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RESUMO

Considerando que a administracdo de &cido ascorbico causa um
efeito tipo-antidepressivo em camundongos por um mecanismo
que envolve uma interagdo com receptores N-metil-D-aspartato
e a via L-arginina-oxido nitrico- GMPc e levando em conta que
a estimulacdo dessa via est associada com a ativacao de canais
de potéassio (K*), este estudo investigou o envolvimento de
diferentes tipos de canais de K™ no efeito do acido ascdrbico no
teste de suspensdo pela cauda (TSC). A administracdo
intracerebroventricular de tetraetilaménio (TEA, um inibidor
de canais de K" ndo especifico, 0,5 pg/sitio), glibenclamida
(um bloqueador de canais de K* sensiveis a ATP, 0,5 pg/sitio),
caribdotoxina (um inibidor de canais de K" ativados por calcio
de larga e intermediaria condutancia, 25 pg/sitio) ou apamina
(um inibidor de canais de K* ativados por célcio de baixa
condutancia, 10 pg/sitio) foi capaz de produzir um efeito
sinérgico com uma dose sub-ativa de acido ascorbico (0,1
mg/kg) administrada oralmente (p.0.). O efeito tipo-
antidepressivo do acido ascérbico (1 mg/kg, p.o.) no TSC foi
prevenido pelo pré-tratamento dos camundongos com 0s
ativadores de canais de K* cromacalim (10 ug/sitio, i.c.v.) e
minoxidil (10 pg/sitio, i.c.v.). Além disso, o tratamento com
cromacalim aboliu o efeito tipo-antidepressivo sinérgico
produzido pela administragdo combinada de doses sub-ativas
de é&cido ascérbico e 7-nitroindazol (25 mg/kg, i.p.). A
administragio de moduladores de canais de K* sozinhos, ou em
combinacdo com &cido ascérbico ndo afetou a locomogéo dos
animais. Em conjunto, nossos resultados mostram que o efeito
tipo-antidepressivo do &cido ascorbico no TSC pode envolver,
ao menos em parte, a modulacdo da excitabilidade neuronal,
via inibicdo de canais de K.

Palavras-chave: Antidepressivo; Acido ascorbico; Canais de K+;
Teste da suspenséo pela cauda.






ABSTRACT

Considering that the administration of ascorbic acid elicits an
antidepressant-effect in mice by a mechanism which involves an
interaction with N-methyl-D-aspartate receptors and the L-
arginine-nitric oxide-cGMP pathway and taking into account that
the stimulation of this pathway is associated with the activation of
potassium (K+) channels, this study investigated the involvement
of different types of K+ channels on the effect of ascorbic acid in
the mouse tail suspension test (TST). Intracerebroventricular
administration of tetraethylammonium (TEA, a non-specific
blocker of K+ channels, 25 pg/site), glibenclamide (an
ATPsensitive K+ channel blocker, 0.5 pg/site), charybdotoxin (a
large- and intermediate conductance calcium activated K+ channel
blocker, 25 pg/site) or apamin (a small-conductance calcium-
activated K+ channel blocker, 10 pg/site) was able to produce a
synergistic effect with a sub-effective dose of ascorbic acid (0.1
mg/kg) given orally (p.o.). The antidepressant-like effect of
ascorbic acid (1 mg/kg, p.o.) in the TST was prevented by the pre-
treatment of mice with the K+ channel openers cromakalim (10
pg/site, i.c.v.) and minoxidil (10 pg/site, i.c.v.). Moreover,
cromakalim abolished the synergistic effect elicited by the
combined treatment with sub-effective doses of ascorbic acid and
7-nitroindazole (25 mg/kg, i.p.). The administration of the K+
channel modulators alone or in combination with ascorbic acid
did not affect the locomotion of mice. Together, our results show
that the antidepressant-like effect of ascorbic acid in the TST may
involve, at least in part, the modulation of neuronal excitability,
via inhibition of K+ channels.

Keywords: Antidepressant; Ascorbic acid; K+ channel; Tail
suspension test.
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1. INTRODUCAO

A depressao é um transtorno debilitante e altamente prevalente,
acometendo mais de 350 milhGes de pessoas em todo o mundo
(Organizacdo Mundial de Saude, 2012). Atualmente, € considerada
um dos maiores problemas de salide publica mundial, especialmente
no ocidente (Nestler e Carlezon, 2006; Nakajima et al., 2010;
Olesen e Leonardi, 2003). Nos piores casos, a depressao pode levar
ao suicidio, que, segundo a Organizacdo Mundial de Salde, é a
causa da morte de aproximadamente um milhdo de pessoas todos o0s
anos, sendo que para cada pessoa que comete suicidio, 20 outras
devem tentar acabar com a sua vida (Marcus et al., 2012).

Segundo o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-IV-TR), a depressdo € caracterizada pela
manifestacdo de 5 ou mais sintomas especificados na tabela 1,
durante um periodo superior a duas semanas, sendo que pelo menos
um deve ser humor deprimido ou anedonia durante a maior parte do
tempo.

Apesar de todos os mecanismos bioldgicos deste transtorno ndo
terem sido ainda totalmente elucidados, ja foi possivel a
identificagdo do envolvimento de diversos alvos moleculares na
fisiopatologia deste transtorno. Sabe-se que a depressdo pode ser 0
resultado, pelo menos em parte, de uma deficiéncia na atividade
monoaminérgica no encéfalo (Elhwuegi, 2004). Essa hipotese
postula que a depressdo ocorreria devido a uma reducao nos niveis
de monoaminas (serotonina, dopamina e noradrenalina) na fenda
sindptica. Essa preposicdo € apoiada pelo mecanismo de acdo da
maioria dos antidepressivos classicos, que aumentam os niveis de
monoaminas disponiveis na fenda sinaptica (Figura 1) (Cummings,
1993; Elhwuegi, 2004; Prins et al., 2011).

Mesmo bem estabelecida, a hipétese monoaminérgica ndo é
capaz de explicar o complexo mecanismo deste transtorno. Diversos
outros sistemas neurais € mecanismos de transducdo de sinal estdo
implicados na fisiopatologia da depressdo. Entre eles estdo, os
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e a via L-arginina-Oxido
nitrico (NO) (Harkin et al., 1999; Sanacora et al., 2008; Zombowski
et al., 2010), o sistema opidide (Brocardo et al., 2009; Negus et al.,
2011), o sistema GABAérgico (Nakagawa et al., 1996; Cryan e
Slattery, 2010), canais de célcio (Galeotti et al., 2006), aumento nos
niveis plasmaticos de glicocorticoides e desregulagdo no eixo
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) (Perera et al., 2007; Pittenger
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Tabelal. Critérios Diagnésticos do DSM-IV

CRITERIOS PARA DIAGNOSTICO DA DEPRESSAO
DE ACORDO COM O DSM-IV

1)
@)
®)

(4)
()
(6)
(7)
(8)
©)

Cinco (ou mais) dos seguintes sintomas presentes durante um
periodo de no minimo duas semanas; pelo menos um dos dois
primeiros sintomas deve estar presentes (1) humor deprimido
ou (2) anedonia;

Humor deprimido a maior parte do tempo, relatado pelo
paciente ou por observagdo de outrem;

Diminuicdo marcante no prazer ou interesse em todas, ou
quase todas as atividades (anedonia);

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

Agitacado ou retardo psicomotor;

Fadiga ou falta de energia;

Sentimentos de culpa ou desvalia excessivos ou improprios;
Diminuicdo na capacidade de concentracdo e pensamento;
Pensamentos recorrentes de morte, ideagdo suicida sem um

plano especifico ou tentativa de suicidio ou plano especifico para
cometer suicidio.

