capazes de inibir a NOS ou a guanilato ciclase soltivel (GCs, alvo
intracelular do NO, catalisa a conversao de GTP em GMPc) promovem
efeitos tipo-antidepressivos em modelos animais de depresséo (YILDIZ
et al., 2000; HARKIN et al., 2003; KASTER et al., 2005). Além disso, 0
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NO parece estar envolvido no mecanismo de acdo de antidepressivos
classicos. Nesse contexto, um estudo constatou que a paroxetina
(inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina) era também inibidor da
NOS (FINKEL et al., 1996). Esse estudo foi precursor de uma série de
outros trabalhos que apresentaram evidéncias de que o NO esta
envolvido na fisiopatologia da depresséo.

Entretanto, alguns estudos mostram um possivel papel dual do
NO em modelos animais utilizados para avaliar o efeito tipo-
antidepressivo de compostos. Um estudo demonstrou, por exemplo, que
a administracdo de L-arginina no nicleo dorsal da rafe produz um efeito
tipo-ansiolitico no labirinto em cruz elevado, e tipo antidepressivo no
teste do nado forcado (TNF) em ratos (SPIACCI et al., 2008). Outro
estudo mostrou também que o efeito tipo-antidepressivo promovido pela
L-arginina administrada via intraperitoneal poderia ser dose-dependente,
uma vez que em altas doses foi observado um aumento no tempo de
imobilidade no TNF em camundongos e em doses baixas foi observado
um efeito tipo-antidepressivo no TNF (INAN et al., 2004). Por fim, a
administracdo de L-arginina, além de promover efeito antidepressivo no
TNF, também diminui o tempo de imobilidade no TSC (DA SILVA et
al., 2000), sugerindo que tanto o estimulo como a inibicdo da sintese de
NO podem produzir efeitos tipo-antidepressivos no TNF e TSC. Os
mecanismos exatos ainda ndo estdo completamente elucidados, porem,
baseados nos estudos previamente mencionados, é possivel sugerir que
0 NO apresenta um papel dual como molécula sinalizadora do SNC.

Nosso grupo demonstrou recentemente que a administragdo de
cetamina em uma dose considerada antidepressiva no TSC, pode
promover um aumento moderado no conteddo de NOx tanto no
hipocampo como no cortex cerebral de camundongos (CUNHA et al.,
2015), o que reforca a ideia de que agentes antidepressivos possam ter
uma acdo moduladora sobre o sistema nitrérgico.

Um estudo recente mostrou que o 17a-etinilestradiol (EE,)
apresenta atividade tipo-antidepressiva no TNF e TSC em camundongos
fémeas ovariectomizadas, e que essa propriedade pode estar relacionada
a uma ativacao do sistema GABAérgico juntamente com inibicéo da via
nitrérgica (SARAVI et al., 2016). Esses resultados sugerem que uma
inibicdo da via nitrérgica estaria relacionada com a ativacdo dos
receptores GABAérgicos do subtipo GABA,, podendo ser esse o
mecanismo responsavel pela atividade tipo-antidepressiva do EE,
(SARAVI et al., 2016). Essa hipdtese ja havia sido sugerida quando
alguns trabalhos mostraram que a ativacdo de receptores GABAa
promove a inibi¢do da producdo de NO (YU E ELDERED, 2005) e que
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a inibicdo dos receptores GABAA aumenta a produgdo de NO via
ativacdo da nNOS (SALEH et al., 2003). Esses dados levantam a
hipotese de que a ativagdo de receptores GABA 4 possa estar modulando
a atividade da via nitrérgica, sendo este um possivel mecanismo de agéo
de compostos com potencial tipo-antidepressivo. Contudo mais estudos
sd0 necessarios para confirmar esta hipotese.

1.4 Acido ascérbico

O é&cido L-ascorbico, uma vitamina hidrossoltvel comumente
conhecida como vitamina C, é cofator em diversas reagdes enzimaticas
biolégicas (REBEC E PIERCE, 1994), tendo com uma de suas
principais caracteristicas seu poder redutor (NAIDU, 2003). Essa
vitamina é estdvel em sua forma seca, oxidando-se rapidamente em
solucdo ou quando submetida ao calor. Em pH fisioldgico, se ioniza
liberando um préton, passando a se chamar ascorbato (REBEC E
PIERCE, 1994) (Figura 5). Alguns animais sdo capazes de sintetizar
ascorbato a partir de D-glicose e D-galactose, como no caso de alguns
mamiferos, répteis e aves. No entanto, outros animais, como por
exemplo, morcegos frugivoros, macacos, cobaias, peixes, invertebrados
e humanos néo sdo capazes de sintetizar essa vitamina devido a auséncia
de uma enzima essencial para a conversdo de 2-ceto-gulono-y-lactona
em acido L-ascorbico, Ultima reacdo na biossintese da vitamina C
(RICE, 2000).
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Figura 5 - Bioguimica do acido ascorbico
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Em mamiferos, quando em pH fisioldgico, o acido ascorbico é encontrado
sob a forma de anion ascorbato. Esta estrutura permite a perda de elétrons e
sua oxidacdo. O ascorbato é oxidado através da perda de um elétron,
formando um radical intermedidrio chamado de radical ascorbila. Em
seguida, através da perda de um segundo elétron, este radical é oxidado a
acido desidroascérbico. Fonte: Desenvolvida pelo autor.

O 4cido ascorbico é facilmente obtido através da alimentagéo e a
sua captacdo é realizada no intestino por uma familia de transportadores
dependentes de sodio, denominada SVCT1 (RICE, 2000). Apds sua
absorcdo, o ascorbato é direcionado para a corrente sanguinea e
amplamente distribuido pelo organismo, de modo que maiores
concentracOes desta vitamina sdo observadas nas glandulas supra-renais,
medula espinhal e encéfalo (REBEC E PIERCE, 1994; RICE, 2000). O
acido ascorbico pode ser captado pelo SNC de duas maneiras: na forma
de ascorbato, podendo ser captado da corrente sanguinea para o liquido
celaforraquidiano através do plexo coroide, via transportadores
dependentes de sodio (SVCT2), ou pode ser captado sob a forma de
acido desidroascorbico, o qual atravessa a barreira hematoencefalica via
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transportadores de glicose, sendo que apenas as isoformas 1, 3 e 4 sdo
capazes de captar o acido desidroascorbico (HARRISON E MAY,
2009). As células gliais captam o &cido ascorbico na sua forma oxidada
e obtém ascorbato a partir da reducdo de acido desidroascorbico
(HARRISON E MAY, 2009) (Figura 6).

Figura 6 - Captacao e metabolismo do ascorbato no SNC
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Neurbnios podem captar ASC ou DHA através dos transportadores SVCT2 ou
através dos transportadores GLUT, respectivamente. As células gliais captam DHA
através dos GLUTSs, sendo este posteriormente reduzido a ASC, o qual é
armazenado ou liberado. ASC:ascorbato, DHA: &cido desidroascérbico, GLUT:
transportador de glicose, SVTC2: transportador de vitamina C dependente de sodio
tipo 2. Fonte: Adaptado de HARRISON; MAY, 2009.

Além da sua funcdo como vitamina, o &cido ascorbico também
possui propriedades neuroprotetoras e antioxidantes (RICE, 2000). A
concentracdo de ascorbato no cérebro pode variar de acordo com a
regido cerebral (GRUNEWALD., 1993). Estruturas que fazem parte da
regido anterior do encéfalo, como o hipocampo, neocortex, amigdala,
neoestriado, nlcleo accumbens e hipotdlamo, apresentam concentragoes
elevadas de ascorbato, ao contrario do que se observa em regides
mediais e posteriores, onde a concentracdo de ascorbato € menor
(MILBY et al., 1982), exceto o cerebelo, que apesar de estar localizado
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na regido posterior do encéfalo, apresenta altas concentracfes de
ascorbato (OELRICHS et al., 1988).

O écido ascdrbico pode realizar diversas fungées no SNC, como
por exemplo, exerce influéncia sobre a formacdo da bainha de mielina
por células de Schwann (na auséncia de ascorbato ndo ocorre da
formac&o da lamina basal, essencial para mielinizacdo dos axénios, pela
falta da sintese do colageno tipo IV) (CAREY E TODD, 1987;
ELDRIDGE et al., 1987), possui agdo coenzimatica sobre a enzima
essencial para a sintese de catecolaminas dopamina beta-hidroxilase
(TAYLOR et al.,, 2005) e também apresenta uma importante agéo
neuromoduladora, tanto na transmissdo dopaminérgica como na
glutamatérgica (GRUNEWALD, 1993; REBEC E PIERCE, 1994,
RICE, 2000). Ja foi demonstrado, por exemplo, que a administracdo de
agonista dopaminérgicos, como a meta-anfetamina, é capaz de aumentar
a liberagéo de ascorbato no estriado e no ndcleo acumbens de ratos (DAI
et al., 2006; GU et al., 2006). No que diz respeito a relacdo do acido
ascdrbico com o sistema glutamatérgico, foi descrito que o acido
ascorbico possui um papel importante no desenvolvimento e maturacdo
neuronal, por exibir propriedades contra a excitotoxicidade mediada
pela estimulagdo excessiva dos receptores NMDA (QIU et al., 2007),
além disso ele pode inibir receptores NMDA através de um fenbmeno
redox (MAJEWSKA et al., 1990).

