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RESUMO

O 4cido folico (AF) ¢ uma vitamina do complexo B que segundo estudos clinicos pode estar
envolvido na fisiopatologia dos transtornos de humor. Neste trabalho foi investigado o efeito
desta vitamina em modelos animais de depressdo e de mania para a melhor compreensdo dos
mecanismos de regulacdo desses estados de humor contribuindo, desta forma, para o futuro
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para controle e/ou remissdo dos sintomas
associados a estes transtornos. A administracdo aguda de AF por via oral (p.o.) produziu um
efeito antidepressivo no teste do nado for¢cado (TNF) nas doses de 50 e 100 mg/kg e no teste
da suspensdo da cauda (TSC) nas doses de 10 e 50 mg/kg. A administragdo p.o. de AF nas
doses de 50 e 100 mg/kg por 30 dias diminuiu significativamente o tempo de imobilidade no
TNF. O AF também apresentou efeito antidepressivo quando administrado por via
intracerebroventricular (i.c.v.) na dose de 10 nmol/sitio no TNF e nas doses de 1 e 10
nmol/sitio no TSC. O tratamento com o acido folinico (10 nmol/sitio, i.c.v.), um metabdlico
ativo do AF, também produziu um efeito antidepressivo no TNF. A reducdo do tempo de
imobilidade ocasionada pelo AF e acido folinico no TNF e no TSC nao pode ser atribuida a
um efeito psicoestimulante destes compostos, pois os tratamentos com 0s mesmos nao
alteraram a locomoc¢ao dos camundongos em uma caixa de locomogao apds prévia habituacao
dos mesmos por 2 h a caixa. Neste estudo também foi verificado que o AF (10 e 100 mg/kg,
p.o., 7 dias) foi capaz de reverter o comportamento tipo-depressivo no TSC induzido pelo
modelo de estresse imprevisivel e que a administragdo de homocisteina (200 mg/kg, p.o, 30
dias) causou comportamento tipo-depressivo no splash teste ¢ no TSC. Na avaliacdo dos
sistemas de neurotransmissores e nas vias de sinalizag¢do celular envolvidos no mecanismo de
acdo antidepressiva do acido folico, foi demonstrado que o seu efeito antidepressivo no TNF
foi prevenido pelo pré-tratamentos dos camundongos com PCPA (100 mg/kg, i.p., 4 dias
consecutivos), WAY 100635 (0,1 mg/kg,s.c.), cetanserina (5 mg/kg, i.p.), prazosin (1 mg/kg,
i.p.), ioimbina (1 mg/kg, i.p.), NMDA (0,1 pmol/sitio), L-arginina (750 mg/kg, i.p.), SNAP
(25 pgfsitio, i.c.v.), sildenafil (5 mg/kg,i.p.), naloxona (1 mg/kg, i.p.), naltrindol (3 mg/kg,
i.p.), naloxonazina (10 mg/kg, i.p), H-89 (1 pg/sitio, i.c.v.) e KN-62 (1 pg/sitio, i.c.v.). O
tratamento com uma dose sub-ativa de AF p.o e/ou i.c.v. produziu um efeito sinérgico com
fluoxetina (10 mg/kg, p.o.), WAY 100635 (0,1 mg/kg,s.c.), 7-nitroindazol (25 mg/kg, i.p.),
azul de metileno (20 mg/kg, i.p.) e morfina (1 mg/kg, s.c.). Em outra etapa do nosso estudo, o
objetivo foi verificar o efeito do AF em um modelo animal de mania. Para este fim, a
ouabaina, um inibidor da bomba Na'K'-ATPase, foi administrada em ratos (50 pmol/sitio,
i.c.v.), causando um aumento significativo na atividade locomotora no campo aberto. Este
efeito foi prevenido pelo pré-tratamento p.o. duas vezes ao dia por 7 dias com AF (50 e 100
mg/kg) ou LiCl (controle positivo; 45 mg/kg). Além disso, a administragdo de ouabaina
produziu reducdo da atividade da glutationa peroxidase em hipocampo e da glutationa
redutase em cortex cerebral e hipocampo e aumento nos niveis de TBARS nas duas estruturas.
O pré-tratamento dos animais com AF (10-100 mg/kg, p.o.) ou LiCl preveniu estas alteracdes.
O conjunto dos resultados permite concluir que o AF possui atividade antidepressiva pela
interagdo com os sistemas serotoninérgico, noradrenérgico, glutamatérgico, opioidérgico, via
L-arginina-NO-GMPc e com as vias de sinalizagdo celular (PKA e CaMKII) e antimaniaca
possivelmente por prevenir a inibicdo da bomba de Na'K'-ATPase e por possuir propriedades
antioxidantes.

Palavras chave: acido folico, depressdo, mania, serotonina, noradrenalina, 6xido nitrico,
NMDA, opidides, PKA, CaMKII, estresse oxidativo
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ABSTRACT

Clinical studies have indicated that folic acid (FA), a water-soluble vitamin of the B complex,
may be involved in the pathophysiology of mood disorders. In this study, the effects of this
vitamin in animal models of depression and mania were investigated, in order to better
understand the mechanisms underlying the regulation of these mood disorders. It may also
contribute to the further development of new therapeutical strategies for the control and/or
remission of the symptoms associated with these mood disorders. The acute administration of
FA by oral (p.o.) route produced an antidepressant-like effect in the forced swimming test
(FST) (dose range 50-100 mg/kg) and in the tail suspension test (TST) at the doses of 10 and
50 mg/kg. The administration of FA at the doses of 50 and 100 mg/kg, p.o. for 30 days
significantly reduced the immobility time in the FST. FA administered by
intracerebroventricular (i.c.v.) route also produced an antidepressant-like effect in the FST (10
nmol/site) and in the TST (1-10 nmol/site, i.c.v.). The treatment with folinic acid (10
nmol/site, i.c.v.), an active metabolite of FA, also produced an antidepressant-like effect in the
FST. The reduction in the immobility time induced by FA and folinic acid in the FST and
TST was not due to a psychostimulant effect, since the treatments with these agents did not
alter the locomotion in mice previously habituated to the novel environment for 2 h. In this
study, FA (10 and 100 mg/kg, p.o., 7 days) was also able to reverse the depressant-like
behavior in the TST induced by a model of unpredictable stress. In addition, the
administration of homocysteine (200 mg/kg, p.o, 30 days) elicited a depressant-like behavior
in the splash test and in the TST. In the experiments designed to investigate the
neurotransmitter system and signaling pathways involved in the antidepressant effects of FA,
it was demonstrated that its antidepressant-like effect was prevented by the pretreatment of
mice with PCPA (100 mg/kg, i.p., 4 consecutive days), WAY 100635 (0.1 mg/kg, s.c.),
ketanserin (5 mg/kg, i.p.), prazosin (1 mg/kg, i.p.), yohimbine (1 mg/kg, i.p.), NMDA (0.1
pmol/sitio), L-arginine (750 mg/kg, i.p.), SNAP (25 pg/site, i.c.v.), sildenafil (5 mg/kg,i.p.),
naloxone (1 mg/kg, i.p.), naltrindole (3 mg/kg, i.p.), naloxonazine (10 mg/kg, i.p.), H-89 (1
pg/site, i.c.v.) and KN-62 (1 pg/site, i.c.v.). The treatment with a sub-effective dose of FA by
p.o and/or i.c.v. route produced a synergistic antidepressant-like effect with fluoxetine (10
mg/kg, p.o.), WAY 100635 (0.1 mg/kg, s.c.), 7-nitroindazol (25 mg/kg, i.p.), methylene blue
(20 mg/kg, i.p.) and morphine (1 mg/kg, s.c.). In another phase of the study, the effect of FA
in an animal model of mania was investigated. To this end, ouabain, a Na'K'-ATPase
inhibitor was administered to rats (50 pmol/site, i.c.v.). It caused a significant increase in the
locomotor activity in the open-field test. This effect was prevent by the pretreatment of rats by
p.o. route, twice daily for 7 days with FA (50 and 100 mg/kg) or LiCl (positive control; 45
mg/kg). Moreover, the administration of ouabain produced a reduction in the activity of
glutathione peroxidase in hippocampus and glutathione reductase in cerebral cortex and
hippocampus as well as an increase in TBARS levels in both structures. The pretreatment of
rats with FA (10-100 mg/kg, p.o.) or LiCl prevented these alterations. Together the results
allow us to conclude that FA has an antidepressant-like effect by interacting with the
serotonergic, noradrenergic, glutamatergic, opioid systems, L-arginine-NO-GMPc pathway
and the signaling pathways (PKA e CaMKII). Moreover, it has an antimanic action likely
dependent on the reversal of the Na'K'-ATPase inhibition and due to its antioxidant property.

Key words: folic acid, depression, mania, serotonin, noradrenaline, nitric oxide, NMDA,
opioids, PKA, CaMKII, oxidative stress
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1. Introducio

A depressdo e descri¢cdes do que agora chamamos de transtornos do humor podem ser
encontrados em muitos textos antigos. A historia do Rei Saul, no Antigo Testamento,
descreve uma sindrome depressiva, assim como a histéria do suicidio de Ajax, na Iliada de
Homero. Cerca de 400 anos antes de Cristo, Hipocrates usou os termos "mania" e
"melancolia" para perturba¢des mentais (Alcantara et al., 2003).

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) os transtornos do humor, englobando
depressdo maior ou unipolar e transtorno bipolar (TB) representam graves problemas de satide
publica. A depressao foi estimada como a quarta causa especifica de incapacitagdo na década
de 90 através de uma escala global para comparacao de varias doengas. A previsdo para o ano
2020 ¢ a de que sera a segunda causa de incapacitagdo em paises desenvolvidos e a primeira
em paises em desenvolvimento (Murray ¢ Lopez, 1997). Quando comparada as principais
condi¢des médicas cronicas, a depressdo sO6 tem equivaléncia em incapacitacdo as doencas
isquémicas cardiacas graves (Wells et al., 1989).

Os custos do TB, considerando apenas a forma mais grave, que acomete entre 1% ¢ 2 %
da populagdo geral, foram calculados entre 12 mil e 18 mil ddlares ao ano por paciente.
Desses, 80% representam custos indiretos e somente 20% estdo relacionados ao tratamento
(para revisao ver Dardennes et al., 2006).

