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RESUMO

A guanosina é um nucleosideo enddgeno que modula a captacdo de
glutamato pelos astrocitos, controlando os niveis desse neurotransmissor
na fenda sinaptica. Além disso, exerce uma série de efeitos tréficos
sobre 0s neurdnios e estimula a proliferacdo dos astrocitos. O
envolvimento do sistema glutamatérgico na patofisiologia da depresséo
tem sido alvo de diversos estudos nos Ultimos anos. Os dados
encontrados na investigagdo desse sistema sugerem que o efeito tardio
dos antidepressivos convencionais esta relacionado com a ocorréncia de
uma série de alteracdes neuroquimicas e estruturais durante o periodo
em que os farmacos ainda ndo apresentam efeito terapéutico. Entre essas
alteracdes esta a reducdo na atividade dos receptores NMDA e uma
consequente ativacdo de vias de sinalizacdo intracelular relacionadas a
inibicdo desses receptores. A administracdo de certos antagonistas
desses receptores exerce uma acdo antidepressiva rapida e duradoura
com dose Unica, confirmando o potencial desse sistema para uma nova
abordagem no tratamento da depressdo. Entretanto, apesar do papel da
guanosina na modulacdo do sistema glutamatérgico e do envolvimento
desse sistema na patofisiologia da depressdo, ainda ndo existem estudos
investigando o potencial antidepressivo desse nucleosideo. Sendo assim,
0 presente trabalho investigou o potencial antidepressivo da guanosina
em camundongos, utilizando os dois modelos preditivos mais utilizados
para avaliacdo de atividade antidepressiva, o teste do nado forcado
(TNF) e o teste de suspensdo pela cauda (TSC). Os animais foram
submetidos também ao teste do campo aberto (TCA) para descartar a
possibilidade de o efeito encontrado estar relacionado a alteracGes na
atividade locomotora. A administragdo aguda de guanosina produziu um
efeito antidepressivo no TNF (0,5-5 mg/kg, p.o.) e no TSC (0,05-0,5
mg/kg, p.o.) sem alterar a atividade locomotora no TCA. Para avaliar o
mecanismo de ago envolvido no efeito encontrado, foram investigadas
a participacdo dos receptores NMDA, da via L-arginina-NO-GMPc e de
vias de sinalizacdo intracelular relacionadas a atividade dos receptores
NMDA. O efeito antidepressivo da guanosina no TSC foi prevenido
pelo tratamento dos animais com NMDA (0,1 pmol/sitio, i.c.v.), D-
serina (30 pg/sitio, i.c.v.), L-arginina (750 mg/kg, i.p.), sildenafil (5
mg/kg, i.p.), LY294002 (10 ug/sitio, i.c.v.), wortmanina (0,1 pg/sitio,
i.c.v.) e rapamicina (0,2 nmol/sitio, i.c.v.). Além disso, a administracdo
de dose sub-ativa de guanosina (0,01 mg/kg, p.o.) produziu um efeito



antidepressivo no TSC quando combinada com doses sub-ativas de
cetamina (0,1 mg/kg, i.p.), MK-801 (0.001 mg/kg, p.0.), 7-nitroindazol
(50 mg/kg, i.p.) ou ODQ (30 pmol/sitio i.c.v.). Nenhum dos tratamentos
afetou significativamente a atividade locomotora dos animais. Os
resultados sugerem que a administracdo aguda de guanosina produz um
efeito antidepressivo em camundongos submetidos a0 TNF e ao TSC
que parece ser mediado por uma inibigdo dos receptores NMDA e da
sintese de NO e GMPc. Também foi constatado o envolvimento das vias
de sinalizacdo da PI3K e da mTOR nesse efeito.

Palavras-chave: guanosina, antidepressivo, NMDA, NO, GMPc, PI3K,
mTOR.



ABSTRACT

Guanosine is an endogenous nucleoside that modulates glutamate uptake
by astrocytes, controlling the levels of this neurotransmitter in the
synaptic cleft. In addition, it also exerts trophic effects on neurons and
stimulates the proliferation of astrocytes. The involvement of the
glutamatergic system in the pathophysiology of depression has been
extensively investigated in recent years. It has been reported that the late
effect of conventional antidepressants is associated with the occurrence
of neurochemical and structural changes during the period in which the
drugs have not yet produced therapeutic effects. Among these changes a
reduction in NMDA receptor activity with the consequent activation of
intracellular signaling pathways related to the inhibition of these
receptors are reported. The administration of single doses of certain
NMDA receptor antagonists exerts a rapid and lasting antidepressant
action, suggesting the potential of this approach for the treatment of
depression. However, despite the role of guanosine in the modulation of
glutamatergic system and the involvement of this system in the
pathophysiology of depression, there are no studies investigating the
antidepressant activity of this nucleoside. Therefore, this study
investigated the antidepressant potential of guanosine in mice using two
of the most widely used predictive animal models to evaluate
antidepressant activity, the forced swimming test and the tail suspension
test (TST). Animals were also submitted to the open-field test to rule out
the possibility that the effect found in the TST is related to alterations in
locomotor activity. Acute administration of guanosine produced an
antidepressant-like effect in the FST (0.5-5 mg/kg, p.o.) and in the TST
(0.05-0.5 mg/kg, p.o.), without changing locomotor activity in the open-
field test. To evaluate the mechanism of action involved in the effect
found, we investigated the involvement of NMDA receptors, the L-
arginine-NO-cGMP pathway and intracellular signaling pathways
related to the activity of NMDA receptors. The antidepressant-like effect
of guanosine in the TST was prevented by the treatment of animals with
NMDA (0.1 pmol/site, i.c.v.), D-serine (30 pg/sitio, i.c.v.), L-arginine
(750 mg/kg, i.p.), sildenafil (5 mg/kg, i.p.), LY294002 (10 pg/site,
i.c.v.), wortmannin (0.1 pg/site, i.c.v.) and rapamycin (0.2 nmol/site,
i.c.v.). Moreover, the administration of sub-active dose of guanosine
(0.01 mg/kg, p.o.) elicited an antidepressant-like effect in the TST when
combined with sub-active doses of ketamine (0.1 mg/kg, i.p.), MK-801



(0.001 mg/kg, p.o.), 7-nitroindazol (50 mg/kg, i.p.) or ODQ (30
pmol/site, i.c.v.). None of the treatments significantly affected the
locomotor activity of animals. The results suggest that acute
administration of guanosine produces an antidepressant-like effect in
mice submitted to the FST and the TST that seems to be mediated by an
interaction with NMDA receptors and the inhibition of NO and cGMP
synthesis. Our study also found an involvement of PI3K and mTOR
signaling pathways in this effect.

Keywords: guanosine, antidepressant, NMDA, NO, cGMP, PI3K, mTOR.
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Introdugédo

1. INTRODUCAO

1.1. SISTEMA PURINERGICO
1.1.1. As purinas

O sistema purinérgico inclui as purinas derivadas da adenina
(os nucleotideos ATP, ADP, AMP e o nucleosideo adenosina), as
purinas derivadas da guanina (os nucleotideos GTP, GDP, GMP e o
nucleosideo guanosina), além dos metabdlitos xantina, hipoxantina,
acido drico e o nucleosideo inosina, bem como receptores,
transportadores e enzimas. A adenosina e a guanosina sdo formadas a
partir da hidrdélise de nucleotideos mediante a atividade da enzima ecto-
5’-nucleotidase (Schmidt et al., 2007).

ALP GTP
E-NTPDascs
E-NTPDases
ADP GDP
iE»NTPI)nsm l E-NTPDases
PD
CAMP =——Pp AMP GMP
cclo-S'-nucIcohdasclTadcnosmc kinase l colg:5}-aiclenticas
Adenosine =P Inosine Guanosine
ADA
SAHH T l PNP
PNP
S-adenosylhomocysteine Guanine
SHMT T /iuanase
Hypoxanthine
S-adenosylmethionine
L xanthine oxidase
Xanthine
¢ xanthine oxidase
Uric acid

Figura 1. Modelo esquematico das fontes de derivados da adenina e da
guanina. E-NTPDases, ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase; ADA,
adenosina deaminase; SHMT, serina hidroximetiltransferase; SAHH, S-
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adenosil-homocisteina hydrolase; PD, ectofosfodiesterase; PNP, purina
nucleosideo fosforilase (Adaptado de Schmidt et al., 2007).

A nivel intracelular, o sistema purinérgico exerce influéncia no
metabolismo energético, sintese de acidos nucléicos e colesterol assim
como na ativacdo de uma variedade de receptores de membrana
(Abbracchio e Burnstock, 1998; Schmidt et al., 2007). Uma vez no meio
extracelular, as purinas sdo reconhecidas como moléculas sinalizadoras
de efeitos troficos, influenciando o crescimento, diferenciacdo e morte
celular (Rathbone et al., 1992, 1998). Além disso, as purinas
desempenham também um papel importante durante o desenvolvimento
do sistema nervoso central (SNC) (Zimmermann, 2011) e na
fisiopatologia de numerosas enfermidades cronicas e agudas do mesmo
(Cicarrelli et al., 2001).

A principal fonte de purinas no SNC sdo os astrdcitos sendo
que, em condigdes patoldgicas estas células aumentam expressivamente
a liberacéo tanto de derivados da adenina (DA) quanto de derivados da
guanina (DG) (Ciccarelli et al., 1999).

1.1.2. Receptores purinérgicos

Os principais agonistas endogenos do sistema purinérgico sao a
adenosina e o ATP. Os receptores purinérgicos sdo divididos em dois
grupos, sendo eles os do tipo P1 (subtipos A;, Asa, Asg € As) tendo a
adenosina como principal ligante, e do tipo P2 (subtipos P2Xs e P2Ys5s),
que tem o ATP como principal ligante (Stone, 1991). Os P2Xs séo
formados por receptores ionotrdpicos e abrangem 8 sub-tipos enquanto
0s P2Ys sdo receptores acoplados a proteina G e possuem 7 sub-tipos
reconhecidos. Esses receptores sdo amplamente distribuidos no SNC
assim como em outros 6rgdos. (Burnstock et al., 2011)

Os DG por sua vez, ligam-se a receptores de purinas da adenina
com baixa afinidade (Muller e Scior, 1993). Entretanto, evidéncias
experimentais demonstram que o GTP liga-se a sitios especificos em
células de feocromocitoma (PC12) (Gysbers et al.,, 2000) e em
membranas cerebelares de pintos (Tasca et al., 1999), sugerindo que as
purinas derivadas da guanina possuem alvos celulares distintos das
purinas derivadas da adenina.

Reforcando essa idéia, estudos identificaram e caracterizaram
farmacologicamente sitios especificos de unido para a guanosina em
preparagdes de membrana de cérebro de ratos (Traversa et al., 2002),
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em cultura de astrdcitos (Chen et al., 1993) e em células PC12 (Bau et
al., 2005). Recentemente dados experimentais demonstraram evidéncias
para a existéncia de receptores metabotrépicos especificos ativados pela
guanosina que diferem dos jA bem caracterizados receptores
adenosinérgicos (Volpini et al., 2011). Entretanto, nenhum alvo foi
clonado e teve sua sequéncia caracterizada ainda.

|ASTRO(‘ITO |

| NEURONIO |

Figura 2. Receptores do sistema purinérgico. Representagdo esquematica dos
receptores do sistema purinérgico em astrécitos e neurdnios. Os derivados da
adenina (DA) ligam-se aos receptores do tipo P1 (subtipos A;, Asa, Ass € Ag) €
do tipo P2 (subtipos P2Y's e P2Xs), tendo a adenosina e 0 ATP como principais
ligantes respectivamente. Os receptores dos derivados da guanina (DG),
marcados com ‘?’, ainda estdo sendo caracterizados. Uma vez liberadas pelos
astrocitos, as purinas interagem com seus respectivos receptores nos astrocitos
ou neurdnios, exercendo seus efeitos tréficos (Adaptado de Cicarelli et al.,
2001).

1.1.3. Derivados da Guanina

O papel extracelular dos nucleosideos e nucleotideos purinicos
ja foi alvo de diversos estudos que comprovaram seus efeitos sobre a
celula, influenciando o crescimento, divisdo e proliferacdo celular
(Neary et al., 1996, Schmidt et al., 2007). Apesar de a adenosina e 0
ATP serem considerados os principais efetores do sistema purinérgico
(Ralevic e Burnstock, 1998), diversos estudos tém se focado na
investigagdo do papel dos DG. Estes podem atuar como
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neurotransmissores ou neuromoduladores tanto no SNC, quanto
perifericamente (Neary et al., 1996, Rathbone et al., 1999).

Ao nivel intracelular, os DG tem um papel regulatério na
funcéo celular modulando a atividade da proteina G (Gudermann et al.,
1997), a qual participa da transducéo de sinal no SNC, associada a uma
grande diversidade de receptores, incluindo os glutamatérgicos (Ozawa,
et al., 1998). Os DG também estdo envolvidos na sintese de proteinas,
na sinalizagdo transmembrana, translocacdo de proteinas no reticulo
endoplasmatico, controle do movimento vesicular nas células,
diferenciacdo e proliferacdo celular (Bourne et al., 1990).