1.4.1 Acido ascérbico e depressao

Os primeiros relatos sugerindo o acido ascorbico como
modulador de humor ocorreram ainda na época das grandes navegacoes,
guando os tripulantes desenvolviam uma doenca conhecida como
escorbuto (GRUNEWALD, 1993; NAIDU, 2003). A doenca €
caracterizada por apresentar sintomas como fadiga, dificuldade de
cicatrizacdo, sangramentos na gengiva, perda de dentes, dores
musculares (HALLIGAN et al., 2005) e humor deprimido (NGUYEN et
al. 2003). Entdo, um médico escocés (James Lind) correlacionou a alta
morbidade e mortalidade dos marinheiros ingleses com a falta de
vegetais e frutas frescas na dieta dos marinheiros (NAIDU, 2003). Anos
depois foi isolado um agente redutor presente no suco de limao,
caracterizado como fator anti-escorbuto, que mais tarde seria
caracterizado como &cido ascorbico (GRUNEWALD, 1993).

No decorrer dos anos foi sugerido o papel do acido ascérbico
para o tratamento de transtornos de humor em decorréncia da melhora
das observagfes clinicas de pacientes com depressdo idiopatica (causa
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desconhecida) que foram tratados com &cido ascorbico (50 mg/kg por
duas semanas), como foi observada no caso do tratamento de individuos
com depressdo associada ao uso de horménio adrenocorticotréfico
(ACTH) (COCCHI et al., 1980). Estudos apontam ainda para uma
diminuicdo nos niveis de 4acido ascorbico no plasma de pacientes
deprimidos (KHANZODE et al., 2003). Além disso, o tratamento com
essa vitamina durante 14 dias promoveu a melhora do humor em
individuos saudaveis avaliados pelo inventéario Beck de depressao (Beck
Anxienty Inventory) (BRODY et al., 2002), o qual € um questionrio de
auto-relato de multipla escolha que é um dos instrumentos mais
utilizados para medir a severidade de episddios depressivos. Também
foi reportado que um paciente com depressdo desenvolveu escorbuto
(CHANG et al., 2007) e que o &cido ascorbico apresentou eficacia ao ser
utilizado como adjuvante com a fluoxetina no tratamento da depresséo
em criancas (AMR et al., 2013). Esses achados reforcam o fato de que a
deficiéncia de &cido ascdrbico pode estar envolvida na fisiopatologia da
depresséo.

Consistente com o0s estudos clinicos mencionados, nosso grupo
demonstrou previamente, que o acido ascorbico produz efeito tipo-
antidepressivo no TSC em camundongos e apresenta efeito sinérgico
guando administrado juntamente com antidepressivos convencionais
(BINFARE et al.,, 2009; MORETTI et al., 2014; MORETTI et al.,
2015). O efeito tipo-antidepressivo desta vitamina foi observado
também em dois modelos animais de depressdo induzida por estresse, 0
estresse de contencdo e o estresse crdnico imprevisivel. Nesses estudos,
observou-se que o efeito desta vitamina parece ser dependente do
blogueio de receptores NMDA e inibigdo dos canais de K+ (MORETTI
et al., 2012; MORETTI et al., 2012b), além de estar acompanhado por
uma diminuicdo da peroxidacéo lipidica e de uma melhora das defesas
antioxidantes endogenas (MORETTI et al., 2012b). Mais recentemente
nosso grupo demonstrou que essa vitamina exerce efeito antidepressivo
modulando alvos moleculares semelhante aos que sofrem acdo
modulatoria da cetamina (MORETTI et al., 2014), a qual é considerada
um antidepressivo de resposta rapida.

Nos Ultimos anos muitos estudos clinicos tém relatado os
beneficios da suplementacdo do 4&cido ascorbico em patologias
associadas a transtornos de humor. Um estudo reportou que um
individuo jovem (18 anos) diagnosticado com depresséao e apresentando
dificuldade de cicatrizacdo de feridas apresentava baixas concentracfes
de ascorbato no sangue, de modo que a suplementacdo com &cido
ascorbico promoveu uma melhora nos sintomas depressivos (CARR E
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VISSERS, 2012). Outro trabalho mostrou que trabalhadores de uma
refinaria de 6leo que receberam suplementacdo de acido ascérbico
concomitante ou ndo com vitamina E durante 60 dias melhoraram os
escores de depressdo avaliados pela escala Beck (KHAJEHNASIRI et
al., 2013). Adicionalmente um estudo recente realizado com estudantes
universitarios saudaveis, mostrou que aqueles que receberam 500 mg de
ascorbato durante o periodo de 14 dias apresentaram um aumento nas
concentracdes plasmaticas de ascorbato e uma reducdo nos escores de
ansiedade avaliados pela escala Beck quando comparados ao grupo de
estudantes que recebeu placebo (DE OLIVEIRA et al., 2015). Esses
dados clinicos reafirmam o potencial do &cido ascérbico de promover
efeitos benéficos sobre os transtornos de humor e de ansiedade, sendo
necessario ainda elucidar alguns mecanismos envolvidos no seu efeito.

1.5 Cetamina

A cetamina (2-(c-clorofenil)-2-(metilamino)-cicloexanona) é uma
arilciclo-alquilamina derivada da fenciclidina (PCP), inicialmente
sintetizada por Calvin Stevens, em 1962. E utilizada principalmente
como anestésico em doses acima de 65 mg/kg em camundongos, ou
seja, em torno de seis vezes maior que a dose considerada antidepressiva
(GARCIA et al., 2008; GLUE et al., 2011). A cetamina é metabolizada
através de reacdes de oxidacdo pelas enzimas microssomais hepaticas
em trés metabdlitos ativos: norcetamina, 5-OH-cetamina e 4-OH-
cetamina, sendo a norcetamina o principal metabdlito ativo,
apresentando de 30% a 20% da poténcia do farmaco original. Todos os
metabolitos sdo hidroxilados a hidroxinorcetina e em seguida
conjugados a derivados glicuronideos hidrossollveis e excretados na
urina (GARCIA et al., 2008). A cetamina apresenta alta
lipossolubilidade e fraca ligacdo as proteinas plasmaticas (10 a 30%),
resultando em grande volume de distribuicdo, e acdo muito répida,
ultrapassando facilmente a barreira hematoencefalica. Seu clearance de
eliminacdo é relativamente alto (1000 a 1600 mL/min), o que confere
uma meia-vida curta, em torno de 2 a 3 horas (GARCIA et al., 2008).

Diversos estudos clinicos realizados nos Gltimos anos mostraram
que a cetamina possui um significativo potencial antidepressivo quando
administrada em doses sub-anestésicas. Inicialmente foi demonstrado
gue individuos resistentes ao tratamento com antidepressivos classicos
mostraram uma melhora nos sintomas depressivos, até 72 horas apds
receberem uma infusdo de cetamina (BERMAN, 2000). Outro estudo
mostrou que duas horas ap6s sua administracdo, a cetamina foi efetiva
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em reverter 0s sintomas depressivos de pacientes resistentes ao
tratamento convencional, de modo que esse efeito perdurou por até duas
semanas (ZARATE et al., 2006). Foi postulado que o efeito rapido da
cetamina ocorre por meio do antagonismo dos receptores NMDA em
interneurbnios GABAérgicos, que estdo tonicamente ativos. A cetamina
por sua vez, inibe a atividade desses interneurdnios GABAérgicos, 0s
quais deixam de inibir 0s neurbnios glutamatérgicos, e, como
consequéncia, promovem a exocitose de vesiculas contento glutamato
na fenda sinaptica (DUMAN et al., 2012; DUMAN E VOLETI, 2012).
No entanto, seus mecanismos ndo estdo completamente elucidados. A
cada estudo se observa a ampla abrangéncia de mecanismos associados
aos efeitos da cetamina, se fazendo necessario a continuagdo dos
trabalhos acerca desse composto, com objetivo de identificar seus alvos
moleculares.
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2 JUSTIFICATIVA

A depressdo é um transtorno de humor, altamente prevalente,
heterogéneo e de etiologia multifatorial, sendo um dos transtornos de
humor que ocorre com maior frequéncia no mundo e o responsavel mais
comum por casos de incapacitacdo em adultos (NESTLER et al., 2002;
OLESEN E LEONARDI, 2003; KESSLER et al. 2012). No Brasil
estima-se que existem em torno 54 milhdes de pessoas que irdo
desenvolver episodios depressivo em algum momento ao longo de suas
vidas, e dessas 7,5 milhGes podem vir a apresentar quadros agudos e
graves, alguns inclusive com alto risco de suicidio (SILVA et al., 2014).
Porém apesar do alto impacto social e consequéncias que o transtorno
promove, a neurobiologia da depressdo esta longe de ser elucidada
(KRISHNAN E NESTLER, 2008) e levando em consideracdo que as
opcOes terapéuticas para o tratamento da depressdo possuem eficacia
limitada e efeitos adversos, existe a necessidade do desenvolvimento de
novos agentes farmacoldgicos para controle e/ou remissao dos sintomas
associados a este transtorno.

Nesse contexto o acido ascorbico tem sido proposto como terapia
adjuvante para o tratamento dos transtornos de humor, como sugerem
estudos publicados hd muitos anos que confirmaram os beneficios da
suplementacdo do &cido ascOrbico no tratamento de transtornos de
humor (CARR E VISSERS, 2012). Assim no decorrer dos anos muitos
estudos foram realizados para compreender 0 mecanismo de a¢éo dessa
vitamina, e estudos prévios sugerem que o efeito antidepressivo do
acido ascorbico pode envolver modulacdo em varios sistemas de
neurotransmissores, como por exemplo, a modulagdo monoaminérgica
envolvendo uma interacdo com receptores de serotonina (5-HT1A, 5-
HT2A, 5-HT3), receptores al-, a2- e [B-adrenérgicos, assim como
receptores de dopamina D2 (BINFARE et al., 2009). Adicionalmente o
acido ascorbico tem agdo neuromoduladora sendo capaz de inibir
receptores NMDA (MORETTI et al., 2014) além de promover um
aumento da sinaliza¢do da via mTOR similar & cetamina, considerada
um antidepressivo de acdo rdpida (MORETTI et al., 2014).
Recentemente, estudos clinicos mostraram que a suplementacdo com
acido ascérbico promove uma reducdo nos escores de ansiedade
avaliados pela escala Beck (DE OLIVEIRA et al., 2015). Considerando
o envolvimento do sistema GABAérgico na ansiedade (PEHRSON E
SANCHEZ, 2015), estes dados levantaram a hipétese que o acido
ascorbico pode modular esse sistema. Dados ainda ndo publicados do
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grupo mostraram também que além do efeito tipo-antidepressivo ja bem
caracterizado do &cido ascorbico, esse composto promove também
efeito tipo-ansiolitico em testes de ansiedade em camundongos, 0 que
reforca a hipotese que essa vitamina possa envolver em seu mecanismo
de acdo uma modulacdo do sistema GABAEérgico.