A.

B.

Os sintomas ndo devem preencher os critérios para um
episédio misto (transtorno bipolar);

Os sintomas sdo causa de um sofrimento ou deterioragédo
significativa do funcionamento social, ocupacional ou em outras
importantes areas da vida;

Os sintomas nao se devem aos efeitos fisiolégicos diretos de
uma substancia (p.ex., uma droga de abuso) ou um problema
médico de ordem geral (p.ex. hipotireoidismo);

Os sintomas ndo tém relagdo com o luto (pelo periodo de 2
meses apos o0

falecimento de alguém préximo).

Adaptado de DSM-IV-R = Manual Estatistico e Diagndstico de Doencas

Mentais,

Quarta Edigdo, Revisdo de texto, Associacdo Americana de

Psiquiatria, Washington, DC: 2000

e Duman, 2008; Kunugi et al., 2010). A depressdo também pode
ser desencadeada por um aumento dos niveis de citocinas pro-
inflamatérias como o fator de necrose tumoral (TNF-a), as
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interleucinas -1 e 6 e o interferon-a (Maes et al., 2009; Miller et al.,
2009; Kaster et al., 2012), por exposi¢do a eventos estressantes
durante a vida do individuo (Henn e Vollmayre, 2005; Mann e
Currier, 2010) ou ainda por alteragfes em vias de sinalizacdo celular
que regulam a sobrevivéncia e a neuroplasticidade celular
(Picchinni et al.; 2004; Perera et al., 2007; Beaulieu et al., 2009;
Numakawa et al., 2010).

Figura 1. Teoria monoaminérgica da depressdo. A. No cérebro normal os
neurotransmissores monoaminérgicos sdo liberados e ativam receptores pés-
sinapticos. A neurotransmissdo € terminada pela recaptagdo do
neurotransmissor no neurdnio pré-sinaptico. B. Na depressdo, a concentragéo
de monoaminas na fenda sinéptica estd diminuida, acarretando o transtorno
de humor. C. O bloqueio dos sitios de recaptacdo aumenta a disponibilidade
dos neurotransmissores monoaminérgicos para ativarem seus receptores pos-
sinapticos, e o humor é restabelecido. (Castren, 2005).

Diversos estudos pré-clinicos sugerem ainda uma associagao
entre os canais de K" e a fisiopatologia da depressdo (Guo et al.,
1995; 1996; Galeotti et al., 1999; Kaster et al., 2005). Os canais de
K" sdo proteinas transmembrana que formam poros i6nicos
seletivos a K™ e que se mantém abertos no repouso (Choe, 2002;
Honoré, 2007). potencial de membrana através da promocdo da
hiperpolarizacéo (Honoré, 2007).

Esses canais sdo importantes reguladores de processos
fisioldgicos que incluem a excitabilidade neuronal e a propagacao
do sinal (Shieh et al., 2000; MacKinnon, 2003), reestabelecendo o
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potencial de membrana através da promocao da hiperpolarizacéo
(Honoré, 2007).

Em animais, foi reportado que a administracdo de varios
bloqueadores de canais de K*, como tetraetilamdnio (TEA),
apamina, caribdotoxina, gliquidona e glibenclamida, produz um
efeito tipo-antidepressivo no teste do nado forcado (TNF) (Galeotti
et al., 1999; Kaster et al., 2005), enquanto que o tratamento com
ativadores de canais de K', como minoxidil ou cromacalim,
aumentou o tempo de imobilidade neste teste, indicando um efeito
tipo-depressivo (Galeotti et al., 1999). Além disso, dados da
literatura sugerem que diferentes classes de antidepressivos,
incluindo fluoxetina, venfalaxina, clomipramina, maprotilina,
citalopram e paroxetina, podem modular a excitabilidade neuronal
através da inibicdo de canais de K' e essa pode ser a via final
comum da acgdo farmacoldgica dessas drogas (Tytgat et al., 1997;
Nicholson et al., 2002; Kobayashi et al., 2004, 2006; Bortolatto et
al., 2010).

O glutamato, principal neurotransmissor excitatorio do
SNC de mamiferos, tem um papel proeminente na plasticidade
sinaptica, aprendizado e memoéria, no entanto, um aumento da
atividade glutamatérgica leva a excitotoxicidade, frequentemente
associada a doencas neuroldgicas e psiquiatricas, incluindo a
depressdo (Skolnick, 1999; Zarate et al., 2010; Calabrese et al.,
2012). Estudos pré-clinicos e clinicos tém demonstrado que
antagonistas de receptores NMDA, um sub-tipo de receptores para o
glutamato, apresentam propriedades antidepressivas e que 0
tratamento com antidepressivos pode ter um efeito sobre a funcéo
destes receptores (Skolnick, 1999; Mathew et al., 2005; Garcia et
al., 2008 a e b; Chung, 2012; Sanacora et al., 2012).

A ativacdo de receptores NMDA leva ao aumento da
producdo de NO (Liu et al., 1997), outra importante molécula
sinalizadora do SNC que é produzida através da ativacdo de uma
familia de enzimas, as NO sintases (NOS). Essa sintese pode
ocorrer mediante a acdo de trés diferentes isoformas da NOS:
neuronal (nNNOS), induzida (iNOS) e endotelial (eNOS) (Magarinos
e Mcewen, 1995). No encéfalo de mamiferos, mais de 90% da
producdo é realizada pela nNOS (Joca et al., 2007). Por sua vez, o
NO ¢ responsavel pela producdo de guanosina3’,5’-monofosfato
ciclico (GMPc), através da ativacdo da enzima guanilato ciclase
soltvel (GCs) (Denninger e Marletta, 1999).
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E importante destacar que alguns estudos reportaram que
tanto o NO quanto a guanosina3’, 5’-monofosfato ciclico (GMPc)
podem ativar diferentes tipos de canais de K™ em diversos tecidos
(Bolotina et al., 1994; Jeong et al., 20014, b). Além disso, doadores
de NO também sdo capazes de ativar esses canais (Fujino et al.,
1991; Williams et al., 1988). De fato, a inibicdo dos receptores
NMDA, e consequente reducdo dos niveis de NO, previne a
ativacdo dos canais de K', evitando a hiperpolarizacio neuronal
(Christie, 1995).

Atualmente, existem varias classes de antidepressivos
disponiveis para o tratamento da depresséo, incluindo os triciclicos,
os inibidores da monoamina oxidase, os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina e os inibidores mistos da recaptacdo de
serotonina e noradrenalina (Berton e Nestler, 2006; Nemeroff,
2007). Apesar da diversidade de farmacos, ainda existe uma lacuna
entre o inicio do tratamento farmacoldgico e o efeito terapéutico,
mesmo que parcial, desses medicamentos. Levando em
consideragdo que apenas cerca de 60 % dos pacientes sdo
responsivos ao tratamento (Gareri et al., 2000; Berton e Nestler,
2006), e que os farmacos atuais possuem muitos efeitos colaterais, o
gue causa um abandono do tratamento em muitos casos (Nestler et
al., 2002a), ha uma forte necessidade do desenvolvimento de novos
farmacos mais efetivos para o tratamento da depressao.