Extracelularmente, os DG exercem diversos efeitos sobre a
atividade do sistema glutamatérgico como a inibicdo do binding de
glutamato (Paas et al., 1996) e da toxicidade induzida pela hiperativacéo
dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (Schmidt et al., 2005).
Além disso, os DG apresentam efeitos tréficos e mitéticos sobre as
células neurais e gliais e influenciam aspectos comportamentais como a
memoéria e o aprendizado (Schmidt et al., 2007).

As concentracdes extracelulares de DG sdo dependentes de um
balanco entre sua liberacdo, captacdo e metabolismo. A liberacdo de DG
pode ocorrer tanto através dos neurénios como de células da glia sendo
gue, em situacBes de insulto, esta liberacdo é trés vezes maior do que a
dos DA. (Ciccarelli et al., 1999). Evidéncias indiretas indicam que o
nucleosideo guanosina, assim como a adenosina, pode ser liberada dos
neurdnios apdés a ocorréncia da despolarizacdo (Fredholm e Vernet,
1979). Além disso, foi observado que o GTP pode ser estocado em
vesiculas sinapticas (Santos et al., 2006).

1.1.4. A Guanosina

A guanosina é um nucleosideo end6geno extensivamente
presente no SNC, sendo derivada do metabolismo dos nucleotideos da
guanina (Schmidt et al., 2007). A principal fonte de guanosina € sua
liberacdo pelos astrocitos e ocorre em condicdes fisiologicas, entretanto,
em situacdes isquémicas ocorre um aumento na concentracdo do
nucleosideo de aproximadamente quatro vezes (Ciccarelli et al., 2001).
Esse aumento permanece por um periodo de tempo elevado sendo que,
in vivo, observou-se um aumento de 140% durante mais de uma semana
ap6s o insulto (Uemura et al.,, 1991). Esses dados sugerem que
possivelmente a guanosina seja um componente neuroprotetor endégeno
liberado em situacgdes excitotoxicas.
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De fato um dos efeitos mais bem estabelecidos da guanosina é
sua capacidade de modular o sistema glutamatérgico (Frizzo et al.,
2005). O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC
de mamiferos (McEntee e Crook, 1993). Apds a sua liberacdo na fenda
sinaptica, sdo necessarios mecanismos de remocdo rapida e eficiente
deste neurotransmissor (Danbolt, 2001). Esse controle ocorre através de
transportadores localizados na membrana de astrdcitos e neurénios e é
essencial para impedir que niveis excessivos de glutamato causem morte
neuronal por excitotoxicidade (Meldrun, 2000). Esse tipo de toxicidade
esta envolvido na patogénese de diversas doencas agudas ou cronicas do
SNC (Segovia et al., 2001), reforcando a importancia do balango entre
os niveis fisioldgico e patologico de glutamato.

A guanosina modula o sistema glutamatérgico estimulando a
captagdo de glutamato pelos astrécitos (Frizzo et al., 2002, 2003, 2005)
sendo que, diversas evidéncias demonstram atividade neuroprotetora do
nucleosideo contra a estimulacdo excessiva do sistema glutamatérgico
(Schmidt et al., 2005; Lara et al., 2001; Vinadé et al., 2003, 2004;
Soares et al., 2004; Molz et al., 2011).

Além disso, foram observados uma série de outros efeitos da
guanosina como a estimulacdo da proliferacdo dos astrécitos e da
liberacdo de adenosina pelos mesmos (Rathbone et al., 1999; Ciccarelli
et al., 2000), assim como a sintese e liberacdo de fatores tréficos por
essas células incluindo o fator de crescimento do nervo (NGF) e o fator
de crescimento de fibroblastos basico (FGF-2) (Rathbone et al., 1999;
Caciagli et al., 2000; Di lorio et al., 2001). A guanosina age em
sinergismo com o NGF, aumentando significativamente a neuritogénese
em células PC12, o que sugere um mecanismo diferenciado porém
complementar a essa neurotrofina (Gysbers & Rathbone, 1996). Foram
constatados também efeitos deste nucleosideo sobre a diferenciacao
celular, estimulando a formacdo de progenitores em neurbnios
dopaminérgicos em um modelo da doenga de Parkinson (Su et al.,
2009).

Essas caracteristicas da guanosina incentivaram uma série de
estudos investigando seu potencial regenerativo. Os resultados
demonstraram que a guanosina estimula a cicatrizacdo de ferimentos
através de um mecanismo dependente de NGF (Jiang et al., 2006),
assim como possui efeito remielinizante (Jiang et al., 2003). Estes
dados, associados com os efeitos antiapoptéticos e anti-inflamatdrios
deste nucleosideo o tornam um alvo terapéutico em potencial para a
recuperacdo de lesdes na medula espinhal (Jiang et al., 2007, 2008).
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Os efeitos neuroprotetores da guanosina tém sido demonstrados
em estudos in vivo e in vitro contra uma série de insultos. O nucleosideo
se mostrou efetivo em proteger células contra a toxicidade induzida por
oligbmeros do peptideo B-amildide (Tarozzi et al., 2010), estaurosporina
(Di lorio et al., 2004), citocinas pré-inflamatorias (D’Alimonte et al.,
2007) e MPP+ (Pettifer et al., 2007). Além disso, constatou-se que 0S
mecanismos de sinalizacéo intracelular pelos quais a guanosina exerce
efeito neuroprotetor envolvem a modulagdo das vias da fosfatidilinositol
3’-cinase/Akt (PI3K/AKt) e/ou das vias de proteinas cinase ativadas por
mitégenos (MAPKSs) como as ERK1/2 e a p38 (Di lorio et al., 2004;
D’Alimonte et al., 2007; Tarozzi et al., 2010; Dal-Cim et al., 2011).

A guanosina, quando administrada por via oral, tem sua
concentracdo aumentada expressivamente no SNC, comprovando que
esse nucleosideo atravessa a barreira hemato-encefalica (Vinadé et al.,
2005). O transporte de nucleosideos ap6s administracdo periférica pode
ocorrer nas células intestinais (Ngo et al., 2001) assim como na barreira
hemato-encefélica, onde ocorre através de carreadores em microvasos
sanguineos cerebrais (Price, 1999). A administragdo por via
intraperitoneal demonstrou que a guanosina atinge rapidamente todos os
tecidos, com sua concentracdo atingindo um pico ap6s 15 min, exceto
no tecido adiposo e SNC onde continua a aumentar durante 30 min
(Jiang et al., 2008).

Em modelos comportamentais, a guanosina demonstra
atividade anticonvulsivante e ansiolitica sem alterar o peso corporal ou
0 consumo de agua e comida dos animais. Entretanto, assim como
ocorre com a adenosina, a guanosina também apresenta efeito amnésico
no modelo da esquiva inibitéria em ratos e camundongos (Vinadé et al.,
2003).

Estes efeitos encontrados em modelos comportamentais estéo
relacionados, possivelmente, a capacidade da guanosina de modular o
sistema glutamatérgico, estimulando a captagdo do neurotransmissor
pelos astrocitos (Frizzo et al., 2005; Vinadé et al., 2005). Curiosamente,
o efeito amnésico encontrado nos estudos com guanosina €
caracteristico também de substancias que agem como antagonistas do
sistema glutamatérgico como a cetamina (Izquierdo et al., 1997; Morgan
e Curran, 2012).

Apesar da guanosina ter uma acdo sobre o sistema
adenosinérgico, foi comprovado que os efeitos da guanosina sobre o
aprendizado e meméria (Roesler et al., 2000; Vinadé et al., 2004),
anticonvulsivantes (Lara et al., 2001), neuritogénicos (Gysbers and
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Rathbone, 1996), assim como a estimulacdo da captagdo do glutamato
(Frizzo et al., 2001), ndo séo dependentes dessa interacdo. Entretanto, o
efeito antinociceptivo da guanosina é anulado pela administracdo de
antagonistas adenosinérgicos (Schmidt et al., 2010).

Os nucleotideos DG possuem atividades similares as
observadas nos estudos com a guanosina, entrentanto, é possivel que
muitos dos efeitos desses nucleotideos estejam relacionados com sua
conversdo ao nucleosideo. Os efeitos anticonvulsivantes do GTP e do
GDP parecem ser mediados por sua conversao em guanosina, uma vez
que analogos pouco hidrolisdveis desses nucleotideos ndo foram
efetivos em prevenir as convulsfes induzidas por acido quinolinico
(Schmidt et al., 2005). Da mesma forma, foi observado que o efeito
amnésico do GMP também é dependente da conversdo do nucleotideo
em guanosina (Saute et al., 2006). Essa especificidade da guanosina
ocorre também na modulagdo do sistema glutamatérgico, uma vez que o
GDP e 0 GMP ndo demostraram um efeito semelhante a guanosina
sobre a captacdo do glutamato (Frizzo et al., 2003). Entretanto, apesar
de o tratamento agudo com GMP produzir efeito antidepressivo em um
modelo preditivo de atividade antidepressiva (Eckeli et al., 2000), ainda
ndo existem dados disponiveis verificando se este efeito é dependente
de sua conversdo em guanosina.

1.2. A DEPRESSAO

Os transtornos de humor estdo entre os maiores problemas de
salde publica do mundo (Nestler e Carlezon, 2006). Sdo doencas
comuns, severas, cronicas e muitas vezes ameacadoras de vida. Estas
incluem os transtornos unipolares (transtornos depressivos) e 0s
transtornos bipolares (transtorno maniaco-depressivo) (American
Psychiatric Association, 1994). Além disso, apresentam co-morbidades
como doengas cardiovasculares, neuroldgicas e cancer (Nestler et al.,
2002) sendo que cerca de 15% dos individuos com depressdo maior
cometem suicidio (Musselman et al., 1998).

A depressdo € uma doenca cronica, heterogénea e recorrente
gue possui um impacto negativo na salde e produtividade da populagéo
(Baune et al., 2007). Segundo a Organizacdo Mundial de Salde, esta
doenca afeta aproximadamente 121 milhdes de pessoas e possivelmente
seja a segunda maior causa de incapacitacdo entre adultos até o ano de
2020 (Murray e Lopez, 1997; Skolnick et al., 2009). No Brasil as
estimativas sugerem que existam aproximadamente 54 milhfes de
pessoas que em algum momento de suas vidas desenvolverdo algum
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tipo de depressdo, sendo que 7,5 milhdes terdo episddios agudos e
graves, muitas com risco de suicidio (Nardi, 2000).

Entre as causas da depressdo o fator hereditario tem uma
influéncia significativa uma vez que, aproximadamente 40-50% do risco
de desenvolver o transtorno tem influéncia genética. O restante dessa
porcentagem se divide entre causas ambientais, incluindo traumas de
infancia, estresse emocional, doenca fisica e até mesmo infec¢do viral
(Berton e Nestler, 2006).

O diagnostico é baseado na manifestacdo clinica de um
conjunto de sintomas enumerados na Tabela 1, que sdo altamente
variaveis e muitas vezes contrastantes. Para o individuo preencher os
critérios para o diagndstico de depressdo maior, deve apresentar pelo
menos um entre os dois primeiros sintomas e mais 0 nimero necessario
para perfazer um total de cinco entre os sintomas trés a nove, com
duracdo minima de duas semanas (American Psychiatric Association,
1994).

Tabela 1. Sintomas da Depressao

(1) Humor deprimido

(2) Anedonia

(3) Perda significativa de peso (quando o paciente ndo estiver em dieta)
ou ganho de peso, ou aumento ou perda de apetite;

(4) Insdnia ou hipersonia;

(5) Agitacdo ou retardo psicomotor;

(6) Fadiga ou falta de energia;

(7) Sentimentos de culpa ou desvalia excessivos ou impréprios;

(8) Diminuicédo na capacidade de concentracdo e pensamento;

(9) Pensamentos recorrentes de morte, ideagdo suicida sem um plano
especifico, tentativa de suicidio ou plano especifico para cometer
suicidio.

Fonte: Manual de Diagnostico e Estatistico dos Distdrbios Mentais (American
Psychiatric Association, 1994).

A natureza heterogénea da depressao sugere o envolvimento de
multiplas regibes cerebrais na patofisiologia desta doenca. Evidéncias
crescentes tém demonstrado que essas regides podem estar agindo como
mediadores dessa diversidade de sintomas. Através de estudos com
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neuroimagem observou-se 0 envolvimento principalmente do
hipocampo e do cortex preé-frontal, possivelmente associados as
disfuncdes cognitivas presentes no transtorno. Da mesma forma, 0s
aspectos motivacionais da depressdo, como a anedonia, tem sido
relacionados a anormalidades no nucleo accumbens, assim como as
alteragdes no sono e apetite ao hipotdlamo (Drevets, 2001; Mayberg,
2003).