Portanto, se torna interessante investigar o envolvimento dos
receptores GABAGérgicos no efeito-tipo antidepressivo do 4&cido
ascorbico no TSC, com intuito de compreender melhor seu mecanismo
de acdo e efeito tipo-antidepressivo modulando esse sistema de
neurotransmissdo. Ainda, considerando o papel do sistema nitrérgico na
depressdo e sua relacdo com o sistema GABAérgico (SARAVI et al.,
2016), também é relevante investigar o papel do mesmo no efeito do
acido ascorbico.

A cetamina € um antidepressivo de acdo répida capaz de
promover um aumento nos niveis de GABA no giro cingulado anterior
em ratos submetidos ao estresse cronico imprevisivel (PERRINE et al.,
2014) e também no coértex pré-frontal medial de pacientes depressivos
(MILAK et al., 2016), torna-se relevante investigar o envolvimento dos
receptores GABAérgicos no efeito-tipo antidepressivo desse composto,
assim como averiguar se essa modulacdo é capaz de afetar a atividade da
via nitrérgica.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Investigar o envolvimento dos receptores GABAA e GABAg no
efeito-tipo antidepressivo do acido ascdrbico e da cetamina no TSC e a
relagdo desse efeito com o sistema nitrérgico.

3.2 Objetivos especificos

e Investigar a participacdo dos receptores GABAA no efeito tipo-
antidepressivo do é&cido ascorbico e da cetamina no TSC em
camundongos.

e Investigar a participagdo dos receptores GABAg no efeito tipo-
antidepressivo do é&cido ascorbico e da cetamina no TSC em
camundongos.

e Investigar o efeito do acido ascorbico e da cetamina sobre os niveis
de NOx no cdrtex cerebral de camundongos.

e Investigar a relacdo dos sistemas GABAérgico e nitrérgico no efeito
tipo- antidepressivo do acido ascérbico e da cetamina.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos Swiss fémeas (30-40
g), mantidos em condi¢fes normais de biotério, temperatura entre 20-
22° com 4gua e comida ad libitium e ciclo claro/escuro 12/12horas
(luzes acesas as 07:00 h). Os animais foram ambientados no local onde
0 experimento foi realizado 24 horas antes dos testes comportamentais,
sendo que todos os procedimentos comportamentais foram realizados
entre 9:00 e 16:00h. Foram mantidos em caixas com dimensdes
41x34x16 cm. Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA — Protocolo
PP00795).

4.2 Testes comportamentais

4.2.1 Teste da suspensao pela cauda (TSC)

Este teste € baseado no principio de que animais submetidos ao
estresse inescapavel desenvolvem uma postura de imobilidade, a qual é
reduzida por intervengGes como o tratamento com antidepressivos.
Nesse teste, os camundongos, foram suspensos pela cauda 50 cm acima
do chéo por fita adesiva e a imobilidade foi registrada durante 6 minutos
(Figura 7), conforme descrito anteriormente (MORETTI et al., 2012b).
Vale destacar que os antidepressivos classicos reduzem o tempo de
imobilidade neste teste (STERU et al., 1985).

4.2.2 Teste do campo aberto (TCA)

A fim de excluir a possibilidade de que a reducéo da imobilidade
no TSC seja devido a um aumento na atividade locomotora dos animais
causada pelos compostos, 0os camundongos foram submetidos a uma
sessdo no teste do campo aberto, 60 minutos apds a administragcdo dos
compostos. O teste foi realizado em uma caixa de madeira medindo 40 x
60 x 50 cm altura, com o chdo dividido em 12 quadrados iguais. O
nimero de cruzamentos realizados com as quatro patas foi registrado
em uma sessdo de 6 minutos (Figura 8).
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Figura 7 - Teste de suspensao pela cauda (TSC
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O TSC é um teste preditivo para atividade antidepressiva, no qual os camundongos
quando suspensos pela cauda adotam uma postura de imobilidade frente a essa
situacdo inescapavel. O tempo de imobilidade é mensurado durante um periodo de 6
minutos, de modo que uma redugdo no mesmo é considerada como um efeito tipo-
antidepressivo. Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2014.

Figura 8 - Teste do campo aberto (TCA)
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No teste do campo aberto avalia-se a atividade locomotora dos animais com base no
nimero de quadrantes cruzados pelos mesmos (com as quatro patas) durante um
periodo de 6 minutos. Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2014.
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4.3 Andlises bioquimicas
4.3.1 Anélise de NOx

O NO é instavel e rapidamente oxidado a nitrato e nitrito apds sua
producdo. Apds a realizacdo dos testes comportamentais (TSC e TCA),
0s animais foram decapitados para retirada do cortex cerebral, estrutura
utilizada para mensurar os niveis de NOx. Os metabolitos foram
determinados utilizando a andlise de NOx conforme descrito
previamente (HEVEL E MARLETTA., 1994). Em sintese, 0s
homogenatos de cortex cerebral obtidos de camundongos tratados com
acido ascorbico e cetamina, bem como com doses subativas destes
compostos em combina¢do com muscimol, foram misturados com 25%
de &cido tricloroacético e centrifugados a 1800 g durante 10 min, e 0s
sobrenadantes foram imediatamente neutralizados com bicarbonato de
potassio 2 M. Apds conversdo enzimatica pela nitrato redutase, o nitrito
foi mensurado utilizando a reacdo colorimétrica de Griess em um leitor
de microplacas no comprimento de onda 540 nm (ZOMKOWSKI et al.,
2012; LUDKA et al., 2013). Os valores obtidos (% NOX) por este
procedimento correspondem a soma de nitrito e nitrato derivados do
NO. Uma curva padrao foi realizada com nitrato de sédio (0-80 uM). Os
resultados foram expressos em relacdo aos niveis de NOx do grupo
controle, os quais foram considerados como 100%.

4.4 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através de ANOVA de uma,
duas ou trés vias, conforme o protocolo experimental, seguido do teste
post hoc de Newman Keuls ou Duncan, quando apropriado. Foram
considerados significativos os valores de p < 0,05.

Regressdes lineares univariadas foram realizadas para investigar
a associacdo independente entre os niveis de NOx e o tempo de
imobilidade no TSC. O nivel aceitavel de significancia para os testes foi
de p < 0,05. Os testes foram realizados usando o software SPSS 17.
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4.5 Protocolos experimentais

4.5.1 Avaliacdo do envolvimento dos receptores GABAA no efeito
tipo-antidepressivo do &cido ascorbico e cetamina

Os compostos utilizados neste experimento foram: 4cido
ascorbico, muscimol, cetamina e baclofen. Todos os compostos sdo da
marca Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). O é&cido ascorbico foi
dissolvido em 4&gua destilada e administrado por gavagem (p.o.).
Muscimol, baclofen e cetamina foram dissolvidos em solucdo salina
(0,9% NacCl) e administrados via intraperitoneal (i.p.). Todos 0s grupos
controle receberam veiculo apropriado.

Os protocolos experimentais descritos nesta sessdo estdo
ilustrados na figura 9. Com objetivo de avaliar o envolvimento dos
receptores GABAA na acado tipo-antidepressiva do acido ascorbico, os
camundongos foram tratados com uma dose subativa (sem efeito tipo
antidepressivo per se) da vitamina (0,1 mg/kg) ou veiculo. Apds 30
minutos os animais foram tratados com uma dose subativa de muscimol
(0,1 mg/kg; agonista de receptores GABA,) ou veiculo, sendo
submetidos ao TSC ou TCA 30 minutos apds essa administracdo (Figura
9A).

Um protocolo similar foi realizado com um antidepressivo de
acdo rapida, a cetamina, pois ja foi demonstrado que esse composto
pode ter interagcdo com o sistema GABAérgico (PERRINE, et al., 2014;
MILAK, et al., 2016). Nesse experimento foram co-administrados uma
dose subativa da cetamina (0,1 mg/kg) ou veiculo com uma dose
subativa de muscimol (0,1 mg/kg) ou veiculo. Ap6s 30 minutos a
administracdo desses compostos os animais foram avaliados no TSC e
TCA (Figura 9B).

4.5.2 Avaliacdo do envolvimento dos receptores GABAg no efeito
tipo-antidepressivo do acido ascorbico e cetamina

Os protocolos experimentais descritos nesta sessdo estdo
ilustrados na figura 9. Para investigar o possivel envolvimento dos
receptores GABAg no efeito tipo-antidepressivo do acido ascérbico, 0s
animais foram tratados com uma dose ativa da vitamina (1 mg/kg) ou
veiculo e ap6s 30 minutos, receberam baclofen (1 mg/kg; agonista de
receptores GABAg) ou veiculo. Apds 30 minutos dessa administrac&o,
0s animais foram submetidos aos testes comportamentais (Figura 9C).
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Em um protocolo similar, os camundongos foram tratados com
uma dose ativa de cetamina (1 mg/kg) ou veiculo 45 minutos antes dos
testes comportamentais. Posteriormente, 30 minutos antes dos testes 0s
animais foram tratados com uma dose ativa do baclofen (1 mg/kg) ou
veiculo (Figura 9D).