O L-acido ascérbico (Fig. 2), popularmente conhecido
como vitamina C, é uma vitamina hidrossoltivel com propriedades
neuroprotetoras e antioxidantes (Rice, 2000). Em 1928 foi
encontrado pela primeira vez como um agente redutor na glandula
adrenal, por Szent-Gyorgy (Grunewald,1993).

O é&cido ascorbico teve seu nome originado devido ao fato
de conferir protecdo contra o escorbuto, doenca causada devido a
grave caréncia de vitamina C (Schanderl, 1970). Nos mamiferos, em
pH fisiologico, essa molécula se ioniza liberando um préton,
passando a se chamar ascorbato (Figura 2) (Rebec e Pierce, 1994).

Muitos mamiferos possuem a capacidade de sintetizar o
ascorbato diretamente no figado, mas tanto cobaias quanto humanos
ndo sdo capazes de fazer essa sintese, devido a falta da enzima L-
gulono-lactona oxidase, necessaria para 0 Ultimo passo da
biossintese do ascorbato. Esse fato ndo é prejudicial, pois esta
vitamina pode ser facilmente encontrada na dieta, e
subsequentemente captada no intestino por uma familia de
transportadores especificos (Rice, 2000). Ap6s a sua captacdo, ela
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entra na corrente sanguinea e é amplamente distribuida pelo
organismo. Vale ressaltar que os niveis de ascorbato no encéfalo e
na adrenal sdo muito maiores do que no sangue e em outros 6rgédos
(Agus et al., 1997; Harrison et al., 2009), e que a sua concentragdo
no encéfalo muda rapidamente em resposta a atividade neuronal
(Grunewald, 1993). O ascorbato e a glutationa (GSH) séo os dois
antioxidantes de baixo peso molecular mais abundantes em tecidos
encefalicos de mamiferos (Zarebkohan e Naini, 2011).

CH,OH CH OH
CHOH C OH
Q H'
acido ascérbico (C) anion ascorbato (C-)
e e'
CH,OH CH,OH
|
CHOH o ) CHOH
o
(o} o}
acido dehidroascérbico radical ascorbila (C)

(dehidroC)

Figura 2. Bioquimica do &cido ascorbico. Em pH fisioldgico de
mamiferos, o &cido ascorbico é encontrado sob a forma de &nion ascorbato.
A estrutura do ascorbato permite a perda de elétrons e assim sua oxidagao
em um processo reversivel de duas etapas. Inicialmente o ascorbato é
oxidado através da perda de um elétron, formando um radical intermediario
chamado de radical ascorbila ou semi-dehidroascorbato. Através da perda
de um segundo elétron e desprotonacdo, este € oxidado a &cido
dehidroascérbico ou dehidroascorbato.

O ascorbato atua como antioxidante endégeno (Schereiber e
Trojan, 1991; Naidu, 2003), podendo reagir com espécies reativas
de oxigénio (EROs) e estabilizar radicais livres produzidos durante
0 metabolismo celular (Padayatty et al., 2003). Existem relatos,
ainda de que esta vitamina pode ter efeitos benéficos sobre a
memoria (Harrison et al., 2009; Kumar et al., 2009), acdo
antitumoral (Chen et al., 2008), antinociceptiva (Rosa et al., 2005) e
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efeito neuroprotetor contra isquemia (Stamford et al., 1999) e
convulsbes (Freitas e Tomé, 2010). O acido ascérbico apresenta
ainda uma importante acdo neuromoduladora, tanto sobre a
neurotransmissdo dopaminérgica como glutamatérgica (Grinewald,
1993; Rebec e Pierce, 1994; Rice, 2000). O anion ascorbato é
liberado dos neurénios glutamatérgicos como parte do processo de
recaptacdo do glutamato, no qual o transportador de glutamato de
alta afinidade troca ascorbato por glutamato. Este processo pode
ocorrer também em células gliais, garantindo um elevado nivel de
ascorbato extracelular em muitas regifes do encéfalo (Rebec e
Pierce, 1994; Rice, 2000). Foi demonstrado ainda que o ascorbato
inibe o receptor NMDA através de um fenémeno redox (Majewska
et al., 1990). Considerando os estudos que implicam os receptores
NMDA na fisiopatologia da depressdo (Chung et al., 2012) e o
efeito inibitério que acido ascorbico possui sobre a funcdo estes
receptores (Majewska et al., 1990), pode-se sugerir que tal vitamina
pode apresentar um efeito antidepressivo dependente desta
propriedade, hip6tese que foi reforcada por um estudo do nosso
grupo (Moretti et al., 2011).

Em estudos clinicos, ja foi reportado que a administracdo
de é&cido ascorbico aliviou a depressdo induzida pelo horménio
adrenocorticotrofico em uma crianga (Cocchi et al., 1980) e
diminuiu escores no inventario Beck de depressdo em individuos
saudaveis (Brody, 2002), indicando uma melhora no humor. Outro
estudo verificou uma diminui¢do dos niveis de &cido ascorbico no
plasma de pacientes com depressao maior (Khanzode et al., 2003), e
foi relatado ainda o caso de um paciente com depressdo maior que
desenvolveu escorbuto (Chang et al. 2007), o que sugere que uma
baixa ingesta de acido ascOrbico, e consequente diminuicdo dos
niveis enddgenos do mesmo, pode estar relacionada com a
patogénese da depressdo. Ainda ha relatos de que a ingestdo de
acido ascorbico esta associada a reducdo de sintomas depressivos
em uma comunidade de idosos no Japéo (Oishi et al., 2009).

Em camundongos, a administracdo de &cido ascorbico
produziu um efeito tipo-antidepressivo no teste da suspensdo pela
cauda (TSC) por um mecanismo dependente da interacdo desta
vitamina com os sistemas monoaminérgicos (Binfaré et al., 2009),
com receptores NMDA e com a via L-arginina-NO-GMPc (Moretti
et al., 2011). Reforcando a ideia de que essa vitamina pode ser uma
alternativa no manejo dos sintomas da depressdo, nosso grupo
recentemente demonstrou que o tratamento repetido com &cido
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ascorbico, semelhante a fluoxetina, reverteu o comportamento tipo-
depressivo e o dano oxidativo cerebral, induzido pelo estresse
crénico em camundongos (Moretti et al., 2012).

Para investigar a fisiopatologia da depresséo, e poder entdo
desenvolver novas drogas antidepressivas que atuem em distintos
alvos farmacologicos, & imprescindivel a utilizacdo de modelos
animais de depressdo. Entre estes modelos estdo o teste do nado
forcado (TNF) (Porsolt et al., 1977), utilizado em ratos e
camundongos, e 0 TSC, utilizado em camundongos e primeiramente
descrito por Steru et al. (1985). Estes dois sdo modelos animais
preditivos para a acdo antidepressiva de um composto ou farmaco.
Nestes testes comportamentais o tempo de imobilidade dos animais
é mensurado, sendo que compostos que exibem um efeito tipo-
depressivo aumentam esse tempo, enquanto que antidepressivos
classicos ou compostos com potencial tipo-antidepressivo causam
uma diminuicdo no tempo de imobilidade dos animais nestes testes.
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2. JUSTIFICATIVA

A depressdo é uma das doengas neuropsiquiatricas mais
prevalentes, causa uma consideravel morbidade psiquiatrica, perda
de produtividade e possui um grande impacto econémico (Ebmeier et
al., 2006), além de ser o principal fator de risco independente para o
desenvolvimento de doengas arteriais coronarianas e isquemia
cerebral, e de estar associada com risco de suicidio (Nemeroff e
Owens, 2002).