A depressdo estd relacionada com a disfuncdo de vérios
sistemas de neurotransmissdo (Wong e Licinio, 2001). A maioria dos
farmacos disponiveis para o tratamento age na modulagdo dos sistemas
monoaminérgicos, uma vez que a hipofuncdo desses sistemas tem sido
associada ao transtorno ha muitas décadas. A terapia farmacoldgica
antidepressiva baseada no aumento das monoaminas € utilizada ha mais
de 50 anos (Hashimoto, 2011), sendo que incluia primeiramente o0s
antidepressivos inibidores da monoamina oxidase (iMAQO) (enzima que
degrada as monoaminas na fenda sinaptica) e 0s antidepressivos
triciclicos. Posteriormente surgiram antidepressivos inibidores seletivos
da recaptacdo de serotonina (ISRS), de noradrenalina (ISRN) ou de
recaptacdo dual (serotonina/noradrenalina), além de antidepressivos
atipicos (Morilak e Frazer, 2004).

Os antidepressivos constituem o maior segmento do mercado
de farmacos que agem no SNC (aproximadamente 24%) (Schmidt et al.,
2008). Entretanto, a ocorréncia de um efeito tardio que pode durar
semanas ou até mesmo meses no tratamento com esses fArmacos sugere
gue 0 aumento nos niveis de monoaminas ndo é o fator responsavel per
se pelo resultado observado na clinica, uma vez que o efeito
farmacoldgico no metabolismo das monoaminas é essencialmente
imediato. (Nestler et al., 2002). Esse efeito tardio pode trazer
complicagdes quando se trata de pacientes com ideacdo suicida assim
como afetar a adesdo destes ao tratamento (Skolnick et al., 2009).

Além do bem estabelecido papel do sistema monoaminérgico
na fisiopatologia da depresséo (Delgado et al., 1993; Cummings, 1993),
atualmente tem se investigado o envolvimento de diversos outros
sistemas de neurotransmissores na patogénese desta doenca, tais como o
sistema glutamatérgico (Skolnick, 2009), opiodide (Vilpoux et al., 2002;
Berrocoso et al., 2004) e GABAérgico (Brambilla et al., 2003), além da
via L-arginina-6xido nitrico (Da Silva et al., 2000; Harkin et al., 1999;
2003). Da mesma forma, tem se buscado elucidar com precisdo 0s
mecanismos intracelulares e bioquimicos responsaveis pelos efeitos
terapéuticos dos antidepressivos.



32
Introducdo

1.2.1. Hipotese neurotrofica da depressao

Dentre os fatores ambientais que podem desencadear a
depressdo 0 estresse parece ser um dos principais uma vez que,
aproximandamente 60% dos episddios do transtorno sdo precedidos por
um evento estressante (Post, 1992).

Muitos trabalhos tém enfatizado a importancia do hipocampo,
especialmente a neurogénese na regido do giro denteado dessa estrutura,
na mediacao da resposta aos antidepressivos. O hipocampo € vulneravel
aos glicocorticoides liberados em situacdes estressantes sofrendo atrofia
durante periodos cronicos de exposicdo a estes (Samuels e Hen, 2011).
Além disso, sabe-se que os glicocorticides inibem a proliferagdo e
diferenciacdo de progenitores neurais e a sobrevivéncia de novos
neurodnios (Wong e Herbert, 2004).

A liberacdo de glicocorticdides é controlada pelo eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), um componente essencial da
capacidade do individuo de resposta ao estresse cuja estimulacdo
excessiva estd relacionada a depressdao (Berton e Nestler, 2006).
Diversos estudos com humanos tém demonstrado que pacientes
deprimidos apresentam um volume hipocampal reduzido (Videbech and
Ravnkilde 2004). Em modelos animais a hipercortisolemia aumenta a
excitotoxicidade de neurbnios hipocampais, levando a atrofia e perda
dendritica, assim como a inibicdo da neurogénese nesta estrutura, sendo
estas alteracfes prevenidas pelo tratamento com antidepressivos
(Duman, 2004; Dranovsky e Hen, 2006). Esses resultados sugerem a
possibilidade de que o tratamento crénico com antidepressivos tenha
uma acao neuroprotetora no hipocampo (Schmidt et al., 2008).

Um grande numero de evidéncias reforca essa hipdtese
demonstrando que o tratamento da depressdo leva a um aumento na
sinalizacdo intracelular via AMPc e ativacdo de cascatas de sinalizacdo
intracelular que culminam na fosforilagdo do elemento de ligacdo de
resposta ao AMPc (CREB). O fator de transcricdo CREB por sua vez,
ativa a producdo de uma série de neurotrofinas, merecendo destaque 0
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) (Nestler et al., 2002). O
aumento nos niveis de BDNF aumenta a sobrevivéncia neuronal e
reverte a atrofia observada no cértex e hipocampo de pacientes com o
transtorno (Castrén, 2004).

Estudos experimentais tém demonstrado resultados consistentes
com a hip6tese de que a menor expressdo de BDNF esteja associada a
depressdo e que seu aumento desempenha um papel na acdo de
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antidepressivos (Duman e Monteggia, 2006). Em estudos post-mortem
observou-se que individuos diagnosticados com o transtorno possuiam
niveis reduzidos de BDNF no cértex pré-frontal e no hipocampo,
guando comparados com o grupo controle. Reforcando essa hipétese,
em estudos post-mortem que analisaram pacientes que receberam
terapia farmacoldgica com antidepressivos observou-se que a expressao
de BDNF estava aumentada ou inalterada com relagdo ao controle
(Chen et al., 2001; Karege et al., 2005).

Entretanto, 0 BDNF néo € o Unico fator neurotréfico envolvido
na depressdo maior. Estudos tem demonstrado evidéncias do
envolvimento de outras neurotrofinas como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) (Fournier e Duman, 2011), o NGF (Shi et
al., 2010), o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1)
(Park et al., 2011) e o FGF-2 (Jarosik et al., 2011). Dados pré-clinicos
demonstram que o aumento de fatores neurotréficos observado na
administracdo cronica de antidepressivos envolve também a ativacdo
das vias de sinalizacdo intracelular das MAPKs e/ou da PI3K (Kodama
et al., 2005; Mercier et al., 2004). A ativacdo dessas vias converge para
um aumento na expressdo do fator de transcrigdo CREB, que por sua
vez vai mediar a transcricdo génica de neurotrofinas. As cascatas de
sinalizacdo intracelular ativadas por essas vias sdo um alvo em potencial
para o desenvolvimento de novas drogas antidepressivas (Pittenger e
Duman, 2008).

1.2.2. Sistema Glutamatérgico e Depresséo

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC
e, apés liberado na fenda sinaptica, pode se ligar a uma série de
receptores ionotrépicos ou metabotrépicos. Os receptores ionotrépicos
compreendem os do tipo NMDA, acido a-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropidnico (AMPA) e os receptores para kainato (Meldrum,
2000). Os receptores metabotrépicos (NGLUR), por sua vez, abrangem
oito subtipos de receptores conforme sua homologia estrutural e funcéo
farmacolégica (Coutinho e Knopfel, 2002). Além disso, cinco
transportadores de glutamato foram identificados no SNC de mamiferos,
sendo dois deles predominantes nas células da glia e trés em neurdnios
(Seal e Amara, 1999).

O glutamato estd presente na maioria das sinapses centrais,
atuando em diferentes funcdes tais como memoria, aprendizado,
cognicdo e formacdo de redes neurais no desenvolvimento e
envelhecimento (Ozawa et al., 1998). Entretanto, a hiperativacdo do
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sistema glutamatérgico leva a uma excitotoxicidade devido ao aumento
nos niveis de calcio intracelular desencadeando uma série de eventos
que culminam na morte celular (Lipton e Rosenberg, 1994). Como
mencionado anteriormente, na sinapse, ap6s a ativacdo dos receptores e
ocorréncia do influxo idnico e/ou modulacdo da producdo de segundos
mensageiros na célula pos-sinaptica, o glutamato precisa ser removido
da fenda sinaptica por sistemas de transporte, sendo 0s astrocitarios os
principais responsaveis (Amara e Fontana, 2002).

A excitotoxicidade glutamatérgica no hipocampo esta
implicada nos transtornos de humor (Zarate et al., 2002) sendo que,
niveis elevados de estresse e glicocorticéides (presentes em pacientes
depressivos) estdo relacionados a um aumento nos niveis de glutamato
extracelular (Lowy et al., 1995). Nos ultimos anos, ocorreu um acumulo
de evidéncias que relacionam uma disfun¢do no sistema glutamatérgico
com os transtornos psiquiatricos (Bonanno et al., 2005). Entre os
diversos dados que relacionam anormalidades glutamatérgicas em
pacientes diagnosticados com depressdo estdo estudos que demonstram
a atrofia de regides do SNC diretamente envolvidas com o transtorno e
niveis elevados de glutamato nas mesmas (Sanacora et al., 2004), assim
como uma diminuicdo na densidade neuronal e glial (Drevets et al.,
1992; Sheline et al., 1996). Além disso, foram encontrados niveis
séricos de glutamato elevados em pacientes depressivos (Mauri et al.,
1998) e uma associacdo entre esses niveis e a severidade dos sintomas
(Mitani et al., 2006). Cabe ressaltar que esse aumento é revertido com o
tratamento antidepressivo, sugerindo um possivel papel do sistema
glutamatérgico na agdo dos antidepressivos convencionais (Maes et al.,
1998).

Sendo assim, o papel das células das glia na captagdo do
glutamato torna-se relevante nos processos patofisiolégicos envolvidos
nos transtornos de humor (Kugaya and Sanacora 2005). Essa
importdncia pode ser observada em estudos post-mortem com
individuos depressivos, onde se observa um volume glial reduzido
(Cotter et al., 2001; Rajkowska and Miguel-Hidalgo 2007). Além disso,
animais submetidos a protocolos de estresse apresentam um decréscimo
significativo na proliferacdo das células da glia (Banasr e Duman 2008;
Banasr et al., 2010).

Sabe-se que 0s antagonistas dos receptores glutamatérgicos
NMDA podem modular o sistema monoaminérgico (Loscher et al.,
1991; Wedzoni et al., 1997) assim como os antidepressivos classicos
gue agem sobre as monoaminas afetam a funcionalidade desses
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receptores (Paul et al., 1994; Kiefer et al., 1999). Existe uma hipétese de
que o efeito funcional da terapia antidepressiva convencional seria sua
acdo indireta inibindo a expressdo e funcdo dos receptores NMDA.
Ressalta-se ainda, que 0s antagonistas destes receptores também
demonstram efeito tipo-antidepressivo em modelos animais e eficacia
no tratamento clinico do transtorno (Skolnick, 1999; Zarate et al., 2006).
Dessa forma, possivelmente alteragdes neuronais devem preceder 0s
efeitos terapéuticos dos antidepressivos que agem sobre as monoaminas
e essas adaptacdes ocorrem durante o periodo em que o farmaco ainda
ndo demonstrou efeito. Sendo assim, os antagonistas de receptores
NMDA poderiam resultar em uma eficacia mais répida e direta
(Skolnick, 2009).

Nos ultimos 20 anos, uma grande quantidade de trabalhos tem
reportado resultados pré-clinicos favoraveis a essa idéia em modelos
animais preditivos para atividade antidepressiva. Esses dados incluem
diversas substdncias que atuam nos receptores NMDA como
antagonistas  ndo-competitivos (cetamina, memantina, MK-801),
antagonistas competitivos (AP-7, CGP 37849), antagonistas da
subunidade NR2B (eliprodil, Ro 25-6981), assim como ions que
bloqueiam sitios especificos do receptor (Mg*, Zn**) (Rosa et al., 2003;
Paul e Skolnick, 2003; Nowak et al., 2005; Almeida et al., 2006; Maeng
et al., 2008; Cardoso et al., 2008; Li et al., 2011).

Os estudos clinicos com antagonistas de receptores NMDA
para 0 tratamento da depressdo tem se focado principalmente na
cetamina sendo que esta demonstrou eficacia em reverter os sintomas
depressivos de pacientes em doses sub-anestésicas. Os dados
experimentais evidenciaram também que a administragdo de dose Unica
de cetamina ndo apenas € efetiva em reverter os sintomas de forma
aguda, como também em demonstrar eficacia em pacientes que nao
responderam a terapia convencional, assim como em manter esse efeito
antidepressivo por um periodo prolongado de uma semana (Berman et
al., 2000; Zarate et al., 2006; Liebrenz et al., 2007; Diazgranados et al.,
2010).

Em animais, os antagonistas de receptores NMDA, cetamina e
Ro 25-6981, produziram um efeito antidepressivo agudo em modelos
comportamentais que apresentam resposta apenas a tratamento cronico,
além de um aumento rapido na densidade e funcionamento das espinhas
sindpticas. Cabe ressaltar, que esses efeitos se mostraram dependentes
de uma consequente ativacdo dos receptores glutamatérgicos do tipo
AMPA (Li et al., 2010; Zarate et al., 2010). No SNC de mamiferos, os
receptores AMPA estdo envolvidos na mediagdo da neurotransmisséo
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excitatoria rapida e intimamente relacionados com a plasticidade
sindptica (Lee e Kirkwood, 2011). Dados pré-clinicos com diversos
moduladores desses receptores demonstram efeito antidepressivo em
modelos animais (Alt et al., 2006; Sanacora et al., 2008) e a forma como
a modulagdo desses receptores se relaciona com o efeito da cetamina
tem sido foco de estudos (Fleming e England, 2010; Hashimoto, 2010;
Zarate et al. 2010).