Apesar de novas descobertas e avangos no estudo das bases neurobiologicas e
abordagens terapéuticas no transtorno bipolar ¢ depressdo, elevadas taxas de recorréncia,
sintomas subsindromicos persistentes e refratariedade terapéutica sdo aspectos clinicos
desafiadores nestas doengas (Machado-Vieira e Soares, 2007).

Sendo assim, a busca por substincias capazes de induzirem uma rapida e sustentavel
melhora do quadro clinico destes transtornos e que apresentem poucos efeitos colaterais se faz

necessaria.



1.1. Depressio maior ou unipolar

A depress@o ¢ uma das doengas neuropsiquiatricas mais prevalentes, inclui sintomas
psicologicos, comportamentais e fisiologicos. Esta doenca causa uma consideravel morbidade
psiquiatrica, perda da produtividade, além de ser o principal fator de risco independente para
o desenvolvimento de doengas arteriais coronarianas e isquemia cerebral e estar associada
com risco de suicidio (para revisdo ver Nemeroff e Owens, 2002). Estima-se que no Brasil
existam aproximadamente 54 milhdes de pessoas que em algum momento de suas vidas terdo
algum tipo de depressdo, sendo que 7,5 milhdes terdo episddios agudos e graves, muitas com
risco de suicidio (Nardi, 2000).

O diagnostico do transtorno depressivo maior ¢ baseado em critérios estabelecidos pelo
Manual Estatistico e Diagnostico de Doencas Mentais, 4* edigdo da Associagdo Americana de
Psiquiatria (DSM-IV). Um conjunto de sintomas caracteriza clinicamente a depressdo: 1.
humor deprimido a maior parte do tempo; 2. diminui¢do marcante no interesse ou prazer em
todas ou quase todas as atividades (anedonia); 3. aumento ou diminuicdo significativa de peso
ou apetite; 4. insonia ou hiperinsdnia; 5. agitacdo ou retardo psicomotor; 6. fadiga ou falta de
energia; 7. sentimentos de culpa ou desvalia excessivos; 8. diminui¢do na capacidade de
concentracdo e pensamento; 9. pensamentos recorrentes de morte, idéias ou tentativas de
suicidio, sentimentos de desesperanca. O individuo para preencher os critérios de depressdao
maior deve apresentar pelo menos um entre os dois primeiros sintomas € mais 0 numero
necessario para perfazer um total de cinco entre os sintomas trés a nove, com duragdo minima
de duas semanas (American Psychiatry Association, 1994).

Além dos sintomas acima enumerados, o individuo com depressdo apresenta um grande

numero de co-morbidades com doengas clinicas como as cardiovasculares, cérebro-vasculares



e metabolicas (Teng et al., 2005) e também com outras doencgas psiquiatricas (para revisao ver

Nemeroff e Owens, 2002).

1.1.1. Sistemas de neurotransmissores e vias de sinalizacdo celular envolvidos na

fisiopatologia da depressdo

Os mecanismos envolvidos na patogénese da depressdo ainda ndo sdo totalmente
compreendidos. A depressdo pode resultar da disfuncdo de varios neurotransmissores ou
sistemas metabolicos. A hipotese monoaminérgica postula que a depressdo resulta de uma
deficiéncia de serotonina (5-HT) ou noradrenalina (NA), ou ainda de receptores deficientes
para estes neurotransmissores (para revisdo ver Schildkraut, 1965; Mann et al., 1995). Esta
hipotese ¢ evidenciada por varios fatores, tais como: 1) varios antidepressivos aumentam a
concentracdo de 5-HT ou NA na fenda sindptica, pois bloqueiam a recaptacdo destes
neurotransmissores (para revisdo ver Richelson, 1999); 2) tém sido observados baixos niveis
plasmaticos de 5-HT em pacientes com depressdo maior (para revisdo ver Coppen ¢ Doogan,
1988); 3) o nivel reduzido de 4cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), um metabolito da 5-HT,
no liquor de pacientes depressivos (para revisdo ver Ricci ¢ Wellman, 1990) e, por ultimo, 4)
a reserpina, uma droga que depleta catecolaminas, pode causar sintomas de depressdo (para
revisdo ver Wong e Licinio, 2001). No entanto, esta hipotese falha ao ndo explicar a falta de
correlacdo temporal entre os eventos bioquimicos rapidos que aumentam as monoaminas na
fenda sinaptica e o inicio tardio dos efeitos clinicos do tratamento com antidepressivos. Além
disso, nem toda droga que aumenta as monoaminas na fenda sinaptica atua como
antidepressiva (como por exemplo, a anfetamina) (Baldessarini, 1996).

Apesar de os antidepressivos usados na atualidade exercerem seu mecanismo de acdo

envolvendo o aumento de monoaminas na fenda sinaptica, ha varios estudos pré-clinicos que



evidenciam a participagdo de outros sistemas de neurotransmissores na fisiopatologia da
depressdo, tais como o sistema glutamatérgico, principalmente via receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) (para revisdo ver: Skolnick, 1999, 2002; Petrie et al., 2000), a via da L-
arginina-6xido nitrico (NO) (Harkin et al., 1999, 2003) e o sistema opioide (Gabilondo et al.,
1995). Além disso, a depressdao pode ser desencadeada por alteragdes nas vias de sinalizagao
que regulam a neuroplasticidade e a sobrevivéncia celular (para revisdo ver Manji et al., 2001;
Gould et al., 2004; Pittenger ¢ Duman, 2008), pelo aumento no estresse oxidativo (Bilici et
al., 2001; Forlenza e Miller, 2006), pela liberagdo de citocinas pro-inflamatorias associadas
com a ativagdo do sistema imunologico (Dunn et al., 2005) e pelo aumento dos niveis
plasmaticos de glicocorticoides e desregulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)
(Perera et al., 2007; Pittenger e Duman, 2008).

Varios estudos t€ém demonstrado que o sistema glutamatérgico pode estar envolvido na
fisiopatologia dos transtornos de humor, sendo um alvo para a a¢do de compostos
antidepressivos (para revisdo ver Zarate et al., 2003). O glutamato ¢ o principal
neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central (SNC) de mamiferos e é encontrado
em aproximadamente 80% dos neurdnios (para revisdo ver Kornhuber e Weller, 1997).
Devido ao papel do glutamato na plasticidade neuronal, a modulacdo do sistema
glutamatérgico tem sido investigada em estudos sobre transtornos de humor que apresentam
diminui¢do do humor, concentragdo, atengdo ¢ memoria (Zarate et al., 2002; para revisdo ver
Kew e Kemp, 2005).

As agdes do glutamato sdo mediadas pela estimulagdo de seus receptores que sdo
classificados em: ionotropicos, que formam canais idOnicos e metabotropicos, ligados a
proteinas G. Os receptores ionotropicos possuem propriedades farmacologicas e fisiologicas
que os subdividem em trés populacdes distintas: os ativados por NMDA, os que respondem

ao cainato e os sensiveis ao acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropidnico



(AMPA). Estes receptores quando estimulados abrem o poro do canal para o influxo de Na”,
K" e Ca®*". Aos receptores AMPA e cainato é atribuida a neurotransmissio excitatoria rapida e
os canais formados por estes receptores sio permeaveis primariamente aos ions Na” e K'. Os
receptores NMDA respondem mais lentamente ao glutamato, contribuindo com o componente
lento das correntes pos-sinapticas excitatorias e sio altamente permedveis ao Ca’’. Este
influxo de ions muda a polarizagdo da superficie neuronal e ativa as vias de sinalizacdo
intracelulares. Os receptores metabotropicos exercem suas agdes através da ativagdo da
fosfolipase C ou por modulagdo da enzima adenilato ciclase (para revisdo ver Palmada e
Centelles, 1998).

A ativagdo dos receptores NMDA tem sido relacionada aos mecanismos de plasticidade
neuronal, processos de aprendizagem e memoria e desenvolvimento neuronal (para revisdo
ver: Dingledine et al., 1999; Petrie et al., 2000). Contudo, a ativacdo excessiva destes
receptores tem sido associada a neurotoxicidade presente em muitas doengas
neuropsiquiatricas e¢ neuroldgicas (para revisdo ver Kornhuber ¢ Weller, 1997). Alguns
estudos t€ém demonstrado que antagonistas de receptores glutamatérgicos do subtipo NMDA
apresentam propriedades antidepressivas e produzem alteragdes neuroquimicas e
comportamentais similares a drogas antidepressivas em modelos animais de depressao e que o
tratamento com antidepressivos diminui a expressdo das subunidades deste receptor (para
revisdo ver: Skolnick, 1999, 2002; Petrie et al., 2000). Além disso, um estudo demonstrou que
pacientes que receberam tratamento com ketamina, um antagonista ndo competitivo de
receptores NMDA, apresentaram uma redugdo significativa no escore da escala Hamilton de
depressdo (um maior escore indica maior severidade da doenga) em relagdo aos pacientes
deprimidos que receberam placebo (Berman et al., 2000).

Os receptores NMDA quando ativados ocasionam um influxo de calcio, ativando a

enzima oxido nitrico sintase (NOS), que converte a L-arginina em 6xido nitrico (NO) (ver



Figura 1) (para revisdo ver: Moncada et al., 1989; Esplugues, 2002; Bishop e Anderson,
2005). O NO ¢ uma molécula sinalizadora em varios tecidos e células, e no SNC desempenha
um papel relevante na sinalizacdo neuronal, plasticidade sinaptica, aprendizado, percepgdo da
dor, agressividade, ansiedade (para revisdo ver: Snyder, 1992; Esplugues, 2002) ¢ depressao
(Harkin et al., 1999). O NO tem multiplos alvos, dentre eles, ativar a enzima guanilato ciclase
soluvel (GCs), que converte a guanosina 5’-trifosfato (GTP) em guanosina 3’,5’-monofosfato
ciclico (GMPc) (Moncada, 1994).

Estudos tém demonstrado que os inibidores da NOS exercem efeitos antidepressivos em
modelos animais de depressdo (Harkin et al., 1999, 2003; Yildiz et al., 2000; Da Silva et al.,
2000; Volke et al.,, 2003). Além disso, o tratamento com inibidores da NOS aumenta a
liberagcdo de 5-HT no cortex frontal de ratos (Smith e Whitton, 2000) e a 5-HT enddgena
parece ser importante para o efeito antidepressivo de inibidores da NOS, como o 7-
nitroindazol (Harkin et al., 2003). Também foi demonstrado em estudos in vitro que o
tratamento com antidepressivos como citalopram, paroxetina e imipramina diminui a
atividade da NOS no hipocampo (Wegener et al., 2003).