A terapia para a depressdo ndo tem sido totalmente eficaz e, em
muitos casos, estd associada a efeitos colaterais indesejados, o que
prejudica a adesdo do paciente ao tratamento (Nestler et al., 2002a).
Além disso, os tratamentos atuais possuem uma grande janela de
resposta terapéutica (cerca de 3 a 5 semanas) e apenas cerca de 60%
dos pacientes sdo responsivos a esses tratamentos (Gareri et al.,
2000; Berton e Nestler, 2006). Sendo assim, ha uma grande demanda
por novos farmacos com acdo rapida, segura e efetiva para a
depressédo (Berton e Nestler, 2006).

Considerando-se os relatos existentes de que o acido ascorbico
possui efeito antidepressivo em estudos pré-clinicos (Binfaré et al.,
2009; Moretti et al., 2011) e clinicos (Coochi et al., 1980; Brody,
2002), faz-se necessario a melhor compreensdo dos mecanismos
moleculares de acdo dessa vitamina. Tendo em vista que o efeito
tipo-antidepressivo do acido ascérbico no TSC é dependente da
inibigdo, ou de receptores NMDA, ou da sintese de NO e GMPc, este
estudo visa elucidar se o efeito tipo-antidepressivo desta vitamina no
TSC pode ser também dependente da inibigo de canais de K.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o envolvimento de diferentes tipos de canais de K* no
efeito tipo-antidepressivo do acido ascérbico no teste do campo
aberto (TCA).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o efeito da administracdo combinada de doses sub-
ativa de acido ascorbico e diferentes inibidores de canais de K*
(TEA, um bloqueador de canais de K" ndo especifico;
glibenclamida, um inibidor de canais de K* sensivel a ATP;
caribdotoxina, um inibidor de canais de K" ativados por calcio
de alta e média condutancia; apamina, um inibidor de canais de
K" ativados por calcio de baixa condutancia) no TCA em
camundongos.

Verificar o efeito da administragdo de minoxidil ou cromacalim,
ativadores de canais de K*, sobre o efeito tipo antidepressivo
produzido pela administracdo de uma dose ativa de é&cido
ascorbico em camundongos no TCA.

Verificar o efeito da administracdo de cromacalim sobre o
comportamento  tipo  antidepressivo  produzido  pela
administracdo combinada de doses sub-ativas de 4cido
ascorbico e 7-nitroindazol, um inibidor especifico de NOS
neuronal, no TCA em camundongos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Os experimentos comportamentais foram conduzidos utilizando
camundongos Swiss adultos, com aproximadamente 60 dias de idade e
pesando entre 30 e 40 g, animais de ambos os sexos foram distribuidos
homogeneamente entre os diferentes grupos, mantidos a 20-22 °C com
acesso livre a a4gua e comida, sob um ciclo 12:12 claro/escuro, com
luzes sendo ligadas as 7:00. Os animais foram separados em grupos de
15 animais em caixas medindo 41x34x16 cm e foram colocados na sala
de experimento 24 h antes do teste para aclimatagdo. Todos 0s testes
comportamentais foram realizados entre 09:00 e 16:00h.

Os animais foram utilizados apés a aprovacdo do protocolo pelo
Comité de Etica da instituicio (CEUA-UFSC — PP00795). Todos os
esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento animal e reduzir o
nlmero de animais usado nos experimentos.

4.2 DROGAS

As seguintes drogas foram utilizadas: 4&cido ascorbico,
tetraetilamdnio (TEA), 7-nitroindazol (Sigma Chemical Co, USA),
apamina, caribdotoxina, cromacalim, minoxidil e glibenclamida (Tocris
Cookson, Ballwin, MO, USA).

Cromacalim, minoxidil e 7-nitroindazol foram dissolvidos em
salina com 10% de Tween 80, 0 acido ascérbico foi dissolvido em agua
destilada e todas as outras drogas foram dissolvidas em solucéo salina
isotonica (NaCl 0,9%) imediatamente antes do uso. Os grupos tratados
com veiculo foram avaliados simultaneamente. A maioria das drogas
foram administrados via intracerebroventricular (i.c.v.), em um volume
de 5 pl por camundongo, exceto acido ascorbico, administrado
oralmente (p.0.) via gavagem, e 7-nitroindazol, que foi administrado
intraperitonealmente (i.p.) em um volume constante de 10 ml/kg de peso
do animal.

As injegdes i.c.v. foram realizadas a mo livre sob leve anestesia
com éter, de acordo com o procedimento descrito anteriormente
(Brocardo et al., 2008; Kaster et al., 2012). Rapidamente, uma agulha
hipodérmica com didmetro externo de 0,Amm conectada a uma cénula,
que estava ligada a uma seringa Hamilton de 25 pl, foi inserida
perpendicularmente através do cranio e ndo mais que 2 mm dentro do
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encéfalo de cada camundongo. Um volume de 5 pl foi entdo
administrado no ventriculo lateral esquerdo. A injecao foi feita em 30s,
e a agulha permaneceu no lugar por mais 30s para evitar o refluxo das
substancias injetadas. O local da injecdo foi 1 mm para a esquerda do
ponto mediano em uma linha desenhada através da base anterior das
orelhas. Resultados de camundongos que apresentaram erro na
localizagdo da injegcdo i.c.v. ou sinais de hemorragia (<5%) foram
retirados da analise estatistica.

4.3 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

Para testar a hipdtese de que o efeito tipo-antidepressivo do
4cido ascorbico é mediado pela inibicio de canais de K*, grupos
distintos de camundongos foram pré-tratados com uma dose sub-ativa
de acido ascérbico (0,1 mg/kg, p.o.), ou veiculo, 45 minutos antes da
administracdo via i.c.v de TEA (um inibidor ndo-especifico de canais de
K*, 25 pg/sitio), glibenclamida (um inibidor de canais de K" sensivel a
adenosina trifosfato (ATP), 0,5 pg/sitio), caribdotoxina (um inibidor de
canais de K' ativados por calcio de alta e média condutincia, 0,5
pg/sitio), apamina (um inibidor de canais de K" ativados por calcio de
baixa condutancia, 10 pg/sitio) ou veiculo. Foram aguardados 15
minutos antes que os animais fossem testados no TSC (Figura 3A). Em
outra série de experimentos, 0os camundongos foram administrados via
i.c.v. com cromacalim (um ativador de canais de K*, 10 pg/sitio) ou
minoxidil (um ativador de canais de K*, 10 pg/sitio) 45 minutos apos a
administracdo de &cido ascorbico (1 mg/kg, p.0.). Quinze minutos
depois, o TSC foi executado (Figura 3B).