Além de ser mediado pela ativacdo dos receptores AMPA, o
efeito antidepressivo da cetamina € dependente também da ativacéo da
via de sinalizacdo intracelular da proteina alvo da rapamicina em
mamiferos (MTOR) (Li et al., 2010; Duman et al., 2012). A mTOR ¢
uma serina-treonina cinase que regula a iniciacdo da tradugéo protéica
sendo que nos processos dendriticos regula a sintese de novas proteinas
necessarias para a sinaptogénese. O funcionamento da mTOR ¢é
considerado um ponto de convergéncia da atividade de receptores
glutamatérgicos, dopaminérgicos, e do BDNF através de cascatas de
sinalizacdo intracelular, principalmente a via da PI3K/Akt (Hoeffer e
Klann, 2010; Li et al., 2010). Em pacientes depressivos, 0s niveis de
mTOR e proteinas sindpticas sintetizadas por sua ativacdo encontram-se
significativamente reduzidas em compara¢do ao grupo controle
(Jernigan et al., 2011). Entretanto, apesar de tanto a inativacdo de
receptores NMDA quanto o BDNF ativarem a via da PI3K/Akt/mTOR,
ainda é controverso se essa neurotrofina é essencial para o efeito de
antagonistas NMDA sobre a sintese de proteinas sinapticas e
consequente efeito antidepressivo (Autry et al., 2011, Lindholm et al.,
2011).
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Figura 3. Mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo de antagonistas de
receptores NMDA. Receptores glutamatérgicos (NMDA e mGIuR), tirosina
cinase (TrkB) e dopaminérgicos (D, e D,) ativam vias de sinalizacdo
intracelular essenciais para a atividade antidepressiva. A Akt ativada pela
fosfatidilinositol 3’-cinase (PI3K) fosforila a proteina alvo da rapamicina em
mamiferos (MTOR), reguladora de diversos efetores da sintese protéica tanto no
corpo celular como nos dendritos dos neurdnios. A sintese de protéinas

sinapticas estimulada por essa cascata de sinalizacdo aumenta a arborizacdo
dendritica e ocasiona um efeito antidepressivo de forma rapida e duradoura.

1.2.3. Depressao e Oxido Nitrico

A descoberta da fung¢éo do dxido nitrico (NO) como molécula
sinalizadora alterou radicalmente o conceito de comunicagdo neural
(Esplugues, 2002). O NO é uma molécula que atravessa livremente a
membrana celular ndo sendo estocado em vesiculas sinapticas nem
liberado por exocitose e que possui multiplos alvos, desempenhando um
papel em diversos processos fisioldgicos do organismo. Além disso, é
considerado uma importante substdncia neurotransmissora e
neuromoduladora, entretanto, também esta envolvido em patologias do
SNC como epilepsia, esquizofrenia, ansiedade e depressdo (Dhir e
Kulkarni, 2011). O NO estd implicado também na morte neuronal
induzida por glutamato (Strijbos et al., 1996), estando relacionado
também ao estresse oxidativo em condic¢des patoldgicas como isquemia



38
Introducdo

e doencas neurodegenerativas (Guix et al., 2005; Shahani e Sawa,
2011).

O NO é produzido por um grupo de proteinas chamadas 6xido
nitrico sintase (NOS) as quais sdo enzimas dependentes de Ca®" que
utilizam a L-arginina para produzir NO e L-citrulina (Guix et al., 2005).
Essa sintese pode occorer mediante a acdo de trés diferentes isoformas
da NOS: neuronal (nNOS), induzida (iNOS) e endotelial NOS (eNOS)
(Magarinos e McEwen, 1995). No cerébro de mamiferos, mais de 90%
da producdo ¢é realizada pela nNOS (Joca et al., 2007). Um dos alvos
intracelulares do NO ¢ a enzima guanilato ciclase soltvel (GCs), que
converte guanosina 5’-trifosfato (GTP) em guanosina 3°,5’-monofosfato
ciclico (GMPc) (Moncada, 1994).

A investigagcdo do papel do NO na depressdo comecou a ser
encorajada principalmente depois de se constatar que a paroxetina, um
ISRS, é também um inibidor da NOS (Finkel et al., 1996). A partir de
entdo, um grande namero de trabalhos demonstrou evidéncias de que o
NO esta envolvido na patofisiologia do transtorno. Foi observado que
em pacientes depressivos ocorre um aumento na produgdo de NO (Li et
al., 2006; Suzuki et al., 2001) e que substancias que inibem a NOS ou a
GCs tem efeito antidepressivo em modelos pré-clinicos (Yildiz et al.,
2000; Harkin et al., 2003; Kaster et al., 2005; Joca e Guimaraes, 2006).
Além disso, o efeito de antidepressivos convencionais como a
imipramina, a bupropiona e a venlafaxina é revertido por substancias
gue aumentam os niveis de NO em modelos pré-clinicos (Harkin et al.,
1999; Dhir e Kulkarni, 2007a, b; Krass et al., 2011). Assim como 0s
antidepressivos monoaminérgicos diminuem a atividade da NOS no
hipocampo foi demonstrado que o oposto também ocorre, uma vez que
inibidores da NOS aumentaram os niveis de serotonina e dopamina
nessa estrutura (Wegener et al., 2003).

Cabe ressaltar que o estresse cronico causa um aumento na
expressao da NOS no hipocampo assim como uma j& mencionada
diminuicdo da neurogénese nessa estrutura. Da mesma forma, esse
prejuizo pode ser revertido mediante o tratamento com inibidores da
NNOS, restaurando a neurogénese e as alteragcbes comportamentais dos
animais submetidos ao estresse cronico (Joca e Guimardes, 2006;
Khovriakov et al., 2009).

O aumento nos niveis de GMPc ocasionado pela estimulacéo da
enzima GCs modula a atividade de alvos intracelulares como as
proteinas cinases dependentes de GMPc¢ (PKG) assim como de canais
ibnicos (Garthwaite e Boulton, 1995). Dessa forma, a ativa¢do da via L-



39
Introdugédo

arginina-NO pode levar a uma alteracdo na excitabilidade neural e
propagacdo de sinal pelo sistema nervoso através da abertura de canais
de potassio (K') e consequente hiperpolarizagdo da membrana
plasmatica do neur6nio (MacKinnon, 2003). Evidéncias em estudos pré-
clinicos apontam para o envolvimento da reducdo nos niveis de GMPc e
da inibicdo dos canais de K* no efeito tipo-antidepressivo de diversos
compostos (Kaster et al., 2005, 2007; Budni et al., 2007; Dhir e
Kulkarni, 2008; Wilhelm et al., 2010; Moretti et al., 2011).
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Figura 4. Sintese e alvos do 6xido nitrico (NO). A estimulagdo dos receptores
NMDA e consequente influxo de Ca>* no neurdnio ativa a enzima 6xido nitrico
sintase (NOS). A NOS utiliza a L-arginina como substrato para formar NO e L-
citrulina. O NO formado estimula a enzima guanilato ciclase soltvel (GCs),
responsavel pela producdo de GMPc a partir do GTP. O GMPc é degradado
pela fosfodiesterase-5 (PDE-5) e seus niveis modulam a atividade de varios
alvos intracelulares como proteinas quinases dependentes de GMPc (PKG) e
canais de K",
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1.2.4. Modelos Animais de Depressao

O teste do nado forcado (TNF) e o teste da suspensdo pela
cauda (TSC) sdo os modelos animais preditivos mais utilizados para
identificacdo do potencial antidepressivo de compostos. O TNF foi
descrito primeiramente por Porsolt et al. (1977), sendo utilizado em
ratos e posteriormente adaptado para camundongos, enquanto o TSC foi
descrito em camundongos por Steru et al. (1985). Ambos os testes sdo
baseados na observacdo de que 0s animais, colocados diante de uma
situacdo inescapavel, desenvolvem uma postura de imobilidade ap6s
tentativas iniciais de sair dessa situagdo. O tempo de imobilidade reflete
a persisténcia em escapar ou o desencorajamento do animal para buscar
formas ativas de lidar com um estimulo estressante. Por razdes ainda
ndo elucidadas, uma Unica exposicdo ao teste gera um estado de
imobilidade em camundongos, cujo tempo é reduzido pelo tratamento
agudo com drogas antidepressivas. Além disso, 0s testes permitem o
estudo de novas hip6teses moleculares na neurobiologia da depressao
(Lucki, 1997; Krishnan e Nestler, 2010). Apesar de possuir apenas
validade preditiva, ambos 0s testes sdo amplamente utilizados devido ao
facil uso e boa reprodutibilidade observada (Cryan et al., 2002).
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2. JUSTIFICATIVA

Um crescente ndmero de evidéncias tem demonstrado o
potencial terapéutico de compostos que modulam o sistema
glutamatérgico. Levando em conta o papel da guanosina como
estimuladora da captacdo de glutamato (Schmidt et al., 2007,
Oleskovics et al., 2008) e a possibilidade de o efeito antidepressivo do
GMP observado em modelos animais (Eckeli et al., 2000) estar
relacionado a sua conversdao em guanosina, este trabalho se propde a
avaliar o efeito desse nucleosideo nos modelos comportamentais do
TNF, TSC e no teste do campo aberto (TCA). Da mesma forma, a
investigar também o possivel envolvimento dos receptores NMDA, da
via L-arginina-6xido nitrico-GMPc e de algumas vias de sinalizagéo
intracelular relacionadas a atividade desses receptores (PI3K e mTOR).

O tratamento atual para a depressao ainda esta longe do ideal,
pois 0 tempo de laténcia para obter beneficios clinicos € relativamente
longo (pode durar de 3 a 5 semanas) e a terapia farmacoldgica
disponivel produz também uma grande quantidade de efeitos colaterais.
Sendo assim, had uma grande demanda por novos farmacos com agéo
rapida, segura e efetiva para a depressao (Berton e Nestler, 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da administracdo oral de guanosina no TNF, no
TSC e no TCA, assim como o envolvimento dos receptores NMDA, da
via L-arginina-Oxido nitrico-GMPc e de vias sinalizagdo intracelular
relacionadas a atividade desses receptores.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar o efeito tipo-antidepressivo da administracdo oral
(p.0.) de guanosina no TNF, no TSC e no TCA,;

e Investigar o envolvimento dos receptores NMDA na acédo
antidepressiva da guanosina no TSC;

e Investigar a participag¢do da via L-arginina-6xido nitrico na
acao antidepressiva da guanosina no TSC;

e Investigar o envolvimento do GMPc na ac¢do antidepressiva
da guanosina no TSC;

e Avaliar a participagdo da PI3K e da mTOR na agdo
antidepressiva da guanosina no TSC.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss adultos de ambos os
sexos, pesando entre 30-45 g e com idade entre 50 e 55 dias. Os animais
foram mantidos a temperatura de 21-231 C com livre acesso a agua e
comida, em ciclo claro/escuro 12:12 h (ciclo claro iniciando as 7:00 h).
Todos os experimentos foram realizados entre 11:00 e 17:00 horas, com
cada animal usado somente uma vez (N = 7-9 animais por grupo). Os
camundongos foram ambientados no local da experimentacdo 24 horas
antes da observacdo comportamental e distribuidos de forma aleatoria
nos grupos experimentais. Os animais foram fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Catarina e mantidos no
Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica. Os procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina.

4.2. TESTES COMPORTAMENTAIS
4.2.1. Teste do nado forcado (TNF):

O TNF é um dos modelos comportamentais mais utilizados
para detectar a atividade antidepressiva de compostos e farmacos. O
método original foi descrito por Porsolt (1977) e baseia-se na
observacdo de que quando os animais sdo submetidos a uma situacao
onde ndo ha possibilidade de escape, ap6s um periodo de agitacdo
inicial adotam uma postura de imobilidade. O camundongo ¢é
considerado imoével quando flutua ou faz apenas movimentos
necessarios para manter sua cabeca acima da agua. Os animais foram
colocados em um cilindro plastico de 10 cm de didmetro e 24 cm de
altura contendo 19 cm de altura de agua, a temperatura de 25°C £ 1°C e
0 tempo de imobilidade foi cronometrado durante 6 minutos. Uma
reducdo significativa no tempo
de imobilidade é observada ap6s a administragdo aguda de drogas com
potencial antidepressivo (Porsolt et al., 1977).
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Figura 5.Tete do ao Forcado

4.2.2. Teste da suspensédo pela cauda (TSC):

O TSC foi proposto por Steru et al. (1985) como alternativa ao
TNF para o estudo de compostos com possivel atividade antidepressiva,
uma vez que parece ser menos estressante que o TNF (Thierry et al.,
1986). O tempo de imobilidade é avaliado durante um periodo de 6
minutos em camundongos acustica e visualmente isolados, suspensos
pelo menos 50 cm acima do chdo e presos pela extremidade da cauda
com fita adesiva (Cunha et al., 2008; Moretti et al., 2011).