Confirmando a hipdtese que a inibi¢do da NOS, com subseqiiente diminuicdo de GMPc
pode produzir efeitos antidepressivos alguns estudos tem demonstrado que o tratamento com
azul de metileno que ¢ um inibidor da NOS e da GCs ou com o ODQ que ¢ um inibidor
especifico da GCs diminuem o tempo de imobilidade no teste do nado forcado (Eroglu e

Caglayan, 1997; Heiberg et al., 2002; Kaster et al., 2005; Ergiin e Ergiin, 2007).
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Figura 1. Ativacdo de NOS neuronal (nNOS) no SNC. A liberacdo de glutamato ativa os
receptores NMDA, ocasionando influxo de calcio, o qual ativa a NOS que converte L-
arginina em NO (adaptado de Esplugues, 2002).

Outro sistema que tem sido proposto como um novo alvo para o tratamento da
depressdo € o sistema opioide. Os opidides sdo conhecidos por alterar o humor; por exemplo,
a ativacdo do receptor p-opidide produz euforia, enquanto a retirada de opidide apds um
periodo prolongado de uso pode induzir sintomas semelhantes a depressao. Estudos clinicos
demonstraram que a concentracdo do peptideo opidide PB-endorfina estd diminuida em
pacientes deprimidos e que estes niveis retornam ao normal apds o tratamento com
fluvoxamina (Djurovic et al., 1999) e ainda, que a administragdo de B-endorfina possui
propriedades antidepressivas (Kline et al., 1977, Catlin et al., 1980). De forma semelhante, foi
sugerido que alguns ligantes de opidides, como a ciclazocina, buprenorfina, oxicodona e
oximorfona tenham propriedades antidepressivas em pacientes com depressdo refrataria ou
resistente ao tratamento (Bodkin et al, 1995; Stoll e Rueter, 1999). Além disso,
antidepressivos tipicos podem produzir efeitos antinociceptivos e antidepressivos por
modulagdo, liberagdo dos opidides enddgenos ou através de mudangas na expressdo destes

receptores (Djurovic, et al.,, 1999; para revisdo ver Sawynok et al., 2001; Vilpoux et al.,



2002). Desta forma, o efeito terapéutico de alguns antidepressivos, principalmente na
depressdo severa, poderia estar relacionado com a modulagdo do sistema opiodide (Schreiber et

al., 2002).

Outro fator de relevada importancia na fisiopatologia da depressdo unipolar € o estresse,
o qual parece ser um dos principais fatores ambientais que predispdem um individuo a
depressdo. Em cerca de 60% dos casos, os episodios depressivos sdo precedidos pela
ocorréncia de fatores estressantes, principalmente de origem psicossocial (para revisdo ver
Post, 1992). O eixo HPA ¢ um grande elemento do sistema do estresse e tanto o estresse
agudo quanto o cronico pode ocasionar a depressdo maior (Kendler et al., 2003). A atividade
do eixo HPA ¢ governada pela secrecdo de corticotrofina (CRF) e vasopressina pelo
hipotalamo, os quais, por sua vez, ativam a secrecdo do hormodnio adrenocorticotréfico
(ACTH) pela pituitaria, que finalmente estimula a secre¢do de glicocorticdides pelo cortex
adrenal (para revisdo ver Nemeroff, 1996). Os glicocorticoides interagem com seus receptores
em multiplos tecidos-alvo, incluindo o eixo HPA, onde sdo responsaveis pela inibi¢do
negativa da secrecdo do ACTH pela pituitaria e do CRF a partir do hipotalamo (ver Figura 2).
No entanto, em grande parte dos pacientes deprimidos, o controle inibitorio da atividade do
eixo HPA parece estar comprometido, uma vez que estes podem apresentar niveis basais
elevados de cortisol no plasma, na urina e no fluido cerebrospinal; resposta exagerada de
cortisol ap6s estimulacdo com ACTH; aumento tanto da pituitdria como das glandulas
adrenais e falta de resposta ao teste de supressio com o corticosteroide sintético
dexametasona (Baungartner et al., 1985; Gold et al., 1996; para revisdo ver: Holsboer e
Barden, 1996; Nemeroff, 1996). Além disso, alguns estudos pré-clinicos tém mostrado que a
prolongada superproducdo de glicocorticoides danifica as estruturas cerebrais (especialmente

o hipocampo) essenciais para o controle do eixo HPA (Sapolsky, 1986).



O envolvimento do eixo HPA na neurobiologia da depressdao é apoiado, ainda, pela
observagdo de que individuos com sindrome de Cushing apresentam déficits cognitivos e
alteragdes na estrutura e fungdo hipocampais, semelhantes aquelas encontradas em pacientes

deprimidos (Starkman et al., 1992).
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Figura 2. Ativacdo do eixo HPA em situagdes de estresse. Os neurdnios parvocelulares do
nicleo paraventricular do hipotdlamo recebem aferéncias excitatorias da amigdala e
inibitérias do hipocampo para a secrecdo de CRF. O CRF liberado ativa a secrecdo de ACTH
pela pituitaria que estimula a secrecdo de glicocorticoides pelo cortex da adrenal. Os
glicocorticdides (incluindo a forma sintética como a dexametasona) reprimem a sintese e a
liberacdo do CRF e do ACTH. Altos niveis de glicocorticdides causam dano hipocampal o
que pode iniciar e manter os niveis de cortisol aumentados em alguns casos de depressdo
(adaptado de Nestler et al., 2002a).

Sapolsky e colaboradores (2000) propuseram um mecanismo onde o estresse e
conseqiientemente  altos niveis de glicocorticdides apresentam como resultado
excitotoxicidade glutamatérgica, distirbio da homeostase do célcio, inibi¢do do transporte de

glicose e aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio. Sendo assim, em casos

extremos o estresse induz, através de vias de sinalizagdo, a atrofia e a morte celular e



compromete neurdnios hipocampais em sua habilidade de responder a outros insultos (para
revisdo ver McEwen, 1999). A ag@o de compostos antidepressivos nestes processos sugere
que estes farmacos atuem sobre vias de sinalizagdo que revertem ou bloqueiam os efeitos
deletérios do estresse na morfologia e sobrevivéncia celular (para revisdo ver: Vaidya e
Duman, 2001; Gould e Manji, 2002; Coyle ¢ Duman, 2003; Nair ¢ Vaidya, 2003; Castrén et
al., 2007).

Além disso, varios estudos t€ém mostrado que o tratamento cronico com antidepressivos
regula varios fatores envolvidos nas vias de sobrevivéncia celular, dentre eles, proteina de
ligacdo responsiva ao AMPc (CREB), fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF),
proteina anti-apoptotica Bel2 e proteina cinase ativada por mitégenos (MAPK) (para revisdo
ver: Manji et al., 2000; D'Sa e Duman, 2002; Taylor et al., 2005; Blendy, 2006). Varios
trabalhos mostraram também que os antidepressivos ativam as vias proteina cinase
dependente de AMPc (PKA), da proteina cinase C (PKC) e modulam as vias da proteina
cinase II dependente de Ca**/calmodulina (CaMKII) e das proteinas cinases ativadas por
mitoégenos (MAPK) e das proteinas cinases reguladas por sinal extracelular (ERK) (ver Figura
3) (para revisdo ver: Popoli et al.,, 2000; D'Sa ¢ Duman, 2002; Malberg ¢ Blendy, 2005;
Taylor et al., 2005). Essas proteinas cinases fosforilam o CREB, o qual aumenta a expressao
de genes como o BDNF (para revisdo ver: Duman et al., 1997; 1999; Hashimoto et al., 2004,
Nair e Vaidya, 2006; Castrén et al., 2007).

A PKA ¢ uma holoenzima tetramérica que estd funcionalmente envolvida na sintese e
liberagdo de neurotransmissores, expressao de genes, atividade de canais i6nicos, plasticidade
sinaptica, memoria, diferenciagdo e sobrevivéncia celulares (Duman, 2002; para revisdo ver
Gould e Manji, 2002). Alguns estudos clinicos tém demonstrado uma significativa diminuicao
da atividade da PKA em fibroblastos de individuos com depressdo maior (Shelton et al., 1996,

1999; Manier et al., 2000).
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A via MAPK/ERK regula varios processos celulares como a proliferaco, diferenciagdo
e sobrevivéncia celular e também pode fosforilar o CREB (para revisdo ver Schaeffer e
Weber, 1999). Portanto, a via MAPK/ERK poderia representar um alvo importante para a
atividade dos antidepressivos. Mercier e colaboradores (2004) demonstraram que a fluoxetina
(um inibidor seletivo da recaptagdo de serotonina) ativa rapidamente os genes de proteinas
envolvidos na neuroprotecdo (BDNF ¢ o fator neurotréfico derivado da glia, GDNF) através
da via MAPK em culturas de astrocitos. Por outro lado, a administracdo cronica de fluoxetina
em cérebros de ratos causou uma inibi¢do da fosforilacio de ERK 1 e 2 (Fumagalli et al.,
2005).

A CaMKII ¢ a proteina cinase mais abundante do cérebro (para revisdo ver Popoli et
al., 2001) e modula varios aspectos das fungdes neuronais, como a sintese de
neurotransmissores, exocitose, expressdo génica e interagdes do citoesqueleto (para revisdo
ver Du et al, 2004). Vérios estudos demonstraram que o tratamento cronico com
antidepressivos aumenta a auto-fosforilacdo e atividade da CaMKII no hipocampo (para
revisdo ver: Duman et al., 1999; Manji et al., 2001; Popoli et al., 2001,2002), sugerindo que a
modulagdo desta proteina pode ter um efeito relevante no tratamento da depressao.