45.3 Avaliacdo do contelGdo de NOx no efeito tipo-
antidepressivo do acido ascorbico ou da cetamina

Os protocolos experimentais descritos nesta sessdo estdo
ilustrados na figura 10. Apds a realizacdo dos testes comportamentais
(TSC e TCA), os animais foram decapitados para retirada do cortex
cerebral, estrutura utilizada para mensurar os niveis de NOx. Os
metabolitos derivados do NO (nitrito e nitrato) foram determinados
utilizando a analise de NOx, conforme descrito anteriormente (HEVEL
E MARLETTA, 1994). Desse modo, para investigar o efeito do acido
ascarbico sobre o conteldo de NOXx no cdrtex cerebral os animais foram
tratados com doses ativas (1 mg/kg) e subativas (0,1 mg/kg) de acido
ascarbico ou veiculo. Apés 60 minutos dessa administracdo, os animais
foram submetidos aos testes comportamentais e posterior analise do
conteldo de NOx (Figura 10A). Em um protocolo similar os animais
foram tratados com doses ativas (1 mg/kg) e subativas (0,1 mg/kg) da
cetamina ou veiculo. Ap6s 30 minutos dessa administracdo, 0s animais
foram submetidos aos testes comportamentais e posterior analise do
contetido de NOx (Figura 10B).

45.4 Avaliacdo dos niveis de NOx e sua relagdo com a
modulacdo de receptores GABA, em animais tratados com L-
arginina

Os protocolos experimentais descritos nesta sessdo estdo
ilustrados na figura 11. Do mesmo modo, como previamente citado,
apos a realizacdo dos testes comportamentais (TSC e TCA), os animais
foram decapitados para retirada do cortex cerebral, estrutura utilizada
para mensurar o conteldo de NOx. Assim, para investigar a relacdo
entre o sistema GABAEérgico e nitrérgico no efeito tipo- antidepressivo
do &cido ascorbico e da cetamina, mais especificamente a participacéo
dos receptores GABA, nessa interagdo, 0os camundongos foram tratados
com uma dose subativa de acido ascérbico (0,1 mg/kg) ou veiculo.
Ap6s 30 minutos os animais foram tratados com L-arginina (precursor
de NO via L-arginina/NO; 750 mg/kg, i.p.), e posteriormente com uma



50

dose subativa de muscimol (0,1 mg/kg; agonista de receptores GABAA,,
ip) ou veiculo, sendo submetidos ao TSC ou teste do campo aberto 30
minutos apds essa administracdo, seguindo com a analise do contetdo
de NOx (Figura 11A).

Um protocolo similar foi realizado com a cetamina. Os
camundongos foram tratados com uma dose subativa de cetamina (0,1
mg/kg) ou veiculo trinta minutos antes dos testes comportamentais.
Concomitante a administracdo da cetamina os animais foram tratados
intraperitonealmente com L-arginina e com uma dose subativa de
muscimol (0,1 mg/kg, agonista de receptores GABA,) ou veiculo, sendo
submetidos ao TSC ou teste do campo aberto 30 minutos apo6s essa
administragdo. Imeditamente apds o cortex cerebral foi removido para a
realizacdo da dosagem do contetido de NOx (Figura 11B).
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Figura 9 - Protocolos experimentais para avaliacdo do envolvimento
dos receptores GABAérgicos no efeito tipo-antidepressivo do acido
ascorbico
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Figura 10 - Protocolos experimentais para avaliacdo dos niveis de NOx

no efeito antidepressivo do acido ascorbico ou da cetamina
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Figura 11 - Protocolos experimentais para avaliagcdo dos niveis de NOx
e sua relacdo com a modulacdo de receptores GABA, em animais

tratados com L-arginina
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do tratamento agudo com acido ascorbico e cetamina em
doses subativas e ativas no TSC e TCA

Os resultados demonstrados na figura 12A mostram o efeito da
administracdo de do acido ascorbico sobre o tempo de imobilidade no
TSC. A ANOVA de uma via mostrou uma diferenca significativa no
tratamento com acido ascorbico [(F(2,20)=5,624). O teste post hoc de
Newman-Keuls revelou que a administragdo do &cido ascérbico na dose
de 1 mg/kg reduziu significativamente o tempo de imobilidade no TSC
em relagdo ao grupo controle. N&o foi observada alteragdo locomotora
em nenhum grupo experimental no TCA (figura 12B). Em relacdo a
atividade locomotora, a ANOVA de uma via ndo revelou diferencas
significativas do tratamento com &cido ascorbico sobre este parametro.

A figura 12C ilustra o efeito da administracdo de cetamina sobre
a resposta comportamental de camundongos no TSC. A ANOVA de
uma via revelou que a administracdo de cetamina produziu um efeito
significativo no TSC (F(2,23)=5,120). O teste post hoc revelou que a
cetamina administrada na dose de 1 mg/kg, mas ndo de 0,1 mg/kg, foi
efetiva em reduzir o tempo de imobilidade dos camundongos no TSC.
Né&o foi observada alteragdo locomotora em nenhum grupo experimental
no TCA (figura 12D). Em relacéo a atividade locomotora, a ANOVA
de uma via ndo revelou diferencas significativas do tratamento com
cetamina.
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Figura 12 - Efeito do tratamento agudo com &cido ascorbico e cetamina em
doses subativas e ativas no TSC e TCA
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Efeito do tratamento com uma dose subativa (0,1 mg/kg, p.0.) e uma dose ativa de
acido ascdrbico (1 mg/kg, p.o.) no tempo total de imobilidade de camundongos no
TSC (Painel A) e atividade locomotora (Painel B). Efeito do tratamento de uma dose
subativa (0,1 mg/kg, i.p.) e uma dose ativa de cetamina (1 mg/kg, i.p.) no tempo
total de imobilidade de camundongos no TSC (Painel C) e atividade locomotora
(Painel D). Cada coluna representa a média £ EPM (n=7-8). *p <0,05 em relacdo ao
grupo controle (ANOVA de uma via, seguida de teste post hoc de Newman-Keuls).

5.2 Avaliacdo do contetdo cerebrocortical de NOx em animais
tratados agudamente com &cido ascérbico e cetamina

Os resultados ilustrados na figura 13A e 13B mostram o efeito da
administracdo de &cido ascOrbico e da cetamina, respectivamente, em
relacdo ao contelldo de NOXx no cortex cerebral de camundongos. A
ANOVA de uma via revelou uma diferenca significativa no tratamento
tanto com é&cido ascorbico (F(2,20)=8,752) como no tratamento com
cetamina (F(2,19)=3,51). O teste post hoc revelou um aumento na %
NOx em animais tratados com &cido ascorbico na dose de 0,1 mg/kg e
na dose de 1 mg/kg de cetamina.
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Figura 13 - Avaliacdo dos niveis de NOx em animais tratados agudamente com
&cido ascorbico e cetamina
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Efeito de uma dose subativa (0,1 mg/kg, p.0.) e uma dose ativa de &cido ascorbico (1
mg/kg, p.o.) no contetdo de NOX no cortex cerebral de camundongos (Painel A).
Efeito de uma dose subativa (0,1 mg/kg, i.p.) e uma dose ativa de cetamina (1
mg/kg, i.p.) no conteildo de NOX no cortex cerebral de camundongos (Painel B). A
média do contetido de NOx do grupo controle (100%) ¢ de 5,99 uM de nitrito por
mg de proteina. Cada coluna representa a média + EPM (n=7-8). *p <0,05 em
relacdo ao grupo controle (ANOVA de uma via, seguida de teste post hoc de
Newman-Keuls).

Adicionalmente a avaliacdo da distribuicdo dos dados (Figura
14), mostrou que a concentracdo de NOx ndo estd diretamente
relacionada com o tempo de imobilidade no TSC, visto que o valor de
correlagdo foi significantemente baixo (R°=0,00553) e o valor de
p=0,653.
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Figura 14 - Correlacdo pM de nitrito/mg proteina x tempo de imobilidade
(TSC)
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Auvaliagdo da distribui¢do dos dados considerados apenas uma relagdo entre uM de
nitrito/mg proteina X tempo de Imobilidade no TSC.
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5.3 Avaliacdo do envolvimento dos receptores GABA, na atividade
antidepressiva do acido ascorbico ou cetamina

Os resultados demonstrados na figura 15A mostram o efeito da
administragdo de uma dose subativa do 4cido ascorbico com uma dose
subativa do muscimol no TSC. A ANOVA de duas vias revela uma
diferenca significativa entre o tratamento com 4&cido ascorbico
[F(1,25)=7,573, p <0,05] e a interacdo &cido ascorbico x muscimol
[F(1,25)=6,056, p <0,05], mas ndo mostra efeito significativo do
tratamento com muscimol [F(1,25)=3,591, p >0,05]. O teste post hoc
revelou um efeito tipo-antidepressivo sinérgico induzido pela
administragdo combinada do &cido ascérbico e muscimol. N&o foi
observada alteragdo locomotora em nenhum grupo experimental no
TCA. Os resultados estdo demonstrados na figura 15B. Em relacdo a
atividade locomotora, a ANOVA de duas vias ndo revelou diferencas
significativas no tratamento com muscimol [F(1,25)=2,107, p >0,05],
acido ascorbico [F(1,25)=1,180 p >0,05], ou a interacdo acido ascdrbico
x muscimol [F(1,25)=0,127, p >0,05].