Em outro experimento (Figura 3C), foi avaliado o efeito da
administracdo de um ativador de canais de K' no efeito tipo-
antidepressivo sinérgico produzido pela administracdo combinada de
doses sub-ativas de é&cido ascorbico e 7-nitroindazol (um inibidor
especifico da NOS neuronal, 25 mg/kg, i.p.). Para esse proposito, acido
ascorbico ou veiculo foram administrados 30 minutos antes do
tratamento com 7-nitroindazol ou veiculo. Ap6s 15 minutos, 0s
camundongos foram administrados com cromacalim (um ativador de
canais de K*, 10 pg/sitio, via i.c.v.) ou veiculo e, 15 minutos depois
foram testados no TSC.

As doses de acido ascérbico foram selecionadas de acordo com
estudos anteriores conduzidos em nosso laboratério (Binfaré et al.,
2009; Moretti et al., 2011). As doses e o cronograma de administracéo
dos moduladores de canais de K* foram escolhidos com base em dados
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da literatura (Galeotti et al., 1999; Kaster et al., 2005; Budni et al.,
2007, 2012; Jesse et al., 2009; Bortolatto et al., 2010).

A
i 15 min
1 45 min 1 1
1 || 1
Ac. Ascérbico TEA, TSC
ouveiculo (p.o.) glibenclamida, TCA
caribdotoxina,
apamina ou
veiculo (icv)
B
I 45 min I 15 min I
Ac. Ascorbico Cromacalim,
. . s TSC
ouveiculo (p.o.) minoxidil ou
. . TCA
veiculo (i.cwv.)
C
I 30 min I 15 min I 15 min I
Ac. Ascorbico 7-nitroindazol Cromacalim ou TsC
ouveiculo (p.o.) ouveiculo (ip.) veiculo (icv) TCA

Figura 3. Protocolo do tratamento farmacolégico. A. Para verificar o efeito
da administragdo combinada de uma dose sub-ativa de &cido ascérbico com
diferentes bloqueadores de canais de K* no TSC e no TCA. B. Para verificar os
efeitos da admnistracdo dos ativadores de canais de K* sobre o efeito tipo-
antidepressivo do acido ascérbico. C. Para verificiar os efeitos da administracdo
de cromacalim sobre o comportamento tipo-antidepressivo sinérgico induzido
pela administragdo combinada de &cido ascérbico e 7-nitroindazol.

4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.4.1 Teste de suspensao pela cauda (TSC)

A duracdo total da imobilidade induzida pela suspensdo da
cauda foi medida de acordo com o método descrito por Steru et
al.(1995). Camundongos tanto acustica quanto visualmente isolados
foram suspensos a 50 cm do chdo por uma fita adesiva, colada a
aproximadamente 1 cm da ponta da cauda do animal. Os camundongos
foram considerados imoveis apenas quando ficaram pendurados
passivamente e completamente sem se movimentar. O tempo de
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imobilidade foi contabilizado manualmente, durante um periodo de 6
minutos.

4.4.2 Teste do campo aberto (TCA)

Dez minutos apés o TSC, a atividade locomotora foi avaliada no
TCA como descrito previamente (Moretti et al.,, 2011). O aparato
consistia em uma caixa de madeira medindo 40x60x50cm de altura, o
chdo era dividido em 12 quadrantes iguais. O nimero de quadrantes
cruzados com todas as patas (crossings) foi contado manualmente em
uma sessdo de 6 min. A luz foi mantida em uma intensidade minima
para evitar comportamento ansioso. O aparato foi limpo entre cada teste
com uma solucéo de alcool 10% de modo a ocultar pistas dos animais.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da
média. As diferencas entre os grupos experimentais foram determinadas
por ANOVA de duas ou trés vias, seguido por post hoc de Newman-
Keuls. Um valor de P<0,05 foi considerado significativo.
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5. RESULTADOS

5.1 EFEITOS DA ADMINISTRAGAO COMBINADA DE DOSES
SUB-ATIVAS DE INIBIDORES DE CANAIS DE K* E ACIDO
ASCORBICO NO TSC E TCA

Os efeitos da administracdo de doses sub-ativas de &cido
ascorbico e TEA (um inibidor de canais de K’ ndo especifico, 25
po/sitio) no TSC sdo mostrados na Figura 4A. A anélise ANOVA de
duas vias revelou diferencas significativas para o acido ascdrbico
[F(1,24)=10,85; P<0,01], TEA [F(1,24)=5,11; P=0,03] e na interagdo
acido ascorbico x TEA [F(1,24)5,33;P=0,02]. A analise post hoc indicou
gue o tratamento com &cido ascorbico e TEA produziu um efeito tipo-
antidepressivo sinérgico. Quanto a atividade locomotora, a anélise
ANOVA de duas vias revelou que ndo houve diferencas estatisticamente
significativas para o 4acido ascérbico [F(1,25)=0,80; P=0,37], TEA
[F(1,25)=0,46; P=0,50] e na interacdo 4&cido ascorbico x TEA
[F(1,25)=2,39;P=0,13] (Figura 4C).

Os resultados mostrados na Figura 4B demonstram que a
glibenclamida (um inibidor de canais de K" sensiveis ao ATP, 0,5
pg/sitio) também foi capaz de produzir uma acdo sinérgica com a dose
sub-ativa de acido ascorbico no TSC. Uma ANOVA de duas vias
revelou diferengas significativas para o &cido ascérbico [F(1,27)=12,28;
P<0,01], para a glibenclamida [F(1,27)=7,67; P<0,01] e para a interagdo
acido ascérbico x glibenclamida [F(1,27)=11,71; P<0,01]. A andlise
post hoc indicou que o tratamento com acido ascorbico produziu um
efeito tipo-antidepressivo sinérgico com a glibenclamida no TSC. Além
disso, a administracdo de acido ascoérbico ou glibenclamida, sozinhos ou
em combinagdo, ndo apresentou efeito na locomogéo dos camundongos
(Figura 4 D). A anéalise ANOVA de duas vias revelou nenhuma
diferenca para o 4&cido ascérbico [F(1,27)=1,04; P=0,31], para a
glibenclamida [F(1,27)=0,49;P=0,48], e para a interacdo acido ascérbico
x glibenclamida [F(1,27)=0,42;P=0,51] na atividade locomotora. Como
foi apresentado na Figura 5.

A, a administracdo de caribdotoxina (um bloqueador de canais
de K" de alta e intermediaria condutancia, 25 pg/sitio, via i.c.v.)
produziu um efeito tipo-antidepressivo sinérgico quando combinado
com uma dose sub-ativa de &cido ascérbico no TSC. A ANOVA de duas
vias revelou uma diferenca significativa para o acido ascérbico
[F(1,24)=6,46; P=0,01], caribdotoxina [F(1,24)=14,76; P<0,01] e para a
interacdo &cido ascérbico x caribdotoxina [F(1,24)=11,05; P<0,01]. O
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teste post hoc indicou que o pré-tratamento com uma dose sub-ativa de
acido ascorbico produziu um efeito tipo-antidepressivo sinérgico com a
caribdotoxina no TSC. Adicionalmente, nenhum dos compostos
utilizados modificou significativamente a atividade locomotora dos
animais no TCA (Figura 5C), (acido ascorbico [F(1,23)=0,51; P=0,48],
caribdotoxina [F(1,23)=0,83; P>0,26], interacdo &cido ascérbico x
caribdotoxina [F(1,23)=1,27; P=0,26]).
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Figura 4. Efeito do tratamento de camundongos com TEA (25 pg/sitio, i.c.v.)
ou glibenclamida (0,5 pg/sitio, i.c.v.) em combinagdo com uma dose sub-ativa
de &cido ascorbico (0,1 mg/kg, p.0.) no TSC (painéis A e B) e no TCA (painéis
C e D). Valores expressos como média + erro padrdo da média. (n = 7-8).
*P<0,01 quando comparado com o grupo controle tratado com veiculo.