Outra proteina cinase com um importante papel na transdug@o de sinais intracelulares ¢
a PKC que faz parte da familia de proteinas cinase serina-treonina ativadas por lipideos e
calcio (para revisdo ver: Parker e Murray-Rust, 2004; Poole et al., 2004). Estas proteinas estdo
envolvidas na fosforilagdo de diferentes proteinas e apresentam varias fungdes, como a
regulacdo do crescimento e diferenciacdo celulares, exocitose, expressdo génica, modulagdo
da condutancia i6nica e proliferacdo celular (para revisdo ver Kanashiro e Khalil, 1998). A
ativacdo da PKC, de forma similar a PKA, resulta na fosforilagdo do CREB (Hoeffler et al.,
1989). Alguns estudos sugerem que a PKC esteja associada a fisiopatologia de

comportamentos suicidas, uma vez que a atividade catalitica e a expressdo desta proteina esta
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diminuida em cérebros de pacientes depressivos que cometeram suicidio (Pandey et al.,
2004), assim como ha uma diminui¢ao no estado de fosforilagdo em fragdo de membrana de
cortex pré-frontal da cinase C miristoilada rica em alanina (MARCKS), a qual ¢ um substrato

da PKC (Pandey et al., 2003) .

Antidepressivos
|
' I ! }
AMPc MEK/ERK Ca?* PLC
PKA RSK 1-3 CaMKIl PKC

CREB > Genes alvo
| CRE | BDNF, NPY

Plasticidade e Efeitos

remodelamento comportamentais
sinaptico

Figura 3. Cascata de sinalizagdo do CREB. O CREB ¢ regulado por diversas vias de
sinalizacdo e pode servir como o integrador central da acdo de diversos estimulos externos,
incluindo os antidepressivos. Estes recrutam algumas vias de transdugdo de sinais, incluindo a
AMPc- proteina cinase A (PKA), via de sinalizagio MAP cinase (MERK/ERK) como
também a via da CaMKII e da proteina cinase C (PKC). Como conseqiiéncia do aumento da
funcdo do CREB ha um aumento da expressdo de genes-alvos como o fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF) e do neuropeptideo Y (NPY) que podem contribuir para as
mudancas mediadas por antidepressivos na plasticidade neuronal e no comportamento
(adaptado de Nair e Vaidya, 2006).

1.1.2. Tratamento farmacologico da depressdo

Para o tratamento da depressdo encontram-se no mercado varios farmacos com
propriedades antidepressivas: os triciclicos, os inibidores da enzima monoamina oxidase

(iIMAO), os inibidores seletivos da recaptacdo de monoaminas e mais recentemente 0s
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antidepressivos triplos (para revisdo ver: Berton e Nestler, 2006; Nemeroff, 2006; Chen e
Skolnick, 2007). Os antidepressivos triciclicos e os iMAO aumentam a concentragdo de
noradrenalina e serotonina no cérebro, através da inibicdo da recaptagdo destes
neurotransmissores ou por impedir a sua degradacdo (para revisao ver Brunello et al., 2002).
Os inibidores da recaptacdo de serotonina, como a fluoxetina, sdo os agentes terapéuticos
mais utilizados atualmente no tratamento da depressdo (para revisdo ver: Frazer, 1997;
Nemeroff e Owens, 2002).

Contudo, a resposta aos antidepressivos ndo ¢ imediata e costuma ocorrer entre a
segunda e a quarta semana de uso (Anderson et al., 2000). Além disso, os antidepressivos
somente proporcionam uma remissdo completa da sintomatologia para cerca de 50% dos
individuos com depress@o maior (Nestler et al., 2002a), além de causarem efeitos colaterais,
tais como ganho de peso e sedacdo (para revisdo ver Brunello et al., 2002; Stahl e Grady,
2003).

Desta forma, existe a necessidade do desenvolvimento de terapias antidepressivas
alternativas ou de substancias que possam aumentar a eficdcia clinica no tratamento da

depressao.

1.2. Transtorno Bipolar

O TB ¢ um transtorno crénico e complexo caracterizado por episddios de depressdo,
mania ou hipomania de forma isolada ou mista com grande morbidade e mortalidade. A
mania é o mais caracteristico dos episodios e, apesar de freqliente e incapacitante € pouco
estudada e diagnosticada (Shastry, 2005). Ela afeta o humor e as fung¢des vegetativas, como
sono, cognicdo, psicomotricidade e nivel de energia. Em um episédio maniaco classico, o

humor ¢ expansivo ou euforico, diminui a necessidade de sono, ocorre aumento da energia, de
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atividades prazerosas, da libido, além de inquietacdo e agitagdo psicomotora. O pensamento
torna-se mais rapido, podendo evoluir para a fuga de idéias. O discurso ¢ caracterizado por
prolixidade e pressdo para falar. As idéias costumam ser de grandeza, podendo ser delirantes.
Geralmente a critica estd prejudicada e os ajuizamentos emitidos se afastam da realidade do
paciente (para revisao ver Young et al., 2007).

O diagnoéstico de TB de acordo com o DSM-IV requer humor persistente e
anormalmente elevado, expansivo ou irritavel durando pelo menos uma semana. Caso seja
necessaria a hospitalizagcdo antes de uma semana, o diagnostico também pode ser feito. Além
da alteracdo de humor, pelo menos trés (ou quatro se o humor ¢ irritavel) dos seguintes
sintomas devem estar presentes: grandiosidade, necessidade diminuida de sono, pressdo para
falar, fuga de idéias ou pensamentos correndo, distratibilidade, aumento da atividade dirigida
a objetivos ou agitacdo psicomotora, envolvimento excessivo em atividades prazerosas. Em
2001, Akiskal e colaboradores propuseram novos critérios para o diagndstico de mania.
Deram énfase a ativagdo psicomotora como central na mania, humor depressivo ou ansioso,
além de euforico ou irritavel, auséncia de critica e quatro dos seguintes sintomas: aumento de
energia, diminui¢ao da necessidade de ajuda, grandiosidade, sociabilidade excessiva, aumento
da libido, fuga de id¢ias e distratibilidade.

No Brasil o TB acomete cerca de 1% da populagdo geral (Lima et al., 2005). Mesmo
sendo pouco freqiiente se comparado a depressdo maior, seu impacto sobre a vida dos
individuos e seus grupos de convivio se traduz em um sério problema de satde publica. Além
disso, a gravidade da depressdo bipolar e o risco de o paciente bipolar cometer suicidio sdo

altos (para revisdo ver Miiller-Oerlinghausen et al., 2002).

1.2.1. Sistemas de neurotransmissores e vias de sinalizacdo envolvidos na fisiopatologia do

transtorno bipolar
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As hipotesess iniciais sobre a fisiopatologia do TB focaram o sistema moaminérgico
(Young et al., 1994). Prange e colaboradores (1974) formularam a hipdtese permissiva, na
qual um déficit na neurotransmissdo serotoninérgica central permitiria a expressdo tanto da
fase maniaca, quanto da depressiva; contudo, tais fases difeririam em relacdo aos niveis de
catecolaminas (noradrenalina e dopamina) centrais, que estariam elevadas na mania e
diminuidas na depressdo. Porém, um estudo pds-mortem de cérebros de pacientes com TB
constatou niveis significativamente menores do metabolito de 5-HT, 5-HIAA, no cortex
frontal e parietal (Young et al., 1994). Além disso, Shiah e Yatham (2000) sugeriram uma
funcdo serotoninérgica central diminuida, associada a uma fun¢@o noradrenérgica aumentada
na génese da mania.

Ainda em relacdo a fase maniaca do TB, € descrito um aumento nos niveis plasmaticos,
urinarios e no liquor do 4cido homovanilico (HVA), um metabdlito da dopamina (Potter et al.,
1987). Além disso, as anfetaminas, substincias capazes de induzir mania, aumentam a
liberagdo de dopamina e os antipsicéticos, que antagonizam os receptores dopaminérgicos,
agem como eficazes agentes antimaniacos (Brown et al., 2001).

No entanto, as manifestagcdes comportamentais ¢ fisioldgicas do TB sdo complexas ¢
mediadas por varios sistemas neurais interconectados (Manji et al., 1999). Varios estudos pré-
clinicos e clinicos mostram que no TB ha também hiperatividade do eixo HPA (Watson et al.,
2004, para revisdo ver Daban et al., 2005), diminui¢do da atividade da bomba Na” K'-ATPase
(El-Mallakh e Wyatt, 1995; para revisao ver Miiller-Oerlinghausen et al, 2002; Herman et al.,
2007) e alteracdes nas vias de sinalizagdo que regulam a neuroplasticidade e a sobrevivéncia

celular (Gould et al., 2004; Shaltiel et al., 2007).

A bomba Na', K'-ATPase (ver Figura 4) que mantem e restabelece o gradiente
eletroquimico da célula depois de cada potencial de acdo tem sua atividade diminuida na fase

maniaca e na fase depressiva do TB (El-Mallakh e Wyatt, 1995). A atividade diminuida desta
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bomba acarreta varias alteragdes celulares que podem ocasionar danos ao SNC, como
aumento da excitabilidade neuronal ¢ aumento na duragao da liberagdo de neurotransmissores
por diminuir a liberagdo de Ca>". Por outro lado, enquanto a reducio da atividade da bomba
Na“, K'-ATPase pode causar um potencial de repouso com limiar menor, pode também
diminuir a amplitude do potencial de ag¢do e reduzir a liberacdo de neurotransmissores. O
restabelecimento neuronal depois do disparo do potencial de agdo torna-se prejudicado.
Conseqiientemente, uma modesta diminui¢do da atividade da bomba Na', K'-ATPase produz
um aumento global na excitabilidade dos neurdnios, que ¢ proposto ocorrer na fase da mania.
Uma reducdo mais significativa da atividade da bomba pode acentuar a excitabilidade
neuronal, reduzir a eficacia sinaptica e a velocidade de recuperagdo do potencial de repouso
pelos neurdnios. Estas alteracdes podem produzir déficits: cognitivo e motor acompanhados
por irritabilidade, geralmente encontrados no transtorno bipolar (ElI-Mallakh e Wyatt, 1995;

Hermam et al., 2007).