A figura 15C mostra o efeito da co-administragdo de uma dose
subativa de cetamina com uma dose subativa de muscimol no TSC.
ANOVA de duas vias revelou uma diferenca significativa no tratamento
com cetamina x muscimol [F(1,25)=7,511, p <0,05], mas ndo no
tratamento apenas com muscimol [F(1,25)=3.297, p >0,05], ou com
cetamina [F(1,25)=2,529, p >0,05]. O teste post hoc indicou que a
combinagdo de doses subativas de cetamina e muscimol produzem um
efeito tipo-antidepressivo sinérgico no TSC. Nenhuma alteracédo
locomotora foi observada no TCA, os resultados estdo demonstrados na
figura 15D. A ANOVA de duas vias revelou que ndo houve diferencas
significativas no tratamento com muscimol [F(1,25)=0,306, p >0,05],
acido ascorbico [F(1,25)=4,021, p >0,05], ou interacdo acido ascérbico
x muscimol [F(1,25)=0,738, p >0,05] neste parametro.
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Figura 15- Uma dose subativa de acido ascérbico ou cetamina combinada com
uma dose subativa de muscimol (agonista de receptor GABA,) promove um
efeito tipo-antidepressivo no TSC
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Efeito de uma dose subativa de &cido ascérbico (0,1 mg/kg, p.0.) em combinagdo
com uma dose subativa de muscimol (0,1 mg/kg, i.p.) no tempo de imobilidade no
TSC (Painel A) e atividade locomotora (Painel B). Efeito de uma dose subativa de
cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) em combina¢do com uma dose subativa de muscimol (0,1
mg/kg, i.p.) no tempo de imobilidade no TSC (Painel C) e atividade locomotora
(Painel D). Cada coluna representa a média + EPM (n=7-8). **p<0,01 em rela¢do ao
grupo controle (ANOVA de duas vias, seguida do teste post hoc de Newman-Keuls).
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5.4 Avaliacdo do envolvimento dos receptores GABAg na atividade
antidepressiva do acido ascorbico ou cetamina

A figura 16A mostra o efeito do tratamento com baclofen no
efeito tipo-antidepressivo do acido ascérbico no TSC. A ANOVA de
duas vias revelou diferencas significativas no tratamento com &cido
ascorbico [F(1,29)= 5,097, p <0,05], interagdo 4&cido ascoOrbico X
baclofen [F(1,29)=9,314, p <0,05], mas ndo do tratamento apenas com
baclofen [F(1,29)=3,749, p >0,05]. O teste post hoc de Newman-Keuls
indicou que a administracdo de baclofen reverteu o efeito tipo-
antidepressivo apresentado pelo acido ascérbico no TSC. Nenhuma
alteracdo locomotora foi observada em nenhum dos grupos
experimentais no TCA, conforme ilustrado na figura 16B. Em relacéo a
atividade locomotora dos animais, a ANOVA de duas vias revelou que
ndo houve diferencas significativas no tratamento com baclofen
[F(1,29)=0,009, p>0,05], acido ascérbico [F(1,29)=0,07, p >0,05], ou
interacdo acido ascdrbico x baclofen [F(1,29)=2,518, p >0,05].

Os resultados ilustrados na figura 16C mostram a influéncia do
tratamento com baclofen sobre o efeito tipo-antidepressivo da cetamina
no TSC em camundongos. A ANOVA de duas vias revelou diferencgas
significativas do tratamento com cetamina [F(1,27)=12,548, p <0,05] e
da interacdo cetamina x baclofen [F(1,27)=15,563, p <0,05], mas ndo
do tratamento apenas com baclofen [F(1,27)=2,934, p >0,05]. O teste
post hoc de Newman-Keuls indicou que o efeito anti-imobilidade da
cetamina foi revertido completamente pela administracdo do baclofen.
Em relagdo a atividade locomotora, ANOVA de duas vias revelou que
ndo houve diferengas significativas do tratamento com baclofen
[F(1,27)=0,397, p >0,05], cetamina [F(1,27)=0,017, p >0,05], ou
interacdo cetamina x baclofen [F(1,27)=0,850, p >0,05], como ilustrado
na figura 16D.
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Figura 16 - A ativacdo de receptores GABAg reverte o efeito tipo-
antidepressivo do acido ascorbico ou da cetamina no TSC
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Efeito de uma dose ativa de acido ascérbico (1 mg/kg, p.0.) em combina¢do com
uma dose ativa de baclofen (1 mg/kg, i.p. ) no tempo de imobilidade no TSC (Painel
A) e atividade locomotora (Painel B). Efeito de uma dose ativa de cetamina (1
mg/kg, i.p.) em combina¢do com uma dose ativa de baclofen (1 mg/kg, i.p.) no
tempo de imobilidade no TSC (Painel C) e atividade locomotora (Painel D). Cada
coluna representa a média £ EPM (n=7-8). **p<0.01 em rela¢do ao grupo controle,
##p<0.01 em relacdo ao grupo tratado com grupo &cido ascOrbico ou cetamina
(ANOVA de duas vias, seguida de teste post hoc de Newman-Keuls).
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5.5 Influéncia do tratamento com L-arginina sobre o tempo de
imobilidade no TSC e a atividade locomotora de camundongos
tratados com a combinacgdo de doses sub-ativas acido ascorbico ou
cetamina

Os resultados demonstrados na figura 17A mostram o efeito da
administracdo de uma dose subativa do &cido ascorbico com uma dose
subativa do muscimol em animais tratados com L-arginina no TSC. Os
valores da ANOVA de trés vias para os diferentes tratamentos e
interacdes entre os tratamentos encontram-se na Tabela 2. O teste post
hoc de Duncan revelou um efeito tipo-antidepressivo sinérgico induzido
pela administragcdo combinada do acido ascorbico e muscimol, a qual foi
revertida pela administracdo da L-arginina. Também houve um efeito
significativo sobre o tempo de imobilidade no TSC no grupo de animais
gue recebeu a combinacéo L-arginina + acido ascorbico, em relagdo ao
grupo controle. N&o foi observada alteragdo locomotora em nenhum
grupo experimental no TCA (figura 17B). Em relacdo a atividade
locomotora, a ANOVA de trés vias ndo revelou diferencas significativas
no tratamento com &cido ascérbico, muscimol, interacdo acido ascérbico
x muscimol ou a interacdo acido ascdrbico x muscimol e L-arginina.

Os resultados demonstrados na figura 17C mostram o efeito da
administracdo de uma dose subativa de cetamina com uma dose subativa
do muscimol em animais tratados com L-arginina no TSC. Os valores
da ANOVA de trés vias para os diferentes tratamentos e interacfes entre
o0s tratamentos encontram-se na Tabela 3. O teste post hoc de Duncan
revelou um efeito tipo-antidepressivo sinérgico induzido pela
administracdo combinada da cetamina e muscimol, o qual foi revertida
pela L-arginina. Também houve um efeito significativo sobre o tempo
de imobilidade no TSC no grupo de animais que recebeu a combinacéo
L-arginina + cetamina, em relacdo ao grupo controle. N&o foi observada
alteracdo locomotora em nenhum grupo experimental no TCA. Os
resultados estdo demonstrados na figura 17D. Em relacdo a atividade
locomotora, a ANOVA de trés vias ndo revelou diferencas significativas
no tratamento com cetamina, muscimol, interagdo cetamina x muscimol
ou a interacdo &cido ascorbico x muscimol e L-arginina.
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Tabela 2 - Valores de F e p do experimento com L-arginina x muscimol x acido

ascérbico
TSC
Valor de F Valor de p
Tratamento L- arginina F(1,49)=0,249 p>0,05
Tratamento Acido ascorbico F(1,49)=0,001 p>0,05
Tratamento Muscimol F(1,49)=2,725 p>0,05
Interacdo Muscimol x AA F(1,49)=6,014 p<0,05*
Interacio L-arginina x Acido ascorbico F(1,49)=10,203 p<0,05*
Interacdo L-arginina X Muscimol F(1,49)=0,070 p>0,05
Interacio L-arginina x Muscimol x Acido | F(1,49)=0,118 p>0,05
ascorbico
TCA
Valor de F Valor de p
Tratamento L- arginina F(1,51)=2,674 p>0,05
Tratamento Acido ascorbico F(1,51)=1,835 p>0,05
Tratamento Muscimol F(1,51)=0,626 p>0,05
Interacdo Muscimol x AA F(1,51)=0,455 p>0,05
Interacio L-arginina x Acido ascorbico F(1,51)=0,040 p>0,05
Interacdo L-arginina X Muscimol F(1,51)=0,455 p>0,05
Interagio L-arginina x Muscimol x Acido | F(1,51)=0,008 p>0,05
ascorbico
Tabela 3 - Valores de F e p do experimento com L-arginina x muscimol X
cetamina
TSC
Valor de F Valor de p
Tratamento L- arginina F(1,51)=0,030 p>0,05
Tratamento Cetamina F(1,51)=1,176 p>0,05
Tratamento Muscimol F(1,51)=0,382 p>0,05
Interacdo Muscimol x Cetamina F(1,51)=9,477 p<0,05*
Interacdo L-arginina x Cetamina F(1,51)=5,464 p<0,05*
Interacdo L-arginina X Muscimol F(1,51)=0,342 p>0,05
Interacdo L-arginina X Muscimol x Cetamina F(1,51)=0,962 p>0,05
TCA
Valor de F Valor de p
Tratamento L- arginina F(1,49)=1,287 p>0,05
Tratamento Cetamina F(1,49)=3,238 p>0,05
Tratamento Muscimol F(1,49)=0,7633 p>0,05
Interagdo Muscimol x Cetamina F(1,49)=0,687 p>0,05
Interacdo L-arginina x Cetamina F(1,49)=0,253 p>0,05
Interacdo L-arginina X Muscimol F(1,49)=0,0823 p>0,05