Figura 6. Teste de suspenséo pela cauda
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4.2.3. Teste do campo aberto (TCA):

A fim de excluir a possibilidade de que a diminui¢do do tempo
de imobilidade no TSC seja devido a uma estimulacdo motora, 0s
animais foram submetidos ao teste do campo aberto, durante 6 minutos
(Rodrigues et al., 2002). Este teste é realizado em uma caixa de madeira
medindo 40x60x50 cm, com a base dividida em 12 quadrados iguais. O
numero de quadrados cruzados com as quatro patas € o parametro
utilizado para avaliar a atividade locomotora. A base da caixa de
madeira € limpa com alcool entre os testes sendo estes realizados em
uma sala com temperatura e luz controladas.

\
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Figura 7. Teste do campo aerto
4.3. DROGAS E TRATAMENTOS

4.3.1. Vias de administracao

Os compostos utilizados foram administrados pelas vias oral
(p.0.) e intraperitoneal (i.p.) em um volume de 10 ml/kg, ou ainda pela
via intracerebroventricular (i.c.v.), em um volume constante de 5
ul/sitio.
Para administracdo i.c.v. foi utilizada uma agulha de 0,4 mm de
didmetro conectada por uma cénula de propileno a uma seringa
Hamilton de 25 pl. Os animais foram anestesiados com éter e a agulha
foi inserida perpendicularmente no cranio, diretamente no ventriculo
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lateral, utilizando-se o bregma como referéncia. A injecdo foi
administrada durante 30 s, e manteve-se a agulha no local por mais 30 s
a fim de evitar o refluxo das substancias injectados. O local da injecdo
foi de 1 mm para a direita ou a esquerda do ponto médio de uma linha
tracada até a base anterior das orelhas. Apos a conclusdo dos
experimentos todos os animais foram decapitados e 0s seus cerebros
foram examinados. Os resultados de camundongos que apresentaram
qualquer sinal de hemorragia cerebral foram excluidos da analise
estatistica (total inferior a 5% dos animais utilizados).

4.3.2. Avaliacao do efeito antidepressivo da guanosina no TNF e no
TSC e da atividade locomotora no TCA

Para a obtencdo da curva dose-resposta da administracdo
sistémica de guanosina (Sigma Chemical Co, USA) no TNF, os animais
foram tratados com doses crescentes do composto (0,1-5 mg/kg, p.o.),
com fluoxetina (20 mg/kg, p.0.) ou agua destilada, sendo submetidos ao
teste apds 60 min.

Da mesma forma, os animais foram administrados com
guanosina (0,01-0,5 mg/kg, p.o.), fluoxetina (10 mg/kg) ou Aagua
destilada (grupo controle) e ap6s 60 minutos, submetidos ao TSC ou ao
TCA.

Tanto as doses de guanosina quanto a de fluoxetina foram
dissolvidas em agua destilada.

4.3.3. Avalia¢do do mecanismo de a¢édo antidepressiva da guanosina
no TSC

4.3.3.1. Envolvimento dos receptores NMDA

Os seguintes compostos foram utilizados: cetamina, N-metil-D-
aspartato (NMDA), MK-801 e D-serina (todas obtidas de Sigma
Chemical Co., St. Louis, USA). Os farmacos foram dissolvidos em
salina (NaCl 0,9%) com 1% de DMSO, exceto a ketamina (dissolvida
em salina) e 0 MK-801 (dissolvido em agua destilada).

A fim de verificar a influéncia dos receptores NMDA na agéo
antidepressiva da guanosina, os animais foram tratados com guanosina
(0,05 mg/kg, p.o.) e decorridos 45 minutos receberam NMDA (0,1
pmol/sitio, agonista seletivo de receptores glutamatérgicos do subtipo
NMDA, dose que ndo produz convulsdo) ou D-serina (30 pg/sitio,
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agonista do sitio da glicina dos receptores NMDA). Apés 15 minutos os
animais foram submetidos ao TSC ou ao TCA. Alternativamente, para
verificar a existéncia de um possivel efeito sinérgico entre a guanosina e
antagonistas de receptores NMDA, uma dose sub-ativa de MK-801
(0,001 mg/kg, p.o., antagonista ndo competitivo de receptores NMDA)
foi administrada seguida de uma dose sub-ativa de guanosina (0,01
mg/kg, p.0.). Os animais foram submetidos aos testes comportamentais
decorridos 60 minutos do tratamento. Da mesma forma, os animais
foram tratados também com dose sub-ativa de guanosina (0,01 mg/kg,
p.0.) e, ap6s 30 minutos, receberam uma dose sub-ativa de cetamina
(0,1 mg/kg, i.p.), sendo submetidos ao TSC ou TCA ap6s um periodo de
mais 30 minutos. O protocolo experimental e as doses foram escolhidas
de acordo com estudos prévios (Mantovani et al., 2003; Brocardo et al.,
2008; Moretti et al., 2011).

4.3.3.2. Envolvimento da via L-arginina-6xido nitrico

Para investigacdo do envolvimento da via L-arginina-6xido
nitrico-GMPc, os seguintes compostos foram utilizados: L-arginina, 7-
nitroindazol ~ (7-NI), [1H-[1,2,4]Oxadiazol[4,3-a]quinoxalin-1-ona]
(ODQ) e sildenafil (todas de Sigma Chemical Co, USA). Os farmacos
foram diluidos em salina exceto o ODQ, que foi dissolvido em salina
com 1% de DMSO. A via de administracdo utilizada foi a i.p., exceto o
0ODQ, que foi administrado por via i.c.v.

Com o objetivo de verificar a participacdo da via L-arginina-
oxido nitrico sobre a atividade antidepressiva da guanosina, 0s animais
foram pré-tratados com L-arginina (750 mg/kg, i.p., precursor do NO)
ou sildenafil (5 mg/kg, i.p., inibidor seletivo da fosfodiesterase 5 (PDE-
5)) e, apds 30 minutos, receberam uma dose de guanosina (0,05 mg/kg,
p.0.). Sessenta minutos apds a administracdo de guanosina, 0s animais
foram submetidos ao TSC ou TCA.

Em outro experimento, os animais foram tratados com dose
sub-ativa de guanosina (0,01 mg/kg, p.o.) e apds 30 minutos receberam
7-NI1 (50 mg/kg, i.p., inibidor especifico da enzima 6xido nitrico sintase
neuronal) ou ODQ (30 pmol/sitio, i.c.v., inibidor especifico da GCs)
apo6s 45 minutos. Os camundongos foram submetidos ao TSC ou ao
TCA 30 minutos apds a administracdo de 7-NI ou 15 minutos apés a
admnistragdo de ODQ. Os protocolos experimentais e as doses foram
escolhidos de acordo com estudos prévios (Brocardo et al., 2008;
Zomkowski et al., 2010).
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4.3.3.3. Envolvimento de vias de sinalizacdo intracelular

Para avaliar a participacdo de vias de sinalizagdo intracelular
especificas no efeito tipo-antidepressivo da guanosina no TSC as
seguintes drogas foram utilizadas: LY294002, wortmanina e
rapamicina. (todas de Sigma Chemical Co, USA). Os farmacos foram
diluidos em DMSO (1%), exceto a rapamicina (diluida em DMSO
100%) e administrados por via i.c.v.

A investigacdo da via da PI3K foi feita através da
administracdo de dose ativa de guanosina (0,05 mg/kg, p.0.) seguida por
administracdo de LY294002 (10 ug/sitio, i.c.v., inibidor reverssivel da
PI3K) ou wortmanina (0,1 pg/sitio, i.c.v., inibidor irreverssivel da
PI3K) 45 minutos depois, sendo que os camundongos foram submetidos
ao TSC ou TCA ap6s mais 15 minutos.

Da mesma forma, para investigagdo da participacdo da mTOR,
os animais foram tratados com guanosina (0,05 mg/kg) e receberam
rapamicina (0,2 nmol/sitio, i.c.v., inibidor especifico da mTOR) apds 45
minutos, sendo submetidos ao TSC ou TCA 15 minutos depois. A doses
escolhidas foram baseadas em estudos prévios (Budni et al., 2011; Li et
al., 2011).

4.4, ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados por andlise de variancia
(ANOVA), de uma ou duas vias (de acordo com o protocolo
experimental), seguido pelo post-hoc de Duncan quando apropriado.
Um valor de P < 0,05 foi considerado significativo.



49
Resultados

5. RESULTADOS

5.1. EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DE GUANOSINA NO
TEMPO DE IMOBILIDADE DOS ANIMAIS NO TSC E NA
ATIVIDADE LOCOMOTORA NO TCA

A Figura 8 mostra que a administracdo sistémica (p.o.) de
guanosina produziu uma reducdo significativa no tempo de imobilidade
dos animais no TNF (0,5-5 mg/kg) e no TSC (0,05-0,5 mg/kg), sem
provocar alteracdo na atividade locomotora dos animais no TCA,
demonstrando um efeito tipo-antidepressivo nos dois modelos
preditivos. Um grupo a parte recebeu tratamento com fluoxetina (F)
como controle positivo no TNF (20 mg/kg, p.o.) e no TSC (10 mg/kg,

p.o.).
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Figura 8. Efeito da administracdo aguda de guanosina no TNF (0,1-5 mg/kg,
p.o., painel A), TSC (0,01-0,5 mg/kg, p.o., painel B) e TCA (0,01-0,5 mg/kg,
p.o., painel C). A fluoxetina (F) foi utilizada como controle positivo no TNF
(20 mg/kg, p.o.) e no TSC (10 mg/kg, p.o.). Os valores estdo expressos como
média + EP.M (N = 7-9). *P < 0,05; **P < 0,01 quando comparado aos
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animais tratados com veiculo (C). Resultados avaliados por ANOVA de uma
via seguida pelo teste post-hoc de Duncan.

A) [F(5,41) = 6,16; P < 0,01]

B) [F(5,36) = 3,33; P < 0,05]

C) [F(4,32) = 0,95; P = 0,45]

Para o estudo de possiveis mecanismos de acdo envolvidos no
efeito antidepressivo da guanosina observado em ambos os modelos
comportamentais, o presente trabalho optou pela utilizagdo do TSC. O
motivo da escolha se deve ao fato de este teste ter se mostrado mais
sensivel ao tratamento dos animais com guanosina. Os dados obtidos
vao ao encontro da literatura, uma vez que é proposto que o TSC possuli
uma sensibilidade farmacolégica maior em comparacdo ao TNF
(Thierry et al., 1986).

5.2. ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES NMDA NO EFEITO
ANTIDEPRESSIVO DA GUANOSINA NO TSC E NA ATIVIDADE
LOCOMOTORA NO TCA

A Figura 9A mostra que o tratamento com NMDA (0,1
pmol/sitio, i.c.v.) foi efetivo em reverter o efeito de uma dose ativa de
guanosina (0,05 mg/kg, p.0.) no TSC. A administracdo de NMDA per
se ou em combinacdo com a guanosina ndo afetou a atividade
locomotora dos animais no TCA como mostrado na Figura 9B.
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Figura 9. Efeito do tratamento com NMDA (0,1 pmol/sitio, i.c.v.) na redugao
do tempo de imobilidade causada pela guanosina (0,05 mg/kg, p.o.) no TSC
(painel A) e na atividade locomotora no TCA (painel B). Os valores estdo
expressos com média + E.P.M. (N = 7-9). Resultados avaliados por ANOVA de
duas vias seguida pelo post-hoc de Duncan. **P < 0,01 quando comparado ao
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grupo tratado com veiculo; #P < 0,05 em relacdo ao mesmo grupo tratado com
veiculo.

A) Tratamento com guanosina [F(1,32) = 21,09; P < 0,01], tratamento com
NMDA [F(1,32) = 13,26; P < 0,01] e interacdo tratamento com guanosina x
tratamento com NMDA [F(1,32) = 4,45; P < 0,05].

B) Tratamento com guanosina [F(1,24) = 0,24; P = 0,62], tratamento com
NMDA [F(1,24) = 0,01; P = 0,90] e interagdo tratamento com guanosina x
tratamento com NMDA [F(1,24) = 1,27; P = 0,27].

Os resultados da Figura 10 mostram que o tratamento dos
animais com D-serina (30 pg/sitio, i.c.v., co-agonista de receptores
NMDA) preveniu o efeito antidepressivo provocado pela administragdo
de guanosina (0,05 mg/kg, p.0.) no TSC, sem causar alteracdo
significativa na atividade locomotora.
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Figura 10. Efeito do tratamento dos animais com D-serina (30 pg/sitio, i.c.v.)
sobre a reducdo do tempo de imobilidade ocasionada pela administragcdo de
guanosina (0,05 mg/kg, p.o.) no TSC (painel A) e sobre a atividade locomotora
no TCA (painel B). Resultados avaliados por ANOVA de duas vias seguida
pelo post-hoc de Duncan. Os valores estdo expressos como a média + E.P.M.
(N = 7-9). **P < 0,01 quando comparado ao grupo tratado com veiculo; #P <
0,05 quando comparado ao mesmo grupo tratado com veiculo.

A) Tratamento com guanosina [F(1,26) = 8,02; P < 0,01], tratamento com D-
serina [F(1,26) = 0,01; P = 0,90] e interacdo tratamento com guanosina X
tratamento com D-serina [F(1,26) = 6,35; P < 0,05].