Ha* Ma* Na*

Figura 4. A bomba Na', K'-ATPase usa a energia da hidrolise do ATP para transportar Na+
para fora e K+ para dentro da célula. O gradiente criado por este transporte ativo permite que
o Na+ entre na cé€lula via canais de Na+ (1), por co-transportadores (2), e por trocadores de
calcio/sodio (3). A ouabaina inibe a Na', K'-ATPase ao se ligar a subunidade a, do lado
extracelular da proteina (retirado de Aperia, 2007).
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Varios estudos tém demonstrado que o estresse oxidativo (ver Figura 5), situagdo aonde
existe um desequilibrio na geracdo e eliminagao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(Sies, 1997), também pode estar associado com a fisiopatologia do TB (Kuloglu et al., 2002;
Machado-Vieira et al., 2007; Ozcan et al., 2004; Ranjekar et al., 2003; Savas et al., 2006; para
revisdo ver Ng et al., 2008). Estudos clinicos tém mostrado aumento da peroxidagao lipidica,
indicado pelo nivel aumentado de TBARS no soro de pacientes, e alteragdes eritrocitarias e
plasmaticas nas enzimas antioxidantes: superoxido dismutase, glutationa peroxidase (GPx) e
catalase foram relatadas em individuos com TB (Kuloglu et al., 2002; Machado-Vieira et al.,
2007; Ozcan et al., 2004; Ranjekar et al., 2003; Savas et al., 2006; para revisdo ver Ng et al.,
2008). Além disso, estudos pré-clinicos tém demonstrado aumento dos marcadores de estresse
oxidativo em cortex pré-frontal, hipocampo e estriado de ratos submetidos a um modelo
animal de mania induzido por anfetamina (Frey et al., 2006 a,b). Em adi¢do, alguns estudos
demonstram que os agentes estabilizadores de humor, litio e valproato, exercem efeito
neuroprotetor contra o estresse oxidativo in vivo (Frey et al., 2006 a,b) e in vitro (Shao et al.,
2006, 2008) e o tratamento com litio diminui o nivel de TBARS no plasma de pacientes com

transtorno bipolar (Aliyazicioglu et al., 2007; Machado-Vieira et al., 2007).
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Figura 5. Esquema das reacGes e respectivas enzimas (em vermelho) envolvidas na
modulagdo de espécies reativas de oxigénio. SOD= superoxido dismutase, GPx= glutationa

peroxidase, GR= glutationa redutase (adaptado de Eckert, 2003).

17



1.2.2. Tratamento farmacologico do transtorno bipolar

Nos altimos anos, o tratamento do TB tem avangado consideravelmente com o uso de
anticonvulsivantes e, mais recentemente, de antipsicoticos atipicos. O tratamento
medicamentoso visa restaurar o comportamento, controlar sintomas agudos e prevenir a
ocorréncia de novos episodios. O tratamento do transtorno bipolar ¢ dividido em trés fases:
aguda, continuagdo ¢ manutengdo. Os objetivos do tratamento da fase aguda sdo: tratar mania
sem causar depressdo e/ou consistentemente melhorar depressdo sem causar mania. A fase de
continuacao tem como meta: estabilizar os beneficios, reduzir os efeitos colaterais, tratar até a
remissdo, reduzir a possibilidade de recaida e aumentar o funcionamento global. Os objetivos
do tratamento de manuteng@o s@o: prevenir mania e/ou depressdo e maximizar recuperacao
funcional, ou seja, que o paciente continue em remissao (Matos e Souza, 2005).

Os farmacos que tém demonstrado eficacia no tratamento de manutengdo do transtorno
bipolar sdo o litio, o valproato, a carbamazepina, além dos antipsicéticos tipicos, como a
clorpromazina e o haloperidol e dos atipicos olanzapina e risperidona (Matos e Souza, 2005).
O litio foi descoberto como um agente com propriedades antimaniacas ha mais de 50 anos e
ainda ¢ considerado o medicamento de primeira escolha para o tratamento do transtorno
bipolar. Porém, em 40% dos pacientes a terapia com litio ¢ insatisfatoria devido a pobre
resposta, contra indicagdo médica ou efeitos colaterais como prejuizo cognitivo e emocional
ou ganho de peso (Okuma, 1993; Price e Henninger, 1994). A combinacdo de um
antipsicdtico com litio ou valproato pode ser mais efetiva do que cada um deles isoladamente.
Em casos de mania grave, recomenda-se como primeira op¢do a combinagdo de litio e um
antipsicotico atipico ou valproato com antipsicotico atipico (Work Group on Bipolar Disorder
— WGBD, 2004). Contudo, os efeitos colaterais destas drogas sdo os principais fatores de nao-

adesdo ao tratamento (Fagiolini et al., 2005).
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O tratamento da mania consiste no gerenciamento de uma doenca complexa, que
envolve fatores bioldgicos, psicologicos e sociais. Portanto, apesar dos avangos nos métodos
de pesquisa e dos atuais conhecimentos sobre os mecanismos de agdo dos estabilizadores de
humor, a fisiopatologia do TB estd ainda distante de ser completamente entendida e a busca

por novos agentes eficazes nesta doenga e que apresentem menos efeitos adversos continua.

1.3. Acido Félico

O 4cido folico ¢ uma vitamina do complexo B que age como coenzima no metabolismo
de compostos de um carbono (para revisdo ver: Mattson e Shea, 2003; Coppen ¢ Bolander-
Gouaille, 2005). Folato ¢ um termo genérico utilizado para o grupo de compostos
heterociclicos que possuem como caracteristicas estruturais principais um grupo pteridina, um
grupo acido p-aminobenzodico (PABA) e uma cadeia de acido glutdmico (glutamato) de pesos
variaveis (ver Figura 6). A caracteristica comum de todas folatos-coenzimas ¢ a por¢cdo PABA
da molécula (Djukic, 2007). O nome folato surgiu do termo em Latim — “folium”, que
significa folha, pois foi isolada pela primeira vez a partir de folhas verdes, como o espinafre.

Para ser biologicamente ativo o acido folico necessita sofrer redugdo “in vivo” passando
pelas formas intermediarias de dihidrofolato (DHF) e tetrahidrofolato (THF), pela adicdo de
atomos de hidrogénio nas posicdes 7,8 e 5,6,7,8, respectivamente. Pode ainda ligar unidades
de carbono, que inclui grupos metil (CH3), metileno (CH;), formil (-CHO-) ou formimino (-
CHNH-) nas posi¢des N°, N' ou N*>'° conferindo ao folato a funcdo de coenzima, em
diferentes sistemas enzimaticos, como carreador dessas unidades de carbono em diferentes
graus de oxidagdo. Os folatos ndo somentes sdo modificados por redugdo, mas também pela
ligacdo de residuos de acido glutamico por ligagdo carboxil, podendo o folato apresentar até

12 residuos de glutamato. Porém, a maioria dos folatos intracelulares ¢ predominante penta ou

19



hexaglutamato, enquanto que o folato extracelular se encontra na forma de monoglutamato
(para revisdo ver Lucock, 2000).

O 5-metil-THF ¢ a forma normalmente encontrada na circulagdo e tecidos (Bailey e
Gregory, 1999; Ramaekers ¢ Blau, 2004). O acido folinico é o derivado 5-formil do acido
THEF e participa como co-fator em muitas reacdes metabdlicas, incluindo a sintese de purina e
pirimidina e a conversdo de aminoacidos. O 4cido folinico ¢ utilizado na clinica em terapia
citotoxica como um antidoto para os antagonistas do 4cido folico (tais como o metotrexato)
que bloqueiam a conversdo do acido folico para tetraidrofolato por ligacdo a enzima

diidrofolato-redutase e nos casos de deficiéncia de folato cerebral (Djukic, 2007).
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Figura 6. Estrutura quimica do acido félico

O folato ¢ sintetizado por microorganismos e plantas superiores, mas nao por
mamiferos, para os quais ¢ um nutriente essencial, necessitando ser ingerido através dos
alimentos (McNulty, 1995). A obtengdo do acido folico para o organismo humano pode ser
feita através de dieta com alimentos ricos nesta vitamina, através de comprimidos ou por
enriquecimento de alimentos com esta vitamina (para revisao ver Krishnaswamy e Madhavan,
2001). Alimentos como o feijao, ervilha, espinafre, brocolis, aspargo, frutas citricas, graos,
leite, carne, figado e verduras cruas possuem folato, porém a quantidade desejada pode nao

ser obtida somente com a dieta. A maioria dos folatos da dieta existe na forma de
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poliglutamato, o qual ¢ convertido na parede do intestino grosso para a forma de
monoglutamato antes de ser absorvido na corrente sanguinea. A quantidade de folato
absorvido por uma pessoa depende da biodisponibilidade do folato ingerido, da taxa de perda
pela urina, pelas fezes e pelo catabolismo e pode ainda ser influenciada por condicdes
patolégicas, como ma absor¢do ou fisiologicas, como crescimento, gravidez e lactagdo
(Wagner, 1995).

O transporte de folato através das barreiras biologicas (gastrointestinal, plexo coroide e
placentaria) € regulado principalmente pelo carreador de folato reduzido e pelo receptor de
folato (Ramaerkers e Blau, 2004; para revisdo ver Sabharanjak e Mayor, 2004). O
fornecimento de folato para o sistema SNC ¢ dependente de um transporte adequado através
da barreira hematoencefalica. Dentro dos neuronios, parte do folato pode ser catabolizado por
oxidacdo a DHF que pode ser convertido a THF pela enzima DHF redutases (Ramackers e
Blau, 2004).

O carreador de folato reduzido é um sistema de transporte de baixa afinidade que ¢
expresso em uma variedade de tecidos. Ele opera quando em altas concentra¢des de folato. O
transporte ativo ¢ mediado pelo receptor de folato que opera em concentragdes fisiologicas de
folato e o transporta através das membranas biologicas (ver Figura 7). Sua fungdo ¢
dependente do pH (6timo 5,8), sodio, glicose e da temperatura (para revisdo ver Djukic,

2007).
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Figura 7. Transporte de folato através de seus receptores para o SNC. Do plasma (A) o folato
¢ transportado para o plexo cordide via receptor de folato (RF). O carreador de folato
reduzido (CFR) transporta folato do fluido cérebro-espinhal para os neurdnios. A captacdo de
folato para os neurdnios ¢ feita somente pelo CFR. Devido a alta concentracdo de folato no

fluido cérebro-espinhal e a natureza do transporte através do carreador de folato ser passiva, o
fluido cérebro-espinhal ¢ a maior fonte de folato para os neuronios. (Adaptado de Djukic,

2007).