Os resultados apresentados na Figura 5B mostram o efeito da
administracdo combinada de doses sub-ativas de apamina (um
bloqueador de canais de K" ativados por célcio de baixa condutancia, 10
pg/sitio, i.c.v.) e &cido ascorbico no TSC. A ANOVA de duas vias
revelou diferencgas significativas para o &cido ascorbico [F(1,28)=6,94;
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P=0,01], apamina [F(1,28)=7,01; P=0,01] e interacdo &cido ascérbico x
apamina [F(1,28)=21,21; P<0,01]. Como revelado pela andlise post hoc,
a administracdo de uma dose de apamina que ndo produz efeito tipo-
antidepressivo no TSC, produziu um efeito sinérgico quando combinada
com uma dose sub-ativa de &cido ascorbico no TSC. Nenhum dos
compostos utilizados neste experimento apresentou uma mudanca na
atividade locomotora dos animais no TCA (Figura 5D). A ANOVA de
duas vias mostrou que ndo houve nenhuma diferenca significativa para o
acido ascorbico F(1,27)=2,90; P=0,09], apamina [F(1,27)=2,77; P=0,10]
ou para a interacgdo acido ascorbico x apamina [F(1,27)=0,37; P=0,54].

5.2 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE ATIVADORES DE
CANAIS DE K" SOBRE A LOCOMOGAO E O COMPORTAMENTO
TIPO-ANTIDEPRESSIVO INDUZIDO PELO ACIDO ASCORBICO.

A Figura 6A mostra que o tratamento dos camundongos com
cromacalim (um ativador de canais de K*, 10 pg/sitio, via i.c.v.) foi
capaz de reverter o efeito tipo-antidepressivo induzido pela
administracdo de acido ascorbico (1 mg/kg, p.o.) no TSC. A analise
ANOVA de duas vias revelou diferencas significativas para a
cromacalim [F(1,25)=6,50; P=0,01] e para a interacdo &cido ascdrbico x
cromacalim [F(1,25)=13,58; P<0,01], mas ndo um efeito principal do
acido ascdrbico [F(1,25)=1,31; P=0,26]. A analise post hoc indicou que
0 tratamento com cromacalim aboliu a diminuicdo no tempo de
imobilidade produzido pelo &cido ascorbico no TSC. Em relagdo a
atividade locomotora, como mostrado na Figura 6C, a administragéo de
cromacalim sozinha ou em combinagdo com o &cido ascorbico nédo
produziu nenhuma mudanca no comportamento locomotor dos
camundongos, ja que a ANOVA de duas vias ndo mostrou nenhuma
diferenca significativa para o 4cido ascérbico [F(1,26)=0,06; P=0,80],
cromacalim [F(1,26)=0,11; P=0,73], ou para a interacao &cido ascdrbico
x cromacalim [F(1,26)=2,32; P=0,13].

A Figura 6B mostra que o tratamento com minoxidil (um
ativador de canais de K*, 10 pg/sitio, via i.c.v) também reverteu o efeito
tipo-antidepressivo do 4&cido ascorbico (1mg/kg, p.o.) no TSC. A
ANOVA de duas vias revelou uma diferenca significativa para o acido
ascorbico [F(1,26)=5,61; P=0,02], para o minoxidil [F(1,26)=8,63;
P<0,01] e para a interagdo minoxidil x &cido ascorbico [F(1,26)=7,38;
P=0,01]. O teste post hoc indicou que o tratamento com minoxidil
aboliu a redu¢do no tempo de imobilidade produzido pelo &cido
ascorbico no TSC. A Figura 6D mostra que a administracdo de
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minoxidil sozinha ou em combinacdo com o é&cido ascérbico ndo
modificou a atividade locomotora dos animais, uma vez que a ANOVA
de duas vias ndo mostrou nenhuma diferenca significativa para o &cido
ascorbico [F(1,26)=0,42; P=0,52], para o minoxidil [F(1,26)=1,04;
P=0,31] e para a interacdo acido ascérbico x minoxidil [F(1,26)=3,42;
P=0,07].
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Figura 5. Efeito do tratamento de camundongos com caribdotoxina (25 pg/sitio,
i.c.v.) ou apamina (10 pg/sitio, i.c.v.) em combina¢do com uma dose sub-ativa
de &cido ascorbico (0,1 mg/kg, p.0.) no TSC (painéis A e B) e no TCA (painéis
C e D). Valores foram expressos como média = erro da média. (n = 7-8).
*P<0,01 quando comparado com o grupo controle tratado com veiculo.
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Figura 6. Efeitos do tratamento de camundongos com cromacalim (10 pg/sitio,
i.c.v.) ou minoxidil (10 pg/sitio, i.c.v.) no efeito tipo-antidepressivo induzido
pelo &cido ascorbico (1 mg/kg, p.0.) no TSC (painéis A e B) e na atividade
locomotora no TCA (painéis C e D). Valores foram expressos como média +
erro da média. *P<0,01 quando comparado com o grupo controle tratado com
veiculo. #P<0,05 quando comparado com 0 mesmo grupo pré-tratado com
veiculo.

5.3 EFEITOS DA ADMINISTRAGAO DE CROMACALIM SOBRE O
COMPORTAMENTO TIPO-ANTIDEPRESSIVO SINERGICO
INDUZIDO PELA ADMINISTRAGCAO COMBINADA DE ACIDO
ASCORBICO E 7-NITROINDAZOL