Interacdo L-arginina X Muscimol x Cetamina

F(1,49)=0,560

p>0,05
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Figura 17 - Efeito do tratamento agudo com L-arginina em animais tratados
com uma dose subativa de &cido ascdrbico ou cetamina com uma dose subativa

de muscimol no TSC e TCA
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Efeito de uma dose subativa de acido ascdrbico (0,1 mg/kg, p.o.) em combinagdo
com uma dose subativa de muscimol (0,1 mg/kg, i.p.) em animais tratados com
veiculo ou L-arginina (750 mg/kg, i.p.) no tempo de imobilidade no TSC (Painel A)
e atividade locomotora (Painel B). Efeito de uma dose subativa de cetamina (0,1
mg/kg, i.p.) em combinacdo com uma dose subativa de muscimol (0,1 mg/kg, i.p.)
em animais tratados com veiculo ou L-arginina (750 mg/kg, ip) no tempo de
imobilidade no TSC (Painel C) e atividade locomotora (Painel D). Cada coluna
representa a média + EPM (n=7-8). *p<0.05 em relagéo ao grupo controle, $ p<0.05
em relagdo ao grupo tratado com acido ascorbico ou Muscimol + Acido ascérbico
(ANOVA de trés vias, seguida do teste post hoc de Duncan).
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5.6 Avaliacdo do conteido de NOx em animais tratados com L-
arginina que receberam uma dose subativa de &cido ascérbico ou
cetamina em combinacgdo com uma dose subativa de muscimol

Os resultados mostrados na figura 17A mostram o contetdo de
NOx no cortex cerebral de camundongos que foram submetidos aos
tratamentos com L-arginina ou veiculo em combinacdo com doses sub-
ativas de 4cido ascorbico e/ou muscimol. Os valores da ANOVA de trés
vias para os diferentes tratamentos e interacfes entre os tratamentos
encontram-se na Tabela 4. O teste post hoc de Duncan mostrou um
aumento do conteido de NOx no grupo tratado com acido ascorbico ou
com acido ascorbico + muscimol, mas no grupo tratado com muscimol
isoladamente houve uma reducdo no contetido de NOx. Além disso, foi
observada uma redugdo no contettdo de NOx nos grupos tratados, L-
arginina + acido ascérbico e L-arginina + muscimol quando comparados
ao grupo tratado com acido ascérbico, assim como no grupo tratado
apenas com L-arginina.

Os resultados mostrados na figura 17B mostram o contetdo de
NOx no cortex cerebral de camundongos que foram submetidos aos
tratamentos com L-arginina ou veiculo em combinacdo com doses sub-
ativas de cetamina e/ou muscimol. Os valores da ANOVA de trés vias
para os diferentes tratamentos e interacGes entre os tratamentos
encontram-se na Tabela 5. O teste post hoc de Duncan mostrou um
aumento do conteldo de NOx no grupo tratado com cetamina +
muscimol em relagdo ao grupo controle. Por outro lado, foi observada
uma reducdo no conteldo de NOXx nos grupos tratados com muscimol
isoladamente e com L-arginina + cetamina e L-arginina + muscimol.
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Tabela 4 - Valores de F e p sobre avaliagdo do conteddo de NOx no
experimento com L-arginina x muscimol x cido ascérbico

Contetido de NOx

Valor de F Valor de p
Tratamento L-arginina F(1,48)=3,641 p>0,05
Tratamento Acido ascorbico F(1,48)=7,62 p<0,05*
Tratamento Muscimol F(1,48)=0,245 p>0,05
Interacdo Muscimol x AA F(1,48)=2,393 p>0,05
Interacio L-arginina x Acido ascorbico F(1,48)=2,343 p>0,05
Interacdo L-arginina X Muscimol F(1,48)=1,501 p>0,05
Interagio L-arginina x Muscimol x Acido | F(1,48)=0,062 p>0,05

ascorbico

Tabela 5 - Valores de F e p sobre avaliagdo do conteddo de NOx no
experimento com L-arginina x muscimol X cetamina

Contetido de NOx

Valor de F Valor de p
Tratamento L-arginina F(1,50)=4,135 p<0,05*
Tratamento Cetamina F(1,50)=0,136 p>0,05
Tratamento Muscimol F(1,50)=2,115 p>0,05
Interacdo Muscimol x Cetamina F(1,50)=8,49 p<0,05*
Interacdo L-arginina x Cetamina F(1,50)=1,264 p>0,05
Interacdo L-arginina x Muscimol F(1,50)=1,388 p>0,05
Interacdo L-arginina X Muscimol x Cetamina F(1,50)=0,774 p>0,05
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Figura 17. Avaliacdo do contetido de NOx em animais tratados com L-arginina
que receberam uma dose subativa de acido ascorbico ou cetamina e/ou uma

dose subativa de muscimol
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Il Veiculo

[J AA (0.1 mg/kg, p.o.)

=3 Muscimol (0,1 mg/kg, i.p.)
* @@ Muscimol + AA
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b I Veiculo
[J Cetamina (0.1 mg/kg, i.p.)
EZ Muscimol (0,1 mg/kg, i.p.)

100+ * @8 Muscimol + Cetamina

% NOXx
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Veiculo L-arginina

Efeito de uma dose subativa de &cido ascorbico (0.1 mg/kg, p.o., painel A) ou de
cetamina (0.1 mg/kg, i.p., painel B) em combinacdo com uma dose subativa de
muscimol (0.1 mg/kg, i.p.) em animais tratados com veiculo ou L-arginina (750
mg/kg, i.p.) sobre o contetido de NOx do cortex cerebral de camundongos. A média
do contetido de NOx do grupo controle (100%) é de 4,90 uM de nitrito por mg de
proteina. Cada coluna representa a média + EPM (n=7-8). *p<0,05 em relagdo ao
grupo controle (ANOVA de trés vias, seguida do teste post hoc de Duncan).
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6 DISCUSSAO

Os primeiros relatos sobre o suposto efeito antidepressivo do &cido
ascdrbico foram publicados hd muitos anos (COCCHlI et al., 1980), e ao
longo do tempo outros trabalhos relataram que esta vitamina possui a
capacidade de melhorar o humor de pacientes saudaveis (BRODY et al.,
2002), assim como melhorar sintomas depressivos em pacientes idosos
(OISHI et al., 2009) e criangas (AMR et al., 2013). Nossos resultados
confirmam dados anteriores que demonstraram que o0 acido ascorbico
tem um efeito tipo-antidepressivo no TSC (BINFARE et al., 2009;
MORETTI et al., 2011). Além disso, forneceu evidéncias que o sistema
GABAérgico esta implicado no efeito anti-imobilidade do &cido
ascarbico assim como modulacdo da atividade da via nitrérgirca, de
forma semelhante a cetamina, um antidepressivo de acdo répida,
contribuindo para a melhor compreensao dos mecanismos implicados no
seu efeito tipo-antidepressivo.

Foi observado um efeito do tipo-antidepressivo sinérgico quando
uma dose subativa de &cido ascorbico ou cetamina foi administrada
juntamente com uma dose subativa do agonista de receptor GABAA, 0
muscimol, em camundongos submetidos ao TSC, sugerindo que o efeito
antidepressivo desses compostos pode estar relacionado com a ativacdo
de receptores GABA,. Grande parte da neurotransmissdo inibitoria
rapida no SNC é mediada por receptores GABA,, 0s quais também
estdo envolvidos na fisiopatologia da depressdo (PEHRSON E
SANCHEZ., 2015). Estudos em camundongos knockout revelaram que a
auséncia da subunidade a, do receptor GABA, esta associado com o
comportamento tipo-depressivo no TNF e no TSC (VOLLENWEIDER
et al., 2011). Além disso, foi demonstrado que o clonazepam, um
modulador positivo do receptor GABA 4, reverte 0 aumento no tempo de
imobilidade em roedores diabéticos avaliados no TNF (HILAKIVI-
CLARKE et al., 1990). Corroborando com estes dados, outro estudo
mostrou que uma dose considerada antidepressiva da taurina foi capaz
de modular a funcéo do sistema GABAérgico, aumentando a expressao
da subunidade 02 do receptor GABA 4 no hipocampo de ratos diabéticos
(CALETTI et al., 2015). Por outro lado, a infusdo de muscimol no
cortex pré-frontal infralimbico bloqueou completamente o efeito
antidepressivo da cetamina no TNF (FUCHIKAMI et al., 2015). Um
estudo recente demonstrou também que uma dose baixa de cetamina
combinada com propofol melhora a eficacia antidepressiva da
eletroconvulsoterapia em ratos, um efeito associado ao aumento da
fosforilacdo de receptores GABAA e GIUALl no hipocampo de ratos
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estressados (CHEN et al., 2015). Entretanto, é importante ressaltar que a
participacdo dos receptores GABAérgicos na depressao nao é totalmente
esclarecida. Alguns estudos mostram que 0s pacientes com depressao ou
vitimas de suicidio tinham uma supra regulacdo da expressao do gene do
das subunidades GABA,,; and GABA 3 do receptor de GABAA no
cortex frontal (CHOUDARY et al.,, 2005), bem como algumas
subunidades que compdem receptores GABA no cortex dorsolateral pré-
frontal e o cortex temporal inferior (SEQUEIRA et al., 2009). Além
disso, a administracdo sistémica de moduladores alostéricos negativos
da subunidade o5 de receptores GABA, L-655,708 e MRK-016
rapidamente reverteu a diminuicdo na preferéncia por sacarose
(comportamento aneddnico) e a reducdo da interagdo social reduzida
induzida por dois diferentes protocolos de estresse cronico em ratos, um
efeito associado a restauragdo da forga sindptica excitatoria no
hipocampo (FISCHELL et al., 2015).