B) Tratamento com guanosina [F(1,26) = 0,43; P = 0,51], tratamento com D-
serina [F(1,26) = 0,41; P = 0,53] e interacdo tratamento com guanosina x
tratamento com D-serina [F(1,26) = 0,08; P = 0,78].

A Figura 11A mostra que a administracdo de uma dose sub-
ativa de guanosina (0,01 mg/kg, p.0.) combinada com uma dose sub-
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ativa de MK-801 (0,001 mg/kg, p.o., antagonista de receptores NMDA)
reduziu significativamente o tempo de imobilidade no TSC. A Figura
11B demonstra que a administracdo de MK-801 per se ou em
combinagdo com guanosina ndo afetou a atividade locomotora no TCA.
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Figura 11. Efeito do tratamento combinado de doses sub-ativas de MK-801
(0,001 mg/kg, p.o.) e guanosina (0,01 mg/kg, p.o.) no tempo de imobilidade dos
animais no TSC (painel A) e na atividade locomotora no TCA (painel B). Os
valores estdo expressos com média + E.P.M. (N = 7-9). Resultados avaliados
por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Duncan. *P < 0,05 em
relacdo ao grupo tratado com veiculo.

A) Tratamento com guanosina [F(1,29) = 4,62; P < 0,05], tratamento com MK-
801 [F(1,29) = 14,09; P < 0.01] e interacdo tratamento com guanosina X
tratamento com MK-801 [F(1,29) = 4,35; P < 0.05].

B) Tratamento com guanosina [F(1,26) = 0,48; P = 0.49], tratamento com MK-
801 [F(1,26) = 0,84; P = 0.36] e interacdo tratamento com guanosina x
tratamento com MK-801 [F(1,26) = 0,06; P = 0,81].

Os resultados ilustrados na Figura 12 mostram o efeito da co-
administracdo de doses sub-ativas de guanosina (0,01 mg/kg, p.o.) e
cetamina (0,1 mg/kg, i.p., antagonista de receptores NMDA) no TSC .
Os animais tratados com a combinagdo de ambas as drogas
demonstraram uma reducédo significativa no tempo de imobilidade em
comparagdo aos tratados com cada droga isoladamente. A anélise da
atividade locomotora no TCA ndo demonstrou alteragdes significativas.
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Figura 12. Efeito do tratamento combinado de doses sub-ativas de guanosina
(0,01 mg/kg, i.p.) e cetamina (0,1 mg/kg, p.0.) no tempo de imobilidade dos
animais no TSC (painel A) e na atividade locomotora no TCA (painel B). Os
valores estdo expressos com média + E.P.M. (N = 7-9). Resultados avaliados
por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Duncan. *P < 0,05 em
relacdo ao grupo tratado com veiculo.

A) Tratamento com guanosina [F(1,24) = 3,44; P = 0,07], tratamento com
cetamina [F(1,24) = 5,99; P < 0,05] e interagdo tratamento com guanosina X
tratamento com cetamina [F(1,24) = 17,20; P < 0,01].

B) Tratamento com guanosina [F(1,24) = 0,23; P = 0,88], tratamento com
cetamina [F(1,24) = 0,28; P = 0,60] e tratamento com guanosina x tratamento
com cetamina [F(1,24) = 0,04; P = 0,85].

5.3. ENVOLVIMENTO DA VIA L-ARGININA-NO-GMPc NO
EFEITO ANTIDEPRESSIVO DA GUANOSINA NO TSC E NA
ATIVIDADE LOCOMOTORA NO TCA

Na Figura 13 estdo ilustrados os resultados referentes ao efeito
do pré-tratamento dos animais com L-arginina (750 mg/kg, i.p.,
precursor do NO) no efeito anti-imobilidade causado pela guanosina
(0,05 mg/kg, p.o.) no TSC. A andlise dos dados demonstrou que a L-
arginina foi efetiva em prevenir o efeito tipo-antidepressivo da
guanosina sem causar uma alteracdo significativa na atividade
locomotora dos animais.
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Figura 13. Efeito do pré-tratamento dos animais com L-arginina (750 mg/kg,
i.p.,) sobre a reducdo do tempo de imobilidade causada pela administracéo de
guanosina (0,05 mg/kg, p.o.) no TSC (painel A) e na atividade locomotora no
TCA (painel B). Resultados avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo
post-hoc de Duncan. Os valores estdo expressos como a média + E.P.M. (N = 7-
9). ** P < 0,01 quando comparado ao grupo tratado com veiculo; #P < 0,05
quando comparado ao mesmo grupo tratado com veiculo.

A) Tratamento com guanosina [F(1,24) = 3,53; P = 0,07], tratamento com L-
arginina [F(1,24) = 26,74; P < 0.01] e interacdo tratamento com guanosina x
tratamento com L-arginina [F(1,24) = 5,62; P < 0.05].

B) Tratamento com guanosina [F(1,24) = 0,23; P = 0,64], tratamento com L-
arginina [F(1,24) = 1,83; P = 0,19] e interacdo tratamento com guanosina x
tratamento com L-arginina [F(1,24) = 0,07; P = 0,79].

Os resultados apresentados na Figura 14 mostram o efeito do
tratamento oral dos animais com dose sub-ativa de guanosina (0,01
mg/kg) ou 7-NI (50 mg/kg, i.p., inibidor da nNOS), assim como a
combinacgdo de ambas no TSC. Foi observada uma reducdo significativa
no tempo de imobilidade dos animais que receberam co-administracdo
de guanosina e 7-NI no TSC, assim como a auséncia de alteracdes
significativas na atividade dos animais no TCA.
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Figura 14. Efeito do co-tratamento com doses sub-ativas de guanosina (0,01
mg/kg, i.p.) e 7-NI (50 mg/kg, i.p.) no tempo de imobilidade dos animais no
TSC (painel A) e na atividade locomotora no TCA (painel B). Os valores estdo
expressos com média + E.P.M. (N = 7-9). Resultados avaliados por ANOVA de
duas vias seguida pelo post-hoc de Duncan. *P < 0,05 em relagdo ao grupo
tratado com veiculo.

A) Tratamento com guanosina [F(1,24) = 9,54; P < 0,01], tratamento com 7-NI
[F(1,24) = 19,46; P < 0,01] e interagdo tratamento com guanosina x tratamento
com 7-NI [F(1,24) = 7,03; P < 0,05].

B) Tratamento com guanosina [F(1,24) = 0,01; P = 0,90], tratamento com 7-NI
[F(1,24) = 0,16; P = 0,69] e interacdo tratamento com guanosina x tratamento
com 7-NI [F(1,24) = 0,25; P = 0,62].

Da mesma forma, os dados expostos na Figura 15 demonstram
uma reducdo significativa no tempo de imobilidade dos camundongos
submetidos ao TSC ap6s tratamento com a combinacdo de dose sub-
ativa de guanosina (0,01 mg/kg, p.o.) com dose sub-ativa de ODQ (30
pmol/sitio, i.c.v., inibidor especifico da GCs). A analise da atividade
locomotora ndo demonstrou alteragbes significativas no ndmero de
cruzamentos dos animais no TCA.
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Figura 15. Efeito do tratamento combinado de doses sub-ativas de guanosina
(0,01 mg/kg, i.p.) e ODQ (30 pmol/sitio, i.c.v.) no tempo de imobilidade dos
animais no TSC (painel A) e na atividade locomotora no TCA (painel B). Os
valores estdo expressos com média + E.P.M. (N = 7-9). Resultados avaliados
por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Duncan. *P < 0,05 em
relagdo ao grupo tratado com veiculo.

A) Tratamento com guanosina [F(1,24) = 2,78; P = 0,10], tratamento com ODQ
[F(1,24) = 8,57; P < 0,05] e interagdo tratamento com guanosina x tratamento
com ODQ [F(1,24) = 5,62; P < 0,01)].

B) Tratamento com guanosina [F(1,24) = 0,69; P = 0,41], tratamento com ODQ
[F(1,24) = 0,23; P = 0,63] e interacdo tratamento com guanosina x tratamento
com ODQ [F(1,24) = 2,91; P =0,10].

Os dados experimentais ilustrados na Figura 16 demonstram
gue o pré-tratamento dos animais com sildenafil (5 mg/kg, i.p., inibidor
da PDE-5) foi efetivo em prevenir o efeito antidepressivo exercido pela
guanosina (0,05 mg/kg, p.0.) no TSC, sem causar alteracGes
significativas na atividade locomotora.
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Figura 16. Efeito do pré-tratamento dos animais com sildenafil (5 mg/kg, i.p.)
sobre a reducdo do tempo de imobilidade causada pela administracdo de
guanosina (0,05 mg/kg, p.o.) no TSC (painel A) e na atividade locomotora no
TCA (painel B). Resultados avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo
post-hoc de Duncan. Os valores estdo expressos como a média + E.P.M. (N = 7-
9). ** P < 0,01 quando comparado ao grupo tratado com veiculo; #P < 0,05
quando comparado ao mesmo grupo tratado com veiculo.

A) Tratamento com guanosina [F(1,25) = 26,38; P < 0,01], tratamento com
sildenafil [F(1,25) = 17,98; P < 0,01] e interagdo tratamento com guanosina x
tratamento com sildenafil [F(1,25) = 10,29; P < 0,01].

B) Tratamento com guanosina [F(1,25) = 0,99; P = 0,33], tratamento com
sildenafil [F(1,25) = 0,52; P = 0,48] e interagdo tratamento com guanosina x
tratamento com sildenafil [F(1,25) = 1,50; P = 0,23].

5.4. ENVOLVIMENTO DA PI3K E DA mTOR NA REDUCAO DO
TEMPO DE IMOBILIDADE DOS ANIMAIS OCASIONADA PELA
GUANOSINA NO TSC E NA ATIVIDADE LOCOMOTORA NO
TCA

Os resultados apresentados na Figura 17 mostram o efeito do
tratamento dos animais com wortmanina (0,1 pg/sitio, i.c.v., o inibidor
irreverssivel da PI3K), na reducdo do tempo de imobilidade exercida
pela administragdo oral de guanosina (0,05 mg/kg, p.o.) no TSC. A
andlise estatistica dos dados demonstrou uma reversdo no efeito
antidepressivo da guanosina quando 0s animais sdo tratados com
wortmanina, assim como a auséncia de uma variacdo significativa na
atividade locomotora.
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Figura 17. Efeito do tratamento dos animais com wortmanina (0,1 pg/sitio,
i.c.v.) sobre a reducdo do tempo de imobilidade causada pela administracdo de
guanosina (0,05 mg/kg, p.o.) no TSC (painel A) e sobre a atividade locomotora
no TCA (painel B). Resultados avaliados por ANOVA de duas vias seguida
pelo post-hoc de Duncan. Os valores estdo expressos como a média + E.P.M.
(N =7-9). ** P < 0,01 quando comparado ao grupo tratado com veiculo; #P <
0,05 quando comparado ao mesmo grupo tratado com veiculo.

A) Tratamento com guanosina [F(1,26) = 9,20; P < 0,01], tratamento com
wortmanina [F(1,26) = 1,83; P = 0,18] e interagdo tratamento com guanosina x
tratamento com wortmanina [F(1,26) = 8,40; P < 0,01].

B) Tratamento com guanosina [F(1,20) = 0,46; P = 0,50], tratamento com
wortmanina [F(1,20) = 0,36; P = 0,55] e interagdo tratamento com guanosina x
tratamento com wortmanina [F(1,20) = 0,001; P = 0,97].

Na Figura 18 estdo ilustrados os resultados referentes ao
tratamento dos animais com LY294002 (10 pg/sitio, i.c.v., inibidor
reverssivel da PI3K), na reducdo do tempo de imobilidade ocasionada
pela administracdo oral de guanosina (0,05 mg/kg, p.o.) no TSC. A
andlise estatistica dos dados confirmou uma reversdo no efeito
antidepressivo exercido pela guanosina quando os animais foram
tratados com LY294002, assim como nenhuma alteragdo significativa
no TCA.
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Figura 18. Efeito do tratamento dos animais com LY294002 (10 pg/sitio, i.c.v.)
sobre a reducdo do tempo de imobilidade ocasionada pela administracdo de
guanosina (0,05 mg/kg, p.o.) no TSC (painel A) e sobre a atividade locomotora
no TCA (painel B). Resultados avaliados por ANOVA de duas vias seguida
pelo post-hoc de Duncan. Os valores estdo expressos como a média + E.P.M.
(N =7-9). ** P < 0,01 quando comparado ao grupo tratado com veiculo; #P <
0,05 quando comparado ao mesmo grupo tratado com veiculo.

A) Tratamento com guanosina [F(1,25) = 8,75; P < 0,01], tratamento com
LY294002 [F(1,25) = 2,16; P = 0,15] e interacdo tratamento com guanosina x
tratamento com LY294002 [F(1,25) = 6,45; P < 0,05].

B) Tratamento com guanosina [F(1,27) = 0,87; P = 0,36], tratamento com
LY294002 [F(1,27) = 0,28; P = 0,60] e interacdo tratamento com guanosina x
tratamento com LY294002 [F(1,27) = 1,19; P = 0,28].