Como mostrado na Figura 7A, a administracdo de 7-
nitroindazol (um inibidor especifico de NOS neuronal, 25 mg/kg, i.p.)
em combinagdo com 4&cido ascorbico (0,1 mg/kg, p.o.) produziu um
efeito tipo-antidepressivo no TSC. A administracdo de cromacalim (um
ativador de canais de K, 10 pg/sitio, via i.c.v.) foi capaz de anular o
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efeito tipo-antidepressivo sinérgico eliciado pela administracéo
combinada de &cido ascorbico e 7-nitroindazol. A analise ANOVA de
trés vias mostrou diferencas significantes para a interacdo 4acido
ascdrbico x cromacalim x 7-nitroindazol [F(1,49)=22,07; P<0,01]. A
andlise post hoc indicou que o tratamento com cromacalim blogueou a
diminuicdo do tempo de imobilidade no TSC produzido pela
administragdo combinada de &cido ascorbico e 7-nitroindazol. Além
disso, a administracdo de acido ascdrbico, 7-nitroindazol e cromacalim
sozinhas ou em combinagdo ndo modificaram a atividade locomotora no
TCA (Figura 7B). A ANOVA de trés vias ndo revelou nenhuma
diferenca significativa para a interacdo acido ascorbico x cromacalim x
7-nitroindazol [F(1,49)=0,87; P=0,35].
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Figura 7. Efeito do tratamento de camundongos com cromacalim (10 pg/sitio,
i.c.v.) no efeito tipo-antidepressivo sinérgico induzido pela administracdo
combinada de &cido ascérbico (0,1 mg/kg, p.0.) e 7-nitroindazol (25 mg/kg, i.p.)
no TSC (painel A) e na atividade locomotora no TCA (painel B). Valores
foram expressos como média = erro da média. (n = 7-8). *P<0,01 quando
comparado com grupo controle tratado com veiculo. #P<0,05 quando
comparado com 0 mesmo grupo pré-tratado com veiculo.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, através do uso de diversas ferramentas
farmacoldgicas, foi evidenciado que a modulagdo de canais de K
contribui para o efeito tipo-antidepressivo do acido ascorbico no TSC. O
tratamento de camundongos com doses sub-ativas de diferentes
bloqueadores de canais de K foi capaz de produzir um efeito tipo-
antidepressivo sinérgico com uma dose sub-ativa de 4cido ascorbico no
TSC, enquanto que o tratamento dos animais com cromacalim e
minoxidil, compostos farmacoldgicos capazes de ativar canais de K,
aboliu o efeito tipo-antidepressivo produzido pela administracdo de uma
dose ativa de acido ascorbico (Figura 8). Além disso, a administracdo de
cromacalim reverteu o efeito tipo-antidepressivo sinérgico produzido
pela administracdo combinada de doses sub-ativas de acido ascorbico e
7-nitroindazol, um inibidor da atividade da NOS neuronal. E importante
notar que nem o &cido ascorbico, nem os moduladores de canais de K* e
0 7-nitroindazol, administrados sozinhos ou em combinacéo, afetaram a
locomogdo espontanea, excluindo a hipdtese que os resultados
observados no TSC pudessem ser influenciados pelas diferencas no
comportamento locomotor dos animais.

Os mecanismos moleculares precisos responsaveis pela agéo
antidepressiva do acido ascérbico ainda ndo sdo totalmente entendidos,
contudo, 0 nosso grupo demonstrou previamente que esta vitamina
possui  propriedades antidepressivas em camundongos, cOmo
evidenciado pela sua capacidade de diminuir o tempo de imobilidade
dos animais no TSC (Binfaré et al., 2009; Moretti et al., 2011), e de
anular o comportamento tipo-depressivo induzido pelo estresse cronico
imprevisivel em camundongos (Moretti et al., 2012). Além disso, ja foi
demonstrado que 0 mecanismo pelo qual o acido ascérbico exerce seu
efeito anti-imobilidade no TSC, em camundongos, envolve uma
interacdo com sistemas monoaminérgicos (Binfaré et al., 2009), e uma
inibicdo da via L-arginina-NO-GMPc e de receptores NMDA (Moretti
et al., 2011). E notavel que esses alvos tém sido progressivamente
reportados como implicados na fisiopatologia da depressdo (Elhwuegi,
2004; Harkin et al., 1999). Nesse estudo, nés estendemos nossos
achados anteriores indicando que o efeito tipo-antidepressivo observado
apo6s uma administracdo aguda de &cido ascorbico no TSC talvez possa
estar relacionado também a uma regulacdo da excitabilidade neuronal
via modulacio de diferentes tipos de canais de K.
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Figura 8. Envolvimento de canais de K* no efeito tipo-antidepressivo do acido
ascorbico no TSC. O efeito tipo-antidepressivo do &cido ascorbico (AA)
envolve a inibigdo dos canais de K. Doses sub-ativas de TEA (inibidor de
canais de K" dependentes de voltagem), glibenclamida (blogqueador de canais de
K" sensivel ao ATP), caribdotoxina (blogueador de canais de K" ativados por
célcio de alta e intermediaria condutancia) e apamina (bloqueador de canais de
K" ativados por calcio de baixa condutincia) combinadas com uma dose
subativa de acido ascdrbico produziram um efeito tipo-antidepressivo no TSC.
Adicionalmente, o pré-tratamento dos animais com ativadores de canais de K*
(cromacalim e minoxidil) reverteu o efeito antiimobilidade do acido ascérbico
no TSC.

Os canais de K* podem ser classificados pelo seu mecanismo de
ativacao/inativacio. Os bloqueadores de canais de K, glibenclamida,
caribdotoxina e apamina, sdo conhecidos por bloquear seletivamente
canais de K' sensiveis ao ATP, ativados por calcio de larga e
intermediaria condutancia e ativados por célcio de baixa condutancia,
respectivamente (Gehlertand e Gackenheimer, 1993). A apamina, um
peptideo contido no veneno da abelha Apis melifera (Stocker, 2004),
bloqueia seletivamente a condutancia de K* dependente de célcio
(Hugues et al., 1982). O TEA é classificado como um bloqueador de
canais de K* nio seletivo, ja que bloqueia diferentes tipos de canais de
K" em neurdnios, incluindo canais ativados por célcio ou voltagem-
dependentes (Cook e Quast, 1990; Halliwell, 1990). Estudos prévios
demonstraram que a funcionalidade dos canais de K' parece ser
fundamental na modulacdo do tempo de imobilidade de camundongos
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no TNF, um teste largamente utilizado para predizer a acéo
antidepressiva de drogas em humanos. Em camundongos, um efeito
tipo-antidepressivo foi produzido através do bloqueio de canais de K,
enquanto que um efeito tipo-depressivo foi obtido pela ativacdo destes
canais (Galeotti et al., 1999; Kaster et al., 2005). Além disso, um efeito
antidepressivo sinérgico decorrente da administracdo combinada de
antidepressivos com bloqueadores de canais de K* também ja foi
descrito (Guo et al., 1995; 1996; Inan et al., 2004; Kaster et al., 2007,
Bortolatto et al., 2010).

Apesar do fato de a modulacio de canais de K™ ter implicaces
consideraveis na funcdo neuronal, as a¢Bes do &cido ascOrbico nesses
canais ainda ndo foram estudadas completamente. Foi previamente
mostrado que o 4cido ascérbico reverte a inibicdo do influxo de
correntes de K* induzida por perdxido de hidrogénio em células guarda
de Vicia faba, uma planta da familia Fabaceae, conhecida popularmente
como fava (Zhang et al., 2001). Além disso, foi reportado que o acido
ascorbico reduz as correntes de K* em neurénios de Drosophila, o que
poderia aumentar a excitabilidade neuronal (Alshuaib e Mathew, 2006),
além de diminuir as correntes de K* dependentes de voltagem nas
células bipolares da retina de peixe dourado (Fan e Yazulla, 1999).

Neste estudo, foi demonstrado um importante papel
desempenhado por canais de K* sensiveis & ATP ou ativados por célcio
no efeito tipo-antidepressivo do acido ascorbico no TSC. Essa concluséo
é derivada do fato de que a administracdo de doses sub-ativas de TEA,
apamina, caribdotoxina e glibenclamida, em combinagdo com uma dose
sub-ativa de acido ascérbico provocou uma robusta reducdo no tempo de
imobilidade nos camundongos submetidos ao TSC, indicativo de um
perfil comportamental tipo-antidepressivo. Juntos, esses resultados
sugerem que o bloqueio de canais de K* sensiveis ao ATP e canais de
K" ativados por célcio contribui para o efeito tipo-antidepressivo desta
vitamina no TSC.