Em um segundo conjunto de experimentos, foi observado que o
efeito anti-imobilidade do A&cido ascérbico no TSC, semelhante a
cetamina, foi completamente prevenido pelo pré-tratamento dos animais
com o agonista de receptor GABAg baclofen, sugerindo que o efeito
anti-imobilidade destes compostos no TSC pode estar associado com 0
antagonismo de receptores GABAg. Os receptores GABAg sdo
heterodimeros compostos por subunidades GABAg; €& GABAg,
(GASSMANN E BETTLER, 2012), e sdo altamente presentes em
células neuronais, incluindo populagdes de interneurfnios, algumas
células gliais (CRYAN E KAUPMANN, 2005) e as células do sistema
limbico, as quais estdo associadas a regulacdo do comportamento
emocional (MCDONALD et al.,, 2004). Receptores GABAg sédo
acoplados a proteinas G e atuam promovendo hiperpolarizacdo neuronal
(FERNANDEZ-ALACID et al., 2009; PINARD, et al., 2010). Eles estéo
localizados pré- e poés-sinapticamente e regulam a liberacdo de
neurotransmissores e 0s canais sensiveis a voltagem Ca’* e Kir3 - K*
(GHOSE et al., 2011). Devido a sua larga distribuicdo e efeitos, estudos
pré-clinicos e clinicos indicam que as alteraces nos receptores GABAg
contribuem para os sintomas de uma série de condigdes clinicas,
incluindo convulsGes, déficits cognitivos, depressdo, ansiedade, abuso
de drogas, esquizofrenia, dor e doencas relacionadas ao refluxo
gastroesofagico (ENNA., 2001; BOWERY et al., 2004; FROESTL.,
2010).

Estudos pré-clinicos demonstraram que camundongos sem a
expressdo de receptores GABAg funcionais exibem um fenétipo tipo-
antidepressivo (MOMBEREAU et al., 2004; MOMBEREAU et al.,
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2005), e o bloqueio farmacol6gico desses receptores resulta em uma
resposta tipo-antidepressiva (NOWAK et al., 2006; FELICE et al.,
2012). Em concordancia com esses achados, recentemente foi
demonstrado que a administracdo perinatal crénica de citalopram, um
inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina, resulta em uma
diminuigdo da regulacdo de receptores GABAg (WANG et al., 2014).
Além disso, foi demonstrado que antagonistas de receptores GABAg
aumentam a proliferacdo de células no hipocampo adulto (FELICE et
al., 2012), o qual é um importante regulador do estresse e da
neuroplasticidade na resposta antidepressiva. Finalmente, O'LEARY e
colaboradores (O'LEARY et al., 2014) mostraram que diferentes
isoformas de subunidades de receptores GABAg; regulam a resiliéncia a
anedonia induzida pelo estresse. Camundongos que ndo expressam a
subunidade GABAg;, sdo resilientes a anedonia e ao retraimento
psicossocial induzido pelo estresse e apresentam um comportamento
tipo-antidepressivo, de modo que camundongos knockout para
GABAg1, 580 mais suscetiveis a anedonia e retraimento psicossocial
induzida pelo estresse.

Apesar de diversos estudos pré-clinicos e clinicos terem
demonstrado e reforcado a hipdtese que o dacido ascOrbico possui
propriedades antidepressivas (KHANZODE et al., 2003; CHANG et al.,
2007) os mecanismos de a¢ao responsaveis por seu efeito antidepressivo
ndo se encontram totalmente esclarecidos. Um trabalho realizado
recentemente sugeriu que a ativagcdo de receptores GABA, poderia
envolver uma inibicdo da via nitrérgica (SARAVI et al., 2016).
Considerando gque o conjunto de dados iniciais deste trabalho indica que
o efeito do &cido ascdrbico parece envolver a ativacdo de receptores
GABAGérgicos do subtipos GABA, um experimento independente foi
realizado a fim de avaliar se esse mecanismo promovido pelo &cido
ascarbico envolveria também a modulagdo da via nitrérgica. Um estudo
realizado previamente sugeriu que o efeito tipo-antidepressivo do acido
ascorbico no TSC envolve uma modulacdo da via L-arginina-NO-
GMPc, pois foi demonstrado que a administracdo de L-arginina foi
capaz de prevenir o efeito tipo-antidepressivo do &cido ascorbico no
TSC, assim como o tratamento com doses subativas desta vitamina em
combinacdo com inibidores da NOS promoveram efeitos sinérgicos
diminuindo o tempo de imobilidade no TSC (MORETTI et al., 2011).
Os dados obtidos neste trabalhno mostraram adicionalmente que a
administracdo de uma dose de acido ascorbico que foi efetiva em reduzir
0 tempo de imobilidade no TSC (1 mg/kg), ou seja, uma dose ativa neste
teste, ndo promoveu alteracdo no contetido de NOx quando comparada
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ao grupo controle. Em contrapartida, a administracdo de uma dose muita
baixa desta vitamina (0,1 mg/kg), a qual ndo causa nenhum efeito
comportamental no TSC foi capaz de promover um aumento no
contetido de NOx no cértex cerebral de camundongos. Adicionalmente,
foi observado a administragdo de cetamina em dose ativa no TSC (1
mg/kg) promoveu um aumento no contetdo de NOXx no cértex cerebral,
em comparagdo ao grupo controle, mas quando administrada em dose
subativa o tratamento ndo foi capaz de promover um aumento nos niveis
de NOXx, sugerindo que o aumento moderado nos niveis de NOx pode
contribuir para o efeito tipo-antidepressivo deste composto. Este
resultado esta de acordo com um resultado prévio do nosso grupo que
mostra que nesta mesma dose e via de administracdo a cetamina foi
efetiva em aumentar o conteGtdo de NOx no cdrtex cerebral e no
hipocampo de camundongos (CUNHA et al., 2015). A cetamina é um
antidepressivo de efeito rapido que promove seu efeito pelo menos em
parte por causar inibicdo de receptores NMDA. De forma semelhante, o
efeito tipo-antidepressivo do é&cido ascérbico no TSC parece ser
dependente pelo menos em parte da inibigdo de receptores NMDA, uma
vez que a administracdo de NMDA foi capaz de promover uma reversdo
do efeito anti-imobilidade do é&cido ascérbico no TSC assim como a
administragdo combinada de doses sub-efetivas de acido ascérbico e
MK-801 foi efetiva em produzir um efeito tipo-antidepressivo no TSC
(MORETTI et al., 2011). A producdo de NO no cérebro esta relacionada
com a atividade glutamatérgica, e envolve a ativacdo dos receptores
glutamatérgicos do subtipo NMDA, essa ativacdo promove um influxo
de Ca®* que por sua vez ativa o complexo calmodulina que ativa a
isoforma neuronal da NOS (nNOS), promovendo assim a conversao de
L-arginina para L-citrulina e NO, sendo essa reagdo dependente de
oxigénio (BREDT et al., 1991; GARTHWAITE E BOULTON, 1995).
Apo6s sua producdo o NO pode ativar a GCs (EAST E GARTHWAITE,
1991), desencadeando respostas fisiologicas especificas que incluem a
excitabilidade neuronal, plasticidade sinaptica, a modulacdo da liberacéo
do neurotransmissor, aprendizagem e processos de memoria
(GARTHWAITE E BOULTON, 1995; GARTHWAITE, 2008;
STEINERT et al., 2010). Por outro lado, ha evidéncias que apontam
para a producdo ndo enzimatica de NO no encéfalo, através da reducéo
de nitrito no meio extracelular mediada pelo ascorbato liberado de
neurbnios (MILLAR et al., 1995). Esta produgdo também ocorre no
compartimento gastrointestinal onde o pH gastrico permite condicdes
necessarias para a reducdo de nitrito promovida por ascorbato e
polifendis. Desta forma, podemos levantar a hipétese de que o
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ascorbato possa influenciar o conteiGdo de NO cerebral por dois
mecanismos distintos: a) ao inibir receptores NMDA poderia promover
a reducdo da sintese enzimatica (via NOS) de NO; b) ao atuar como
agente redutor no trato gastrointestinal e no cérebro poderia aumentar a
producdo ndo enzimatica de NO a partir de nitrito. Desta forma, ao
determinarmos o conteido de NOx no cdrtex cerebral estariamos
determinando indiretamente o saldo liquido de NO que gerou NOXx
através destes dois mecanismos. Por esta raz&o os niveis de NOx podem
ser influenciados pela dose de ascorbico administrada. Em um estudo
prévio a dose de &cido ascorbico de 1 mg/kg ao inibidor receptores
NMDA (MORETTI et al., 2011), provoca uma consequente reducdo do
influxo de célcio e reducdo da atividade da NOS neuronal, podendo
estar promovendo uma reducdo da sintese de NO, embora paralelamente
poderia estar causando um aumento da produgdo de NO ndo enzimatica,
de forma que o conteddo de NOx seria semelhante ao encontrado no
grupo controle. Por outro lado, a dose 10 vezes inferior a esta ndo esta
provavelmente associada a inibicdo de receptores NMDA, ndo
influenciando, portanto a sintese enzimatica de NO, mas poderia
promover 0 aumento da sintese ndo enzimatica, de tal forma que ao
dosarmos o conteido de NOx nos animais tratados com esta dose muito
baixa de &cido ascorbico observamos um aumento do seu conteido no
cortex cerebral. Entretanto, esta hipOtese necessita de experimetos
futuros para ser confirmada.