A Figura 19 ilustra os dados obtidos apds o tratamento dos
animais com rapamicina (0,2 nmol/sitio, i.c.v., inibidor especifico da
mMTOR) sobre o efeito anti-imobilidade exercido pela guanosina (0,05
mg/kg, p.0.) no TSC. A administragdo de rapamicina reverteu a reducéo
no tempo de imobilidade causada pelo tratamento dos animais com
guanosina no TSC sem demonstrar influéncia sobre a atividade
locomotora no TCA.
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Figura 19. Efeito do tratamento dos animais com rapamicina (0,2 nmol/sitio,
i.c.v.) sobre a reducdo do tempo de imobilidade causada pela administracdo de
guanosina (0,05 mg/kg, p.o.) no TSC (painel A) e na atividade locomotora no
TCA (painel B). Resultados avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo
post-hoc de Duncan. Os valores estdo expressos como a média + E.P.M. (N = 7-
9). ** P < 0,01 quando comparado ao grupo tratado com veiculo; #P < 0,05
guando comparado ao mesmo grupo tratado com veiculo.

A) Tratamento com guanosina [F(1,23) = 9,28; P < 0,01], tratamento com
rapamicina [F(1,23) = 9,59; P < 0,01] e interacdo tratamento com guanosina x
tratamento com rapamicina [F(1,23) = 4,93; P < 0,05].

B) Tratamento com guanosina [F(1,18) = 0,33; P = 0,57], tratamento com
rapamicina [F(1,18) = 0,30; P = 0,59] e interacdo tratamento com guanosina x
tratamento com rapamicina [F(1,18) = 0,57; P = 0,46].
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6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a administragdo sistémica de
guanosina (por via p.0.) produz um efeito antidepressivo em dois
modelos preditivos para atividade antidepressiva, 0 TNF e 0 TSC, assim
como contribuiu para elucidar alguns dos mecanismos envolvidos nesse
efeito. Os dados experimentais demonstraram evidéncias de que esse
efeito parece ser mediado pelos receptores NMDA e pela via L-
arginina-NO-GMPc, assim como pela ativacdo da via de sinalizacéo
intracelular da PI3K/mTOR.

O TNF e o TSC sdo os modelos preditivos para avaliacdo de
atividade antidepressiva mais utilizados para a identificacdo do
potencial de compostos, assim como para investigacdo dos mecanismos
bioldgicos envolvidos nos efeitos encontrados (Cryan et al., 2002).
Nesses testes, o tempo de imobilidade dos animais submetidos a uma
situacdo inescapavel é mensurado e um decréscimo no mesmo é
considerado como um efeito tipo-antidepressivo (McArthur e Borsini,
2006). Além do facil uso e boa reprodutibilidade, outro aspecto
importante na utilizacdo destes modelos é o fato de ambos serem
sensiveis a administracdo aguda de substdncia com atividade
antidepressiva, permitindo a identificacdo de novas drogas e compostos
em potencial para o tratamento do transtorno (Porsolt et al., 1977; Steru
etal., 1985; Cryan et al., 2005).

Apesar de drogas que aumentam a atividade motora dos
animais poderem produzir resultados falso positivos no TSC, nossos
dados demonstraram que o efeito anti-imobilidade da guanosina ndo
pode ser atribuido a um efeito psicoestimulante. Essa conclusdo se deve
ao fato de que os grupos experimentais que demonstraram um
decréscimo significativo no tempo de imobilidade no TSC ndo tiveram
alteragdes significativas na atividade locomotora mensurada no TCA.
Um aspecto importante a ser observado é o fato de que o efeito
antidepressivo da guanosina encontrado nos testes ocorreu com a
administragdo por via oral de baixas doses (0,05 mg/kg no TSC e 0,5
mg/kg no TNF) deste nucleosideo. Investigaces de outros efeitos da
guanosina in vivo como a acdo amnésica, a antinociceptiva, assim como
a atividade neuroprotetora contra isquemia mostraram que esses efeitos
ocorrem quando a guanosina é administrada em doses mais elevadas.
Essas propriedades da guanosina foram observadas numa faixa entre 2
mg/kg a 8mg/kg, entretanto, o efeito antinociceptivo deste nucleosideo
foi observado em doses até 240 mg/kg (Vinadé et al., 2004, Schmidt et
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al., 2010; Rathbone et al., 2011). Curiosamente a cetamina, cujo
mecanismo de acdo também envolve a modulagdo do sistema
glutamatérgico, apresenta esses mesmos efeitos e, da mesma forma,
exerce uma acdo antidepressiva que ocorre em doses consideradas muito
baixas (Babar et al., 2001; Zarate et al., 2006; Romero et al., 2011; Shu
etal., 2012).

Estudos apontam a possibilidade de que alterages
neuroadaptativas sdo necessarias para que ocorra o efeito dos
antidepressivos monoaminérgicos, o que explicaria o efeito tardio destes
farmacos (Skolnick et al., 2009). Essa idéia é suportada por observacdes
de que a administracdo cronica de antidepressivos (monoaminérgicos,
triciclicos, terapia eletroconvulsiva) regula a expresséo e o
funcionamento dos receptores NMDA (Paul et al., 1993; Nowak et al.,
1993, 1998). Além disso, alguns antagonistas de receptores NMDA
demonstram uma agdo antidepressiva rapida em estudos pré-clinicos e
clinicos (Diazgranados et al., 2010; Li et al., 2010, 2011). O
desenvolvimento de antidepressivos de acdo rapida representa um
avanco significativo para o tratamento da depressdo, uma vez que 0
efeito tardio dos antidepressivos convencionais pode ser um problema
sério, principalmente no caso de pacientes com alto risco de suicidio
(Price et al., 2009). De fato, altas taxas de morbidade e mortalidade s&o
observadas durante o periodo de laténcia que a terapia farmacoldgica
convencional leva para fazer efeito (Machado-Vieira et al., 2008).

Levando em conta a importancia dos receptores NMDA na
patofisiologia da depresséio e no mecanismo de acdo dos
antidepressivos, 0 presente estudo investigou o envolvimento desses
receptores no efeito antidepressivo da guanosina no TSC. Os resultados
demonstraram que o efeito observado no TSC provavelmente envolve
uma inibicdo, possivelmente de forma indireta, dos receptores NMDA,
uma vez que o tratamento dos camundongos com NMDA levou a uma
reversdo do efeito antidepressivo da guanosina no TSC.

Para confirmar essa hipotese, foi investigado o efeito da D-
serina sobre a reducdo no tempo de imobilidade causada pelo tratamento
dos animais com guanosina. A D-serina é um co-agonista dos receptores
NMDA que atua no sitio da glicina presente nesses receptores e tem um
papel na hiperatividade dos mesmos assim como ha excitotoxicidade
glutamatérgica sendo, consequentemente, associada a uma série de
distarbios do SNC (Sasabe et al., 2007, Wu et al., 2007). Em nosso
trabalho, a administracdo de D-serina preveniu o efeito anti-imobilidade
da guanosina no TSC, reforcando a idéia de que a ativacdo dos
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receptores NMDA anula o efeito antidepressivo do nucleosideo neste
modelo comportamental. Cabe ressaltar que essa abordagem
comportamental se mostrou efetiva em prevenir o efeito tipo-
antidepressivo de outros moduladores do sistema glutamatérgico como
antagonistas de receptores NMDA (Poleszak et al., 2007), assim como
de bloqueadores de sitios especificos desses receptores como o zinco e 0
magnésio (Poleszak et al., 2008).

Em seguida, o presente estudo investigou o efeito da
combinacdo de doses-sub-ativas dos antagonistas de receptores NMDA,
MK-801 ou cetamina, com dose sub-ativa de guanosina no TSC. Os
resultados obtidos confirmaram os dados anteriores uma vez que a co-
administragcdo de guanosina com ambas as drogas produziu uma reducéao
significativa no tempo de imobilidade dos animais no TSC. A cetamina
e 0 MK-801 demonstram efeito antidepressivo em modelos animais
preditivos (Dhir and Kulkarni, 2008; Koike et al., 2011) e ambas as
drogas, em doses sub-efetivas causam uma reducdo significativa no
tempo de imobilidade dos animais no TSC ou no TNF, quando
combinadas com doses sub-ativas de compostos ou farmacos com
atividade antidepressiva (Rogdz et al., 2002; Mantovani et al. 2003;
Moretti et al., 2011).

Apesar de tanto a cetamina como 0 MK-801 serem antagonistas
de receptores NMDA e apresentarem propriedades antidepressivas, o
efeito prolongado ocasionado pela administracdo de cetamina nao
ocorre com a administragdo de MK-801 (Autry et al., 2011). Levando
em conta que estas drogas apresentam meia-vida curta, possivelmente
as diferencas na resposta antidepressiva desses agentes se devem a
capacidade de induzir e manter a plasticidade sinaptica e ndo ao
bloqueio em si desses receptores. Essa hipotese enaltece a necessidade
de se investigar o papel das vias de sinalizacdo intracelulares moduladas
pelo bloqueio ou ativacdo dos receptores NMDA na atividade
antidepressiva.

A inativacdo do glutamato ap6s sua funcdo especifica como
neurotransmissor ter sido concluida é essencial para proteger os
neurdnios e células gliais de um potencial insulto toxico. Esses efeitos
criticos do glutamato incluem diversos receptores e segundo-
mensageiros causando alteragbes na circuitaria implicadas nos
transtornos de humor (Machado-Vieira et al., 2009). Niveis excessivos
de glutamato e uma deficiente captacdo glial desse neurotransmissor séo
mecanismos em potencial que podem estar contribuindo para a atrofia e
perda neuronal que ocorrem na depressdo (Krishnan and Nestler, 2008;
Sanacora et al. 2008).
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Entretanto, apesar de ser bem estabelecido que a guanosina
modula o sistema glutamatérgico através da estimulacdo da captacdo de
glutamato pelos astrocitos (Frizzo et al., 2003, 2005), dados
experimentais demonstraram que o nucleosideo tem pouca capacidade
de inibir a ligacdo do neurotransmissor aos seus receptores (Porciincula
et al., 2002). Uma possibilidade para explicar o envolvimento dos
receptores NMDA observado no TSC no presente estudo, pode ser a
ocorréncia de uma reducdo na proporcdo desses receptores em
configuragdo ativa ou aberta causada pela remocdo do glutamato da
fenda sinaptica. Entretanto, novos estudos precisam ser feitos para se
confirmar essa hipdtese.

O influxo de célcio ocasionado pela estimulagdo dos receptores
NMDA induz a ativagdo da NOS no terminal pds-sinaptico,
ocasionando a sintese de NO a partir de L-arginina (Steinert et al.,
2010). O aumento dos niveis de NO esta relacionado a processos
bioldgicos associados com a depressdo como a morte neuronal induzida
por glutamato (Strijbos et al., 1996) e o estresse oxidativo (Bergstrom et
al., 2007, Packer et al., 2005). A excitotoxicidade induzida pelo NO
pode estar relacionada a uma reducdo na captacdo do glutamato pelos
astrocitos e a um aumento na ativacao de receptores NMDA, levando a
um ciclo neuronal vicioso (Strijbos et al., 1996). Foi observado que a
exposicdo de animais ao estresse imprevisivel, além de levar a uma série
de alteracbes comportamentais que se assemelham a depressdo em
humanos, induz a expressio de nNOS em estruturas cerebrais
relacionadas ao transtorno como o hipocampo, a amigdala e o cortex
(De Oliveira et al., 2000, Oliveira et al., 2008). Adicionalmente, estudos
clinicos encontraram niveis elevados de NO em pacientes que
realizaram tentativa de suicidio (Kim et al., 2006).

Levando em conta essas informacBes, o presente estudo
investigou também o envolvimento da via L-arginina-NO no efeito
antidepressivo da guanosina no TSC. O tratamento dos camundongos
com L-arginina (substrato da NOS) foi efetivo em reverter a reducéo no
tempo de imobilidade ocasionada pela guanosina sem alterar a atividade
locomotora dos animais. Esses dados sugerem que o efeito anti-
imobilidade causado por esse nucleosideo no TSC possivelmente é
mediado pela inibicdo da sintese de NO. De fato, estudos demonstram
que a administracdo de L-arginina inibe a atividade tipo-antidepressiva
de diversos farmacos utilizados no tratamento clinico do transtorno
como a imipramina, a venlafaxina e a bupropiona (Harkin et al., 1999;
Dhir and Kulkarni, 2007a, b). Da mesma forma, a reducdo na atividade
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da via NMDA-NOS demonstra ter efeito antidepressivo e/ou
potencializar a atividade antidepressiva em estudos pré-clinicos (Volke
et al., 2003; Harkin et al., 1999, 2004).