Rosati et al. (1998) mostraram que a glibenclamida, um inibidor
de canais de K" sensivel & ATP, bloqueia correntes neurais retificadoras
tardias de K*. Por outro lado, a condutancia de K* dependente de Ca™*
tem um papel principal na regulacdo da frequéncia de descargas
neuronais repetitivas e acelerando a repolarizacdo apés o potencial de
acdo (Szente et al., 1988). A caribdotoxina blogueia 0 movimento de K*
ocluindo o poro do canal de K’ ativado por Ca', prolongando
significativamente a duracdo do potencial de agdo. Adicionalmente,
enquanto ha menos efluxo de K™ o potencial de membrana cresce e,
portanto, a probabilidade do inicio de um potencial de acdo aumenta,
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causando hiperexcitabilidade do sistema nervoso. Foi demonstrado que
0 TEA aumenta o potencial limiar ventricular, prolonga o potencial de
acdo e, em alta concentracdo (3 mM), aumenta a sua amplitude
(Doggrell e Bishop, 1996), efeitos que podem ser devido ao bloqueio de
canais de K" de retificacdo interior ou de canais de K* de retificacio
tardia (4rCook e Quast, 1990). Tendo em vista essas consideracdes e
levando em conta que bloqueadores de canais de K™ podem aumentar a
excitabilidade dos circuitos centrais, é plausivel propor que a
potencializacdo do efeito tipo-antidepressivo do &cido ascorbico
induzida pelos inibidores de canais de K* (TEA, apamina, caribdotoxina
e glibenclamida) observados no presente estudo podem ser decorrentes
da inibicdo da hiperpolarizagdo eliciada por esta vitamina, levando,
entdo, a uma resposta excitatdria aumentada. Contudo, ainda ndo esta
completamente estabelecido se o acido ascorbico compartilha com os
inibidores de canais de K* os mecanismos acima mencionados.

Foi reportado que a estimulacdo de receptores de 5-
hidroxitriptamina (5-HT) pode afetar diferentes tipos de canais de K* em
neurdnios centrais (Bobkerand Williams, 1990) e, consistente com esta
nocdo, existem evidéncias substanciais indicando a associagdo entre
canais de K e 0 mecanismo de agdo de antidepressivos, especialmente
aqueles relacionados com o sistema 5-HT, incluindo fluoxetina,
sertralina e venfalaxina (Bortolatto et al., 2010; Choi et al., 2004; Inan
et al., 2004). Achados recentes indicam que esses farmacos
antidepressivos sdo potentes inibidores de canais de K', afetando a
excitabilidade neuronal (Choi et al., 2004). Além disso, tem sido
sugerido que o bloqueio de canais de K™ aumenta a liberacio basal de 5-
HT em fatias hipocampais de ratos (Schechter, 1997). Por isso, a agéo
sinérgica de inibidores de canais de K" com o 4cido ascorbico no TSC
pode ainda ser dependente da ativacdo do sistema serotoninérgico. Essa
hip6tese esta de acordo com os dados apresentados por Binfaré et al.
(2009), que demonstram que a administragio de NAN-190 (um
antagonista de receptores 5-HT;a), quetanserina (um antagonista de
receptores 5-HToanc) € MDL72222 (um antagonista de receptores 5-
HT3) preveniu o efeito tipo-antidepressivo do &cido ascérbico no TSC
em camundongos.

A via L-arginina-NO-GMPc também tem sido extensivamente
reportada como envolvida na fisiopatologia da depressdo (Dhir e
Kulkarni, 2001). Diversas drogas conhecidas por produzirem agéo tipo-
antidepressiva em modelos animais de desespero comportamental séo
reconhecidas por modular essa via de sinalizacdo (Rosa et al., 2003;
Brocardo et al., 2008; Zomkowski et al., 2010). Muitos estudos indicam
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que NO e GMPc podem ativar diferentes tipos de canais de K* (Bolotina
et al., 1994; Shin et al., 1997S.Y.; Jeong et al., 2001) e a inibicdo destes
canais pode representar um importante papel Nnos mecanismos
envolvidos em transtornos depressivos (Fernandes et al., 2002; Inan et
al., 2004; Kaster et al., 2005). Um achado interessante do presente
estudo é que a administracdo de cromacalim (um ativador de canais de
K*, 10 pg/sitio, via i.c.v.) foi capaz de anular o efeito tipo-
antidepressivo sinérgico eliciado pela administracdo combinada de acido
ascarbico e 7-nitroindazol, um inibidor da atividade da NOS neuronal.
Esse resultado sugere que um bloqueio indireto de canais de K* pelo
acido ascorbico através da via NMDA-L-arginina-NO poderia explicar
os resultados comportamentais observados neste estudo. Tendo em vista
esses e resultados anteriores obtidos pelo nosso grupo sugerindo que o
efeito tipo-antidepressivo do acido ascérbico é mediado pela inibicdo de
receptores NMDA e sintese de NO (Moretti et al., 2011), podemos
sugerir que o bloqueio de canais de K* talvez seja uma consequéncia da
inibicdo de receptores NMDA e da producdo de NO induzida pelo &cido
ascorbico. Entretanto, a possibilidade de que acido ascorbico também
cause uma inibigdo direta desses canais ndo pode ser desconsiderada.

Reforcando ainda mais a ideia de que o efeito tipo-
antidepressivo do acido ascorbico envolve a inibicao de canais de K, o
tratamento de camundongos com ativadores de canais de K,
cromacalim e minoxidil, aboliu a diminui¢do no tempo de imobilidade
(efeito tipo-antidepressivo) induzida por uma dose ativa de &cido
ascorbico no TSC. Esses resultados apoiam o envolvimento dos canais
de K' no efeito tipo-antidepressivo do é&cido ascorbico no TSC em
camundongos e estdo de acordo com estudos que mostram que
ativadores de canais de K" antagonizam o efeito anti-imobilidade de
antidepressivos como imipramina, amitriptilina, desipramina, paroxetina
e venlafaxina no TSC (Redrobe et al., 1996; Bortolatto et al., 2010).
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que o0 pré-tratamento de
camundongos com diferentes tipos de inibidores de canais de K* produz
uma acgdo tipo-antidepressiva em combina¢do com uma dose sub-ativa
de &cido ascorbico, enquanto que o tratamento com ativadores de canais
de K" aboliu o efeito tipo-antidepressivo produzido por uma dose ativa
desta vitamina. Considerando que a modulacdo farmacoldgica desses
canais pode ser uma nova estratégia no controle de transtornos do
sistema nervoso central, incluindo a depressdo, e 0s resultados deste
estudo indicando os efeitos modulatorios do A&cido ascorbico na
excitabilidade neuronal, via inibicdo de canais de K, podemos sugerir
gue esta vitamina pode ser um agente promissor para auxiliar no
tratamento da depressdo. No entanto, estudos adicionais com o objetivo
de investigar outros mecanismos pelos quais o acido ascdrbico induz
efeito tipo-antidepressivo sdo essenciais.
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