O 4cido folico desempenha varias fungdes no organismo: a) remetila a homocisteina,
um aminodcido citotoxico em concentracdes elevadas, em metionina; b) participa na
biossintese de nucleotideos; c¢) aumenta a biossintese de tetrahidrobiopterina, a qual ¢
coenzima para a hidroxilacdo de fenilalanina e triptofano na biossintese de dopamina,
noradrenalina e serotonina (Coppen et al., 1989), d) previne defeitos no tubo neural (para
revisdo ver Mattson e Shea, 2003; Coppen e Bolander-Gouaille, 2005); e) possivelmente
exerce um papel neuroprotetor em danos ao SNC, por promover reparo e crescimento
neuronal (Iskandar et al., 2004).

O metabolismo das vitaminas do complexo B e dos folatos estd intimamente
relacionado (ver Figura 8). A vitamina B, (cobalamina) atua como coenzima na conversao da
homocisteina em metionina, recebendo o radical metila do metiltetraidrofolato (MTHF),

transformando-se entdo em metilcobalamina, e cedendo-o & homocisteina, que se transforma
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em metionina (Finkelstein, 1998). A vitamina B6 serve como co-fator na reagdo que converte

irreversivelmente homocisteina em cistationina.
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Figura 8. A relacdo entre o metabolismo do folato e o ciclo de metilagdo. O tetrahidrofolato
(THF) é convertido em 5,10-metileno-tetrahidrofolato (5,10-MTHF) e em seguida reduzido a
5-metil-tetrahidrofolato (5-MeTHF) pela acdo da enzima metileno tetrahidrofolato redutase
(MTHFR), dirigindo assim um grupo metil para a formagdo da metionina, etapa catalisada
pela acdo da enzima metionina sintase (MS). A conversdo de homocisteina (Hcy) em
metionina serve como uma importante fonte de metionina para a sintese de s-adenosil-
metionina (SAMe), um importante agente de metilagdo in vivo. CBS= cistationina f3-
sintetase; SAH= S-adenosil homocisteina. (Adaptado de Bottiglieri, 2005).

Como a ingestdo adequada de folato ¢ vital para a homeostase e divisdo celular, na sua
deficiéncia, seja por ingestdo inadequada ou por problemas de ma-absorcdo, todas as reagdes
do metabolismo do carbono estardo comprometidas em varios graus, dependendo das
afinidades relativas das enzimas as respectivas moléculas envolvidas (Mason, 1995). Com

isso, surgem mudangas bioquimicas que resultam em anormalidades e em conseqiiéncias

deletérias no metabolismo do carbono, pois as reacdes sdo afetadas e ocorre o acumulo de
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varios substratos e intermediarios metabodlicos, gerando, por exemplo, hiper-homocistenemia
(para revisdo ver Scott e Weir, 1998).

A homocisteina ¢ um aminoacido sulfuroso derivado da desmetilacdo da metionina, um
aminodcido abundante em proteinas de plantas e animais e a principal fonte de atomos
sulfurosos de proteinas. A homocisteina pode ser tanto remetilada para metionina, um
processo que utiliza folato e vitamina Bj; como coenzimas, ou, se em excesso, catabolizada
pela transulfura¢do em cistationina, usando a vitamina Bs como coenzima (ver Figura 8; para
revisao ver Finkelstein, 1998). Altos niveis de homocisteina estdo associados com doengas do
SNC como a depressdo (Troen, 2005). As causas adquiridas da hiper-homocisteinemia
incluem deficiéncias nas coenzimas (vitaminas Bi,, B¢ e folato), idade avancada, doencas
como insuficiéncia renal e hipotiroidismo, medica¢des que interferem no metabolismo das
vitaminas Bi,, B¢ ou folato e fatores ligados ao estilo de vida, como tabagismo, alcoolismo,

dieta e falta de atividade fisica (para revisao ver Sachdev, 2004).

1.3.1. Acido félico e transtornos de humor

Estudos clinicos t€ém demonstrado que pacientes com depressdo maior apresentam
baixas concentragdes plasmaticas e eritrocitarias de acido folico e que este fato pode estar
associado a uma pobre resposta ao tratamento com antidepressivos (Fava et al., 1997; Alpert
et al., 2000). Varios estudos tém demonstrado também que a suplementagdo com acido folico
em pacientes deprimidos pode melhorar o efeito terapéutico de drogas antidepressivas, como
por exemplo, a fluoxetina (Coppen e Bailey, 2000; Abou-Saleh e Coppen, 2006) uma vez que
pacientes com depressdo podem apresentar uma defici€ncia funcional de folato (para revisdo
ver Reynolds, 2002; Coppen ¢ Bolander-Gouaille, 2005); e a severidade desta deficiéncia,

indicada pelos elevados niveis de homocisteina, ¢ correlacionada com a severidade da
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depressdo (Tiemeier et al., 2002). Além disso, baixos niveis de folato estdo associados com
uma pobre resposta ao tratamento com antidepressivos (Fava et al., 1997) e o folato participa
da sintese de serotonina e noradrenalina, neurotransmissores implicados na fisiopatologia da
depressdo (para revisdo ver: Mattson e Shea, 2003; Taylor et al., 2004).

Embora existam mais trabalhos mostrando a relagdo do acido folico com a depressdo
maior, existem algumas evidéncias que apontam a sua participagdo também na fisiopatologia
da mania. Hasanah e colaboradores (1997) demonstraram que pacientes com mania
apresentam niveis significativamente baixos de acido folico em eritrocitos, indicando que a
deficiéncia do acido folico pode estar envolvida nesta doenga. Acrescenta-se ainda, um estudo
clinico que mostrou que a suplementacdo com acido folico aumenta o efeito profilatico do
litio, em diminuir as co-morbidades afetivas (Coppen et al., 1986) e um relato de caso de uma
paciente com transtorno misto de depressdo e mania que apresentava deficiéncia de vitamina
B, e folato e apds a suplementagdo destas vitaminas apresentou remissao total dos sintomas

(Fafouti et al., 2002).
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2. Justificativa

Apesar dos recentes avancos no desenvolvimento de farmacos para o tratamento dos
transtornos de humor nos tltimos anos, a terapéutica ainda deixa muito a desejar. A terapia
para a depressdo, por exemplo, ndo tem sido totalmente eficaz e, em muitos casos, esta
associada a efeitos colaterais indesejados, o que prejudica a adesdo do paciente ao tratamento
(Nestler et al., 2002a). Além disso, apenas cerca de 60% dos pacientes sdo responsivos ao
tratamento com antidepressivos (Gareri et al., 2000; Berton e Nestler, 2006). Ja o tratamento
para transtorno bipolar € paliativo, longo e nio atende a casos refratarios da doenga (para
revisdo ver Miiller-Oerlinghausen et al., 2002). Desta forma, o estudo do mecanismo
neuroquimico dos transtornos de humor e a pesquisa de novos compostos e suas acdes para o
controle dos sintomas associados com estes transtornos se faz necessaria.

Considerando que o acido folico ¢ uma vitamina essencial: a) que participa do
metabolismo de um carbono e est4 envolvido em varias reagdes bioquimicas (para revisdo ver
Mattson e Shea, 2003); b) ha varios estudos clinicos que evidenciam o seu envolvimento com
os transtornos de humor, como depressdo maior (Fava et al., 1997; Alpert et al., 2000) ¢ o
transtorno bipolar (Hasanah et al., 1997) e que a suplementagdo com esta vitamina possibilita
a melhora destes quadros clinicos (Coppen et al., 1986; Abou-Saleh e Coppen, 2006) c)
existem poucos estudos pré-clinicos utilizando o acido folico nos modelos de transtornos de
humor. Torna-se necessdrio e relevante investigar o envolvimento do acido fdlico na
fisiopatologia da depressdo maior e do transtorno bipolar para a melhor compreensao dos
mecanismos de regulacdo enddgena desses estados de humor contribuindo, desta forma, para
o futuro desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para controle e/ou remissao dos

sintomas associados a estas doencas.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito do acido folico em modelos animais de depressdo maior e mania e

analisar os mecanismos de acdo do acido folico nestes modelos.

3.2. Objetivos especificos

Verificar se o acido folico exerce efeito antidepressivo quando administrado agudamente
por via oral (p.o.) no teste do nado for¢ado (TNF) e no teste da suspensdo da cauda (TSC),
modelos animais preditivos de atividade antidepressiva;

Verificar se o acido folico exerce efeito antidepressivo quando administrado cronicamente
(30 dias) p.o. no TNF;

Verificar se o acido folico e o acido folinico exercem efeitos antidepressivos quando
administrados agudamente por via intracerebroventricular (i.c.v.) no TNF;

Investigar o efeito do acido folico sobre as alteragdes comportamentais induzidas pelo
modelo de depressao do estresse imprevisivel;

Investigar o efeito da adminitracdo de homocisteina durante 30 dias no TSC;

Investigar o envolvimento dos sistemas serotoninérgico ¢ noradrenérgico na agdo
antidepressiva do acido f6lico no TNF;

Investigar a participacdo do sistema glutamatérgico (via receptores NMDA) e da via da
L-arginina-NO/GMPc na ag¢do antidepressiva do acido folico no TNF;

Investigar a participagdo do sistema opidide na agdo antidepressiva do acido félico no
TNEF;

Investigar a participagdo das vias de sinalizagdo intracelular dependentes de PKA,

MAPK/ERK, CaMKII e PKC na ac¢do antidepressiva do acido folico no TNF;
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e Verificar o efeito da administragdo oral de acido folico, comparativamente ao LiCl
(controle positivo), no modelo animal de mania induzido por ouabaina;

e Investigar o envolvimento do estresse oxidativo no efeito do 4cido f6lico,
comparativamente ao LiCl (controle positivo), no modelo animal de mania induzido por

ouabaina.
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4. Materiais e métodos

4.1. Drogas e reagentes

Foram utilizados: acido folico, azul de metileno, tartarato de cetanserina, fluoxetina,
H-89 (N-[2- (p-bromocinamilamina) etil]-5-isoquinolinasulfonamida), hidrocloreto de
ioimbina, KN-62 (4-[2-[(5-1soquinolinil-sulfonil)metilamino]-3-oxo0-3-(4-fenil-
Ipiperazinil)propil] fenil-ester), L-arginina, cloreto de litio, L-NNA (NG-nitro-L-arginina),
naloxona, naloxona metiodida, naloxonazina, 7-nitroindazol, NMDA (4cido N-metil-D-
aspartico), ouabaina, PCPA (p-clorofenilalanina metil éster), PD98059, hidrocloreto de
prazosim, queleritrina, SNAP (S-nitroso-N-acetilpenicilamina), sildenafil e WAY 100635 (N-
[2-[4-(2- metoxifenil)-1-piperazinil]etil]-N-(2-piridinil) ciclohexanocarboxamida), adquiridos
da Sigma (St Louis, MO, USA). MK-801 (maleato de dizocilpina) foi adquirido da Research

Biochemicals International (USA) e morfina da Merck (Alemanha).