O 7-NI é um inibidor preferencial da nNOS que demonstra
propriedades antidepressivas em modelos animais assim como facilita a
neurogénese e neuroplasticidade hipocampal. (Joca e Guimaraes, 2006;
Yildiz et al., 2000). Para verificar se a inibicdo da nNOS influencia o
efeito antidepressivo da guanosina no TSC, o presente trabalho utilizou
a co-administracdo de doses sub-ativas de 7-NI e guanosina. Os
resultados obtidos demonstraram uma reducdo significatica no tempo de
imobilidade registrado no teste. Esses dados estdo de acordo com a
literatura, uma vez que diversos compostos com propriedades
antidepressivas demonstraram ter efeitos que sdo prevenidos pelo
aumento nos niveis de NO (Brocardo et al., 2008; Dhir e Kulkarni,
2008; Ghasemi et al., 2009; Zomkowski et al., 2010; Moretti et al.,
2011).

Apesar do papel dessa molécula na plasticidade sinaptica, 0 NO
é um radical livre que, em niveis elevados, causa danos oxidativos as
células (Habib, 2011). Esse tipo de toxicidade estd relacionada com
diversas desordens do SNC, incluindo a patogénese da depressao
induzida pelo estresse (Tsuboi et al., 2006; Sarandol et al., 2007).
Curiosamente, estudos demonstram que a exposi¢do dos animais a um
estresse agudo ativa cascatas de sinalizacdo que levam a um aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio (Liu et al., 1996; Viswanatha
et al., 2011). Além disso, foi demonstrado recentemente que o estresse
causado pela submissdo dos animais ao TNF, leva a uma alteracdo na
expressdo de genes relacionados a resposta ao estresse oxidativo,
controle da apoptose e neuroplasticidade no hipocampo. De fato esses
processos bioldgicos estdo relacionados tanto com a depressdo quanto
com os niveis de NO. Cabe ressaltar que a maioria dessas alteracfes na
expressao génica foram atenuadas pelo tratamento com 7-NlI, sugerindo
gue a inibicdo da sintese de NO possivelmente tem um efeito
antidepressivo que envolve alteracGes relacionadas ao estresse oxidativo
e a neuroplasticidade (Ferreira et al., 2011).

O NO sintetizado a partir da L-arginina é um potente
estimulador da enzima GCs, que por sua vez catalisa a conversdo de
GTP em GMPc, um mediador de muitos efeitos do NO (Snyder, 1992;
Denninger e Marletta, 1999). No presente trabalho, os camundongos
foram tratados com ODQ, um inibidor da GCs. A administracao foi feita
em uma dose que per se ndo demonstra uma reducdo no tempo de
imobilidade no TSC, combinada com uma dose sub-ativa de guanosina.
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A andlise estatistica do tempo de imobilidade registrado no TSC
demonstrou uma diferenca significativa em compara¢do ao grupo
controle ou as drogas administradas isoladamente, caracterizando um
efeito antidepressivo no modelo preditivo. Esses dados demonstram que
o efeito antidepressivo da guanosina no TSC envolve além do NO, a
regulacdo dos niveis de GMPc por essa molécula.

A concentragdo intracellular de GMPc também pode ser
regulada pela fosfodiesterase (PDE), que por sua vez catalisa a hidrdlise
dos segundo mensageiros AMPc and GMPc. Sildenafil é um inibidor
seletivo da PDE-5, o que faz com que ocorra um aumento nos niveis de
GMPc nos tecidos-alvos (Beavo, 1995). Além disso, uma série de
estudos demonstram que a administracdo de sildenafil reverte a
atividade antidepressiva de diversos compostos em modelos preditivos
(Kaster et al., 2005; Brocardo et al., 2008; Dhir and Kulkarni, 2008;
Moretti et al., 2011). Dessa forma, outra evidéncia de que o efeito
antidepressivo da guanosina no TSC envolve um decréscimo nos niveis
de GMPc é observada no resultado experimental que demonstra que o
tratamento dos camundongos com sildenafil preveniu o efeito
antidepressivo da guanosina no TSC.

Sabe-se que tanto 0 NO como 0 GMPc podem ativar diferentes
tipo de canais de K™ (Taniguchi et al. 1993; Bolotina et al. 1994; Jeong
et al. 2001). A abertura desses canais leva a uma hiperpolarizacdo da
membrana celular, resultando num decréscimo na excitabilidade
neuronal (Mackinnon 2003). Evidéncias apontam para a possibilidade
de que uma via comum no efeito de antidepressivos convencionais
possa ser a modulacdo da excitabilidade neuronal através da inibicdo
desses canais (Tytgat et al. 1997; Kobayashi et al. 2003; Bortolatto et
al., 2010). Em modelos pré-clinicos, a administracdo de diversos
inibidores de canais de K+ demonstrou atividade antidepressiva e, da
mesma forma, ativadores desses canais promoveram um efeito
depressiogénico (Redrobe et al., 1996; Galeotti et al., 1999). Além
disso, evidéncias apontam que a inibicdo desses canais esta envolvida na
atividade antidepressiva de uma série de compostos em modelos
comportamentais (Kaster et al., 2007; Budni et al., 2007; Wilhelm et al.,
2010). Entretanto, novos estudos s@o necessarios para se confirmar o
envolvimento desses canais no efeito antidepressivo da guanosina no
TSC.

Além da via L-arginina-NO-GMPc, a reducdo na atividade dos
receptores NMDA também pode causar alteragBes neuroquimicas que
vao levar a uma série de eventos que modulam a neuroplasticidade. A
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plasticidade sinéptica € a habilidade de processar informacGes de outras
aferéncias neuronais, estocar essa informacdo e gerar futuras respostas
adaptativas. Cabe ressaltar que 0 aumento na sinaptogénese &
tipicamente acompanhado por um aumento no numero de espinhas
dendriticas (Holtmaat e Svoboda, 2009; Yoshihara et al., 2009; Duman
et al., 2012). Diversos estudos suportam a idéia do envolvimento das
espinhas dendriticas no transtorno depressivo. A exposi¢do ao estresse
causa a atrofia de neurdnios localizados em regides intimamente
implicadas com a depressdao como o cdrtex pré-frontal e o hipocampo
(McEwen, 2008; Shansky e Morrison, 2009). Essa atrofia inclui um
decréscimo tanto no numero quanto no tamanho das espinhas
dendriticas, contribuindo para a reducdo no volume dessas estruturas
cerebrais (Drevets e Furey, 2010; Macqueen et al., 2008).

A administragdo dos antagonistas de receptores NMDA,
cetamina e Ro 25-6981, revertem agudamente tanto o déficit nas
espinhas dendriticas quanto as alteracBes comportamentais causadas
pela exposicdo de ratos ao estresse crénico. Cabe ressaltar que esse
modelo comportamental s6 é responssivo ao tratamento crénico com
antidepressivos convencionais. (Li et al., 2011). Esse efeito rapido sobre
a morfologia das espinhas sinapticas assim como sobre o
comportamento dos animais é anulado na presenca de inibidores da via
da PI3K/Akt e da mTOR (Li et al., 2010; Duman et al., 2012).

As PI3Ks sdo enzimas que iniciam cascatas de sinalizacdo que
desempenham um papel critico em uma variedade de processos
celulares, sendo principalmente associadas com o crescimento e a
sobrevivéncia (Kennedy et al. 1997). Apesar de um grande nimero de
efetores da PI3K ter sido identificado, diversos estudos demonstram que
os efeitos sobre a sobrevivéncia celular ocorrem através da proteina Akt
(Toker 2000; Sutton e Chandler, 2002). A ativacdo da via da PISK/AKkt é
mediada pela atividade de diversos receptores e esta relacionada com o
crescimento de neuritos, plasticidade sinaptica e efeito antidepressivo
induzidos pela inativacdo de receptores NMDA e pela ativagdo de
receptores de neurotrofinas, principalmente o BDNF (Kelly and Lynch,
2000; Chao et al., 2006; Chen et al., 2008; Yang et al., 2008). Além
disso, foi observada uma diminuigdo na expressdo e na atividade da
PI3K em pacientes que cometeram suicidio (Dwivedi et al., 2008).
Levando em conta o envolvimento dessa via na depressdo, o presente
trabalho investigou também o papel da PI3K no efeito antidepressivo da
guanosina no TSC.

O tratamento dos animais com LY294002, inibidor reverssivel
da PI3K, foi efetivo em reverter a reducdo no tempo de imobilidade
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causada pela administracdo de dose ativa de guanosina no TSC. Da
mesma forma, os camundongos tratados com wortmanina, inibidor
irreverssivel da PI3K, juntamente com dose ativa de guanosina, ndo
demonstraram efeito anti-imobilidade no TSC. A anélise dos dados
sugere o envolvimento da PI3K no efeito antidepressivo exercido pela
guanosina neste modelo comportamental. Os resultados do presente
trabalho sdo similares a outros estudos com a guanosina, uma vez que
diversos trabalhos constataram que essa via é essencial para a atividade
neuroprotetora da guanosina contra varios tipos de insulto (Di lorio et
al., 2004; D’Alimonte et al., 2007; Pettifer et al., 2007; Oleskovicz et
al., 2008; Tarozzi et al., 2010; Dal-Cim et al., 2011).

Por fim, foi investigado o envolvimento da mTOR no efeito
tipo-antidepressivo da guanosina no TSC através do tratamento dos
animais com um inibidor da atividade dessa proteina. Os animais
tratados com rapamicina ndo apresentaram a reducdo significativa no
tempo de imobilidade ocasionada pelo tratamento com guanosina no
TSC, indicando o envolvimento dessa via no efeito encontrado.

A rapamicina é um derivado de bactérias encontradas no solo
da Ilha de Pascoa (Rapa Nui) que possui propriedade antiproliferativa
através da inibicdo da atividade da mTOR (Vézina et al., 1975;
Benjamin et al.,, 2011). A mTOR exerce seus efeitos sobre a
proliferacdo celular a partir da formacdo de um complexo chamado
mTORC1. Um dos principais substratos da ativacdo desse complexo é a
proteina ribossomal S6 cinase (S6K) que, por sua vez, controla diversos
aspectos da sintese protéica como a regulacdo da biossintese da
subunidade ribossomal S6 (Hoeffer e Klann, 2010). A estimulacdo da
sintese protéica pela mTOR, eleva os niveis de proteinas associadas ao
funcionamento sinaptico como a sinapsina-1, a proteina de densidade
pos-sindptica (PSD95) e a GIuR1, levando ao aumento no nimero de
espinhas dendriticas e ao comportamento antidepressivo (Li et al., 2011;
Duman et al., 2012).

Sendo assim, possivelmente a guanosina através de seus efeitos
modulatorios sobre o sistema glutamatérgico, esteja afetando a atividade
dos receptores NMDA e, consequentemente as vias do NO-GMPc e da
PI3K/AKt/mTOR, produzindo o comportamento tipo-antidepressivo
observado no TSC.
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Figura 20. Possiveis mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo da
administracdo aguda de guanosina no TSC. A guanosina parece reduzir a
atividade de receptores NMDA, possivelmente através da redugdo dos niveis de
glutamato na fenda ocasionada pela estimulacdo da captagcdo deste
neurotransmissor pelos astrdcitos. Seu efeito também é dependente da
diminuicdo dos niveis de NO e GMPc no neurdnio, ocasionada pela atividade
reduzida dos receptores NMDA. Além disso, um aumento na atividade das
proteinas PI3K e mTOR parece ser essencial para que ocorra o efeito observado
no TSC.
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CONCLUSOES

\' A administracdo aguda de baixas doses de guanosina por via oral
produz um efeito tipo-antidepressivo no TNF e no TSC sem alterar a
atividade locomotora dos animais no TCA.

\ O efeito antidepressivo da guanosina no TSC foi revertido pela
ativacdo dos receptores NMDA.

' A guanosina produziu um efeito antidepressivo no TSC em dose sub-
ativa quando combinada com doses sub-ativas de antagonistas de
receptores NMDA.

v A reducdo no tempo de imobilidade dos animais ocasionada pela
administracdo de guanosina foi revertida pelo aumento nos niveis de
NO.

v O tratamento dos animais com dose sub-ativa de guanosina
combinada com dose sub-ativa de inibidor da GCs demonstrou um
efeito antidepressivo no TSC.

v O aumento nos niveis de GMPc anulou o efeito antidepressivo da
guanosina no TSC.

\ A inibicdo da PI3K e da mTOR reverteram o efeito antidepressivo
ocasionado pela administragdo de guanosina no TSC.
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PERSPECTIVAS

* Investigar o envolvimento do sistema adenosinérgico, dos canais de
K+ e dos receptores glutamatérgicos do tipo AMPA no efeito tipo-
antidepressivo da guanosina.

* Investigar o envolvimento de outras vias de sinalizag@o intracelular no
efeito tipo-antidepressivo da guanosina como as MAPKSs e a GSK-3.

* Avaliar as alteragdes nos nives do NGF, FGF-2, VEGF e BDNF no
cértex e hipocampo de camundongos tratados com guanosina.

» Verificar o efeito da administragdo de guanosina sobre parametros
oxidativos como a glutationa-S-tranferase, catalase e superdxido
dismutase, assim como a relagdo GSH/GSSG e a peroxidacdo lipidica
pela dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS).

* Investigar o papel da guanosina sobre a expressdo e atividade de
proteinas sinapticas como a sinapsina-1, a PSD95 e GIuRL1.
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