Em relacdo & cetamina, o mecanismo responsavel pelo aumento
de NOx necessita ser futuramente investigado. E interessante mencionar
gue o aumento do contéudo de NOx observado no cértex cerebral de
animais tratados com cetamina na dose que produz efeito antidepressivo
é semelhante ao resultado observado em animais tratados com creatina
em doses ativas capazes de promover uma diminui¢do no tempo de
imobilidade no TSC (CUNHA et al., 2015). Esses dados estdo de acordo
com trabalhos que sugerem um efeito dual do NO sobre a regulagéo do
humor, uma vez que tanto o precursor de NO como inibidores da
NOS,em doses baixas, podem promover efeitos antidepressivos (DA
SILVA etal., 2000; INAN et al. 2004). Assim é possivel sugerir que o
NO exerce efeitos benéficos sobre o humor, quando presente em niveis
moderados, visto que o excesso da producdo de NOx promovida pela
administracdo de L-arginina promove uma reversdo do efeito tipo-
antidepressivo promovido pela creatina, por exemplo, no TSC (CUNHA
et al., 2015). Ainda, a andlise de correlacdo ndo mostrou uma relacédo
direta entre 0 aumento de NOx e o tempo de imobilidade no TSC,
reforcando a hipotese que o NO possui um papel dual, na modulagéo de
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humor. Assim ja foi demonstrando que o efeitos na modulacdo de
humor podem envolver tanto uma diminuicdo quanto o aumento no
conteido de NOx em regibes cerebrais. Corroborando essa hip6tese ja
foi visto que o efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina envolve uma
inibico da ativacdo de receptores NMDA e uma posterior diminuicéo
do conteddo de nitrito (LUDKA et al., 2013), assim como o tratamento
da creatina ou cetamina possuem um efeito anti-imobilidade no TSC
promovendo um aumento no conteido de NOX tanto no hipocampo
como no cortex cerebral de camundongos (CUNHA et al., 2015).

Inicialmente foi observado um efeito do tipo-antidepressivo
sinérgico quando uma dose subativa de acido ascorbico ou cetamina foi
administrada juntamente com uma dose subativa do agonista de receptor
GABA,, 0 muscimol, em camundongos submetidos ao TSC, esses
dados sugerem que o efeito antidepressivo desses compostos pode estar
relacionado com a ativagdo de receptores GABAA. Dados publicados
recentemente sugerem que a inibicdo da via nitrérgica estaria
relacionada com a ativacdo dos receptores GABAérgicos do subtipo
GABA,, podendo ser esse 0 mecanismo responsavel pela atividade tipo-
antidepressiva do EE, em camundongos (SARAVI et al., 2016). Desse
modo foi observado que o pré-tratamento dos animais com L-arginina
reverteu o efeito sinérgico promovido pela administracdo de doses
subativas de muscimol com cetamina ou cido ascdrbico. Foi observado
que administracdo de doses subativas de muscimol em ambos 0s
experimentos foi capaz de diminuir os niveis de NOx no cértex total dos
camundongos, mesmo nao promovendo efeito anti-imobilidade no TSC,
reafirmando a hip6tese previamente sugerida por SARAVI (2016).
Assim, levando em consideracdo que o muscimol em doses subativas ja
¢ capaz de promover uma diminui¢do nos niveis de NOx, acredita-se
entdo que o aumento nos niveis de NOx,observados na interacdo acido
ascdrbico x muscimol possa estar ocorrendo por outro mecanismo,
diferente da via L-argininina/NO/GCs. E possivel sugerir que parte do
aumento de NOx observado neste grupo de animais poderia ser pela
formacdo de NO ndo enzimatica, mas esta hipdtese necessita ser
futuramente investigada.

Ainda foi observado um efeito tipo-antidepressivo sinérgico
decorrente da administracdo de L-arginina com acido ascorbico ou
cetamina, promovendo uma diminuicdo no tempo de imobilidade no
TSC. Esses dados sdo similares aos trabalhos que mostraram que
administracdo de doses baixas de precursores de NO e doses subativas
de inibidores da NO sdo capazes de promover atividade tipo-
antidepressiva (HEINZEN E POLLACK, 2002). Um resultado
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semelhante também foi observado no estudo de KORDJAZI e
colaboradores (2015), no qual foi administrado L-arginina na mesma
dose utilizada no presente estudo em associa¢do com cloreto de rubidio.
Neste estudo o cloreto de rubidio, de forma semelhante ao &cido
ascorbico e a cetamina também aumentou os niveis de NOx, mas, ao
contrario do nosso estudo, a dosagem foi realizada no hipocampo.
Porém mais estudos sdo necessarios para compreender melhor qual o
mecanismo de acdo envolvido nesse efeito sinérgico, principalmente
pelo fato que o tratamento combinado promoveu uma diminui¢do dos
niveis de NOX, tanto no caso do acido ascdrbico como no da cetamina,
além de promover uma diminuicdo no tempo de imobilidade dos
camundongos no TSC.

Os animais que foram pré-tratados com L-arginina, ndo
demonstraram um aumento nos niveis de NOXx. E necessaria a realizacio
de novos experimentos para confirmagdo desses resultados, visto que ja
foi demonstrado que a administracdo de L-arginina nesta mesma dose
promove um aumento nos niveis de NOx (CUNHA et al., 2015).
Contudo, de forma semelhante aos nossos resultados, ja foi demonstrado
gue a administragdo de L-arginina nesta mesma dose ndo foi capaz de
alterar os niveis de nitrito no hipocampo de ratos na auséncia do
tratamento com cloreto de rubidio, e que o aumento no contetdo de
nitrito so foi observado quando L-argninina foi administrada juntamente
com cloreto de rubidio (KORDJAZY et al., 2015).
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7 CONCLUSOES

Em conclusdo, os dados da literatura que tratam sobre o sistema
GABAZérgico na depressdo apontam para uma ativacdo dos receptores
GABAA e 0 blogueio dos receptores GABAg COmo um mecanismo
implicado nos efeitos tipo-antidepressivos, como recentemente foi
demonstrado por uma revisdo realizada por PYTKA e colaboradores
(PYTKA et al., 2016). Nossos resultados estdo de acordo com dados da
literatura. Além disso, foi demonstrado anteriormente que o &cido
ascorbico e a cetamina compartilham mecanismos antidepressivos,
incluindo o aumento da sinalizacdo da via mMTOR (MORETTI et al.,
2014). O presente estudo reforca o sistema GABAérgico como um alvo
para 0s agentes antidepressivos em desenvolvimento e amplia dados da
literatura em relacdo aos mecanismos subjacentes a acdo antidepressiva
de acido ascoOrbico e cetamina, sugerindo que seus efeitos no TSC
podem ser dependente da ativacdo de receptores GABA e uma possivel
inibicdo de receptores GABAg. Adicionalmente, foi possivel confirmar
gue a ativacdo de receptores GABA, esta associada com modulacdo e
diminuicdo da atividade nitrérgica. Considerando estudos anteriores,
sugerimos que o efeito antidepressivo do &cido ascorbico pode ser
dependente do seu papel modulador em véarios sistemas de
neurotransmissores, conforme indicado na figura 18. Além do possivel
papel do sistema GABAGérgico que foi demonstrado nesse trabalho, o
acido ascorbico, possivelmente inibe receptores NMDA (MORETTI et
al.,, 2014) e modula sistemas monoaminérgicos. Os resultados de
estudos farmacologicos prévios indicam que a modulagdo
monoaminérgica do &cido ascorbico envolve uma interacdo com
receptores de serotonina (5-HT1A, 5-HT2A, 5-HT3), receptores al-, a2-
e B-adrenérgicos, assim como receptores de dopamina D2 (BINFARE et
al., 2009). Além disso, este trabalho levanta a hipétese de que o acido
ascorbico possa contribuir para formacdo de NO por uma via nédo
enzimatica, através da reducdo do nitrito, mas possivelmente modula
também a NOS.
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Figura 18 - Principais mecanismos responsaveis pelo efeito antidepressivo do
acido ascérbico
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Em pH fISIO|OgICO 0 acido ascoérbico se ioniza liberando um proton e passa a se chamar
ascorbato (ASC), que pode ser oxidado formando o acido desidroascorbico (DHA).
Ambos podem ser captados pelo sistema nervoso central (SNC), sendo o ASC via
transportadores dependentes de sddio tipo 2 (SVTC2) no plexo cordide e 0 DHA através
transportadores de glicose (GLUT) presentes na barreira hematoenceféalica (BHE).
Estudos farmacolégicos prévios indicam que o efeito tipo-antidepressivo do &cido
ascorbico envolve uma interacdo com receptores de receptores dopaminérgicos D2,
receptores serotonérgicos (5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT3), assim como receptores o1-, az- € B-
adrenérgicos (BINFARE et al., 2009). Foi demonstrado também que o &cido ascorbico é
capaz de modular a neurotransmissdo glutamatérgica, de duas formas: a)inibindo
receptores NMDA através de um fendmeno redox; b) Participando do processo de
captacdo de glutamato (pelos receptores EAAT1 e EAAT2) por um sistema que capta
uma molécula de glutamato e libera uma molécula de ASC (MORETTI et al., 2014).
Além disso, o efeito tipo-antidepressivo desta vitamina pode ser dependente da ativacéo
de receptores GABAA e uma possivel inibicdo de receptores GABAg (ROSA ET AL.,
2016), além de envolver uma modulagdo do sitema nitrérgico. O ASC possivelmente
pode promover tanto uma inibi¢do da via L-arginina-NO-GMPc, como pode contribuir
para formacéo de NO por uma via ndo enzimatica, através da reducdo do nitrito. O efeito
tipo antidepressivo do ASC envolve também o blogueio dos canais de K+ dependentes de
voltagem, bem como uma diminui¢do do estresse oxidativo (MORETTI et al, 2011;
MORETTI et al., 2012).
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8 PERSPECTIVAS

e Investigar detalhadamente o envolvimento do acido ascérbico com a
via ndo enzimatica alternativa de producdo de NO no cérebro e o papel
da mesma na modulagéo do humor.

e Investigar o conteldo de NOx em outras estruturas cerebrais
relacionadas aos transtornos de humor.

e Avaliar por quais mecanismos ocorre um sinergismo entre o
tratamento de L-arginina com cetamina ou acido ascérbico.

e Dosar o conteido de GABA em diferentes regides encefalicas
relacionadas a depressdo em animais tratados com &cido ascérbico e
cetamina.

e Investigar se o tratamento com cetamina é capaz de aumentar o
conteudo encefalico de &cido ascorbico.

e Investigar se o tratamento com acido ascorbico e cetamina inibem a
atividade da enzima NOS.
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