4.2. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss de ambos os sexos, pesando 30-40 g e ratos
Wistar machos adultos, pesando 250-350 g, mantidos a 22-25°C com livre acesso a agua e
comida, sob um ciclo claro-escuro de 12:12 h (07:00-19:00h). Os animais foram fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina e mantidos no Biotério
Setorial do Departamento de Bioquimica. Todas as manipulagdes foram feitas entre as 8:00 e
17:00 h, sendo cada animal utilizado somente uma vez. Os procedimentos realizados foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA) e todos os esforgos

foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais.
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4.3. Tratamento

O acido folico foi diluido em agua destilada ou em salina para administragdo por via
oral (p.o.) e por via intracerebroventricular (i.c.v.), respectivamente. As demais drogas
utilizadas foram diluidas em solucdo salina, com excec¢do do LiCl que foi diluido em agua
destilada. As drogas H-89, PD98059, KN-62, queleritrina e NMDA foram administradas pela
via i.c.v. e as drogas morfina, naloxona metiodida e WAY 100635 foram administradas por via
subcutanea (s.c.). As demais drogas utilizadas foram administradas pela via intraperitoneal
(i.p.). Os volumes administrados foram 10 ml/kg de peso corporal (administragdo p.o., s.c. €
i.p.) e 5 ul/sitio (administracdo i.c.v.). A administragdo via i.c.v. foi realizada como descrito
por Kaster et al. (2007a). As injecdes foram feitas através da inser¢do de uma agulha
conectada por uma cénula de propileno & micro-seringa Hamilton de 25 pl, diretamente no
terceiro ventriculo usando-se a bregma como referéncia (1 mm lateral e 1 mm posterior ao

bregma, com uma perfuracao de 2,4 mm de profundidade).

4.4. Testes comportamentais

O uso de modelos animais na pesquisa pré-clinica tem proporcionado ferramentas para
a identificacdo e estudo de novos compostos com atividade terapéutica ¢ também tem
auxiliado na elucidagdo dos mecanismos neurobiologicos dos transtornos mentais (Andreatini,
2002).

Os modelos animais de transtornos de humor devem cumprir um minimo de pré-
requisitos, entre eles: ter analogia com a doenga humana na sua manifestagdo ou sintomas;
existir uma mudanca comportamental no animal que possa ser controlada objetivamente; as

mudangas comportamentais alteradas no animal devem ser revertidas pelo mesmo tratamento
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utilizado em seres humanos e ter reprodutibilidade (McKinney e Bunney, 1969; Willner,
1984).

Nem todos os sintomas dos transtornos de humor como: melancolia, sentimento de
culpa e a ciclicidade entre os sintomas de depressdo e mania ou vice-versa s2o reproduzidos
nestes modelos animais. No entanto, alguns sintomas da depressdo e de mania podem ser
induzidos nestes modelos. Como exemplos, os modelos de estresse podem induzir no animal
uma condi¢@o similar a distimia em humanos, além de provocar anedonia (perda do prazer a
estimulos anteriormente prazerosos) a qual ¢ um dos sintomas da depressdo (Willner, 1997) e
o modelo da ouabaina pode induzir em ratos a agitagdo psicomotora, sintoma clinico da fase
maniaca do transtorno bipolar (El-Mallakh et al., 1995).

Neste trabalho utilizamos os testes de desespero comportamental: teste do nado
forcado (TNF) e o teste da suspensdo da cauda (TSC), que sdo testes amplamente utilizados
como preditivos de atividade antidepressiva e os modelos que induzem comportamento
depressivo: o modelo de estresse imprevisivel e o da hiperhomocisteinemia. Para estudar o
efeito do 4cido folico na fase de mania do transtorno bipolar noés utilizamos o modelo da

hiperlocomocao induzida por ouabaina em ratos.

4.4.1. Teste do nado for¢ado (TNF)

O teste do nado forcado foi proposto por Porsolt et al. (1977) a fim de estudar
substancias com uma possivel agdo antidepressiva. Neste modelo o animal ¢ submetido a uma
situacdo da qual ndo ha saida, o nado for¢ado, ¢ o tempo de imobilidade do animal ¢
cronometrado durante 6 minutos (Porsolt et al., 1979). Um animal ¢ considerado imovel
quando flutua na agua ou quando realiza movimentos necessarios apenas para manutengdo da

sua cabeca acima do nivel da agua. Esta avaliagdo foi realizada em um cilindro plastico de 10
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cm de diametro e 24 cm de altura contendo 19 cm de altura de agua a temperatura de 25°C +
1°C (Eckeli et al., 2000; Da Silva et al., 2000, Zomkowski et al., 2002). Embora este modelo
ndo reproduza adequadamente a sintomatologia da depressdo em humanos, ele parece ter um
alto valor preditivo na investigacdo de drogas antidepressivas (Willner, 1984), uma vez que os
antidepressivos classicos reduzem o tempo de imobilidade neste teste (Porsolt et al., 1977;

Cryan et al., 2002).

4.4.2. Teste da suspensdo da cauda (TSC)

Este teste foi proposto por Steru e colaboradores (1985) como alternativa ao TNF para
o estudo de compostos com possivel atividade antidepressiva. O tempo total de imobilidade
foi avaliado durante 6 minutos em camundongos isolados visualmente e acusticamente,
suspensos pelo menos 50 cm acima do chdo com uma fita adesiva colocada aproximadamente
a 1 cm da ponta da cauda. Os antidepressivos diminuem o tempo de imobilidade dos animais

neste teste (Cryan et al., 2002).

4.4.3. Atividade locomotora na caixa de locomogado

Para excluir a possibilidade de que a diminui¢do do tempo de imobilidade nos TNF ou
no TSC seja conseqiiéncia de uma estimulagdo motora, os animais foram avaliados na caixa
de locomocdo. A caixa ¢ de madeira ¢ mede 40x14x20 cm, possui uma grade no chio e ¢
equipada com 3 fotocélulas posicionadas a 2 cm do chdo e espacadas ao longo do eixo
longitudinal. Os animais foram habituados na caixa por 2 h antes de receber os tratamentos. A
atividade locomotora na caixa foi registrada durante 15 minutos por um contador digital

acoplado as fotocélulas.
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4.4.4. Modelo de depressdo induzida por estresse imprevisivel em camundongos

O protocolo do estresse imprevisivel aplicado neste trabalho foi uma modificag¢do do

utilizado por Lu et al. (2006). Os animais foram submetidos a diversos agentes estressores

(Tabela 1), diariamente e em diferentes horarios, por 14 dias. Os animais foram alojados em

gaiolas individuais uma semana antes do inicio ¢ durante o protocolo do estresse imprevisivel.

O grupo controle permaneceu numa sala diferente dos animais dos grupos submetidos ao

estresse imprevisivel. Neste modelo, a exposicdo dos camundongos a diversos tipos de

agentes estressores induz comportamentos tipo-depressivo (McArthur e Borsini, 2006) como

diminui¢do na freqiiéncia de limpeza corporal (Yalcin et al., 2005). Vinte e quatro horas apos

o ultimo tratamento os camundongos foram avaliados no TSC.

Dia Agente Horério

1 Confinamento (2 h) 11h—13h

2 Banho frio (15°C — 10 min) 10h-10:20 h

3 Privagdo de agua e comida (16 h)/Inversdo do Ciclo 18h—10h

4 Inversédo do Ciclo (24 h) 10h-10h

5 Prendedor na cauda (10 min) 16h—-16:10h

6 Pareamento com tela e maravalha molhada (3 h) 13h-16h

7 Choque (0,7 mA — 3 s/min por 3 min) 14h

8 Cheiro do predador (1 h) 12h—-13h
Maravalha molhada (16 h) 18h—10h

9 Pareamento com tela (3 h) 13h—16h

10 Banho frio (15°C — 15 min) 14 h

11 Prendedor na cauda (15 min) 11h

12 Confinamento (2 h) 10h—12h
Maravalha molhada e caixa inclinada 45° (16 h) 18h—10h

13 Choque (0,7 mA — 3 s/min por 3 min) 13 h

14 Cheiro do predador (1 h) 11h—12h

Tabela 1. Protocolo do estresse imprevisivel.
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4.4.5. Modelo de depressdo induzida por homocisteina

Neste modelo os camundongos foram tratados com homocisteina (200 mg/kg, p.o.,
gavagem) durante 30 dias. Vinte e quatro horas apos o ultimo tratamento os camundongos

foram avaliados no “splash test” e no TSC.

4.4.6. Comportamento de auto-limpeza (“splash test”)

O “splash test” ¢ utilizado para avaliar o comportamento de auto-limpeza (“grooming”)
dos animais, ap6s a borrifacdo dos mesmos com solugdo de sacarose a 10%. A laténcia para o
inicio do comportamento de auto-limpeza ¢ o tempo em que o animal permaneceu neste
comportamento foi cronometrado durante 5 minutos (Ducottet ¢ Belzung, 2004). O “splash
test” ¢ um valido marcador comportamental para modelos de indugdo ao estresse, uma vez
que os animais submetidos a estes modelos apresentam um menor tempo de auto-limpeza
quando comparados aos animais controle (Kalueff et al., 2004). Os antidepressivos diminuem
a laténcia para o inicio do comportamento de auto-limpeza e ou aumentam o tempo

dispendido neste comportamento (Yalcin et al., 2005).

4.4.7. Modelo de mania induzida por ouabaina em ratos

Este modelo foi proposto por El-Mallakh e colaboradores (1995) como um modelo
agudo de mania e consiste na injecdo i.c.v. de ouabaina, droga inibidora da bomba Na'K'-

ATPase, a qual gera hiperlocomocao nos ratos. Este modelo foi desenvolvido baseado no fato
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de que em pacientes, a atividade bomba Na'K'- ATPase estd diminuida na mania (Looney e

El-Mallakh, 1993; Rose et al., 1998).

4.4.8. Atividade locomotora no campo aberto

Para investigar o efeito do acido félico no modelo de mania induzido por ouabaina os
ratos foram testados no campo aberto. O teste foi realizado em uma caixa de madeira medindo
40x60x50 cm, com chao dividido em 12 quadrados iguais. A parte frontal da caixa ¢ de vidro,
para facilitar o trabalho do observador. O numero de quadrados cruzados com todas as patas
por sessdo foi o parametro usado para avaliar a atividade locomotora. Cada sessdo teve a

duracdo de 5 minutos (Belzung, 1999).

4.5. Avaliacao do estresse oxidativo nos animais do modelo de mania

Com o objetivo de verificar um possivel estresse oxidativo em conseqiiéncia da
administracdo intracerebroventricular de ouabaina, foram mensurados os parametros
antioxidantes: os niveis de GSH-t e a atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa redutase (GR) e os niveis de TBARS como marcador de dano oxidativo, em cortex

cerebral e hipocampo dos ratos.

4.5.1. Preparagdo de extrato dos tecidos

Apo6s 6 h da administracdo de ouabaina os animais foram mortos por decapitagdo e

seus encéfalos foram removidos sobre uma placa de Petri invertida colocada sobre o gelo. As
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estruturas cerebrais (cortex cerebral e hipocampo) foram isoladas e homogeneizadas em
tampao HEPES 20 mM, pH 7,4. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 20.000 g por
30 minutos em centrifuga refrigerada (4° C). O sobrenadante foi entdo separado e conservado
a -70° C para posterior dosagem das atividades enzimaticas (GPx e GR) e mensuracdo dos
niveis de TBARS. Para as dosagens do contetido de GSH-t, os tecidos foram homogenizados
em acido perclorico 0,5 M e em seguida centrifugados a 15.000 g por 2 min (4° C). O

sobrenadante foi separado e neutralizado (dilui¢do 10 x) em tampao fosfato (0,1 M, pH 7,0).

4.5.2. Mensuragdo dos niveis de glutationa total (GSH-t)

O método utilizado ¢ enzimatico e ciclico, descrito originalmente descrito por Tietze
(1969), e posteriormente modificado por Akerboom e Sies (1981). Este método detecta tanto a
forma oxidada (GSSG) quanto a forma reduzida (GSH) da glutationa, o que entdo ¢ definido
como glutationa total (GSH-t). O reagente de Ellman, DTNB ao reagir com GSH, forma o
acido tionitrobenzoico (TNB) e seu dissulfeto misto com a GSH (GS-TNB). A formagao de
TNB detectado espectrofotometricamente em 412 nm. A acdo catalitica da GR depende da
presenca de NADPH como co-fator, resultando em GSH e TNB, desenvolvendo mais cor
(Eyer e Podhradsky, 1986). A reentrada no ciclo acontece com a reagdo de GSH com DTNB.
Caso haja presenca de GSSG, esta ¢ primeiramente reduzida a GSH pela acdo da enzima
glutationa redutase (GR) e, em seguida, entra no ciclo. As leituras foram feitas em
espectrofotometro a 412 nm por 2 min. Neste ensaio, 0 meio de reagdo consistia de tampao
fosfato de potassio 0,1 M, 1 mM EDTA, pH 7,0, DTNB 0,1 mM; NADPH 0,2 mM. Iniciava-
se a reagdo pela adigdo da GR 0,2 U/mL na presenga de GSH e/ou GSSG. A reacdo basal, sem
a presenca de GSSG ou amostra, foi descontada do delta de absorbancia por minuto obtido na

presenga do padrdo ou da amostra. A constru¢do de uma curva padrio era realizada pela
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adicdo de uma concentracdo conhecida de GSH (0,1 a 1 nmol/mL) ou GSSG (0,05 a 0,5
nmol), anotando-se a varia¢do de asorbancia/minuto. A concentracdo de GSH-t foi obtida pela

comparagdo com a curva padrio.

4.5.3. Avaliacdo da atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A GPx catalisa a reducdo de H,O, e de lipoperdxidos, utilizando a glutationa reduzida
(GSH) como co-substrato para esta reagdo e produzindo glutationa oxidada (GSSG). No
ensaio, esta reacdo ¢ acoplada a reducdo de GSSG, que ¢ procionada pela adicdo de GR e
NADPH ao meio de reacdo. O consumo de NADPH pode ser acompanhado
espectrofotometricamente em 340 nm (Wendel, 1981; Flohé e Giinzler, 1984), ¢ ¢
proporcional a atividade GPx, uma vez que o excesso de GR ndo permite o acumulo de
GSSG. Para este ensaio, o meio de reagdo continha tampdo fosfato 0,05 M, pH 7,0, EDTA 1
mM, GSH 1 mM, NADPH 0,2 mM. Para permitir a ativacdo da enzima GPx por GSH, a
leitura espectrofotométrica foi realizada 4 minutos apds a adicdo das amostras (contendo
GPx) ao meio de reagdo. Para inicio da reacdo especifica adiciona-se o substrato peroxido de
cumeno ao meio de reacdo contendo a amostra a ser analisada e entdo feita uma leitura por 2-
4 minutos a 340 nm. Ao decréscimo de absorbancia (340 nm) por minuto obtido descontou-se
o consumo inespecifico de NADPH, que ¢ obtido quando se omite a adicdo de substrato. O
valor obtido foi dividido pelo coeficiente de extingdo molar de NADPH (e = 6220 M cm™) e
multiplicado pelas diluicdes. O valor foi expresso como nmol/min/mg de proteina, ou

mUnidades/mg de proteina. Uma Unidade corresponde a 1 pmol/min.
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4.5.4. Avaliacdo da atividade da enzima glutationa redutase (GR)

A GR catalisa a reducdo da glutationa oxidada (GSSG) através da oxidagdo do NADPH.
Ao utilizar o substrato GSSG a enzima leva ao consumo de NADPH, que ¢ acompanhado
espectrofotometricamente em 340 nm (¢ = 6,22 M"' em™). A velocidade de consumo de
NADPH, em condi¢des de saturagdo, expressa a atividade enzimatica (Calberg e Mannervik,
1985). O meio de reagdo continha tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0, EDTA 1 mM, NADPH 0,2
mM. Apo6s adicionar a amostra, o consumo inespecifico d¢ NADPH foi mensurado por 2-4
min a 340 nm. Ao adicionar o substrato (GSSG 1 mM) a leitura foi realizada por 2-4 min
adicionais e do decaimento por minuto obtido foi descontado o consumo inespecifico de
NADPH. O valor obtido foi dividido pelo coeficiente de extingdo molar de NADPH (g = 6220
M' em™). O valor foi expresso como nmol/min/mg de proteina, ou mUnidades/mg de

proteina. Uma Unidade corresponde a 1 pmol/min.

4.5.5. Mensuracdo dos niveis de TBARS

A lipoperoxidacdo foi estimada pela detecg¢@o dos derivados de lipoperdxidos, através de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), como o malonildialdeido (MDA), que
devido a peroxida¢do de lipidios forma um produto de coloracdo rosa (Ohkawa et al., 1979).
Desta forma, neste trabalho utilizaremos o termo lipoperoxidagcdo para nos referir a estas
medidas.

Os sobrenadantes dos homogenatos foram incubados em banho-maria com &cido
tricloroacético 30% durante 30 min, a 37° C. Em seguida, foi adicionado acido tiobarbitarico

0,73% a este meio que permaneceu em fervura por 60 min. Apos, este periodo o material foi
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resfriado durante 15 min a 4° C e posteriormente centrifugado (5 min a 5000 g). A leitura foi

feita em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 535 nm.

4.5.6. Dosagem de proteinas

O conteudo de proteinas foi quantificado pelo método de Bradford (1976). A
absorbancia foi lida em espectrofotometro a 595 nm usando albumina de soro bovino como

padrao.

4.6. Protocolos Experimentais

O protocolo experimental usado para a curva dose-resposta do acido foélico esta

ilustrado no esquema abaixo.

Camundongos
Swiss

Veiculo

Acido Folico

TNF TSC TNF TSC

Figura 9. Esquema do protocolo usado na curva dose-resposta do tratamento com acido
folico.

*t= tempo em minutos para a realizacao dos testes comportamentais ap6s a administracdo do
acido folico ou controle. Nos experimentos aonde a via de administrag@o foi i.c.v. o tempo €
de 15 minutos e na via oral ¢ de 60 minutos.
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4.6.1. Curva dose resposta do tratamento agudo com dcido folico e dcido folinico

Com a finalidade de investigar o efeito antidepressivo do acido folico no TNF e no
TSC, os animais receberam por gavagem agua (grupo controle) ou acido folico (1-100 mg/kg,
p.o). Decorridos 60 minutos, os animais foram submetidos ao TNF ou TSC (ver Figura 7). A
atividade locomotora foi avaliada em um outro grupo de animais tratados com as mesmas
doses testadas no TNF e no TSC. Os animais foram testados na caixa de locomog¢ao apo6s 2 h
de habituacdo.

Alternativamente, um grupo de animais foi tratado com a&cido fo6lico (0,1-10
nmol/sitio, i.c.v.) ou salina. Decorridos 15 minutos ap6s o tratamento os animais foram
testados no TNF e no TSC. Os animais foram testados na caixa de locomocdo ap6s 2 h de
habituacao.

Em outro experimento, acido folinico, um metabolito do acido folico, foi administrado
por via i.c.v. (1-10 nmol/sitio) 15 minutos antes do TNF. A atividade locomotora foi feita em
um grupo de animais independentes 15 minutos depois da administragdo do acido folinico nas

doses que tiveram efeito no TNF.

4.6.2. Curva dose resposta do tratamento créonico com dcido folico

Os animais receberam acido folico (1-100 mg/kg, p.o.) por 30 dias e 24 h apds a

ultima administragdao foram testados no TNF.
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4.6.3. Efeitos do dcido folico no modelo de estresse imprevisivel durante 14 dias

Os camundongos foram submetidos ao protocolo de estresse imprevisivel (EI) durante
14 dias. Neste protocolo os animais receberam acido folico (10 e 100 mg/kg, p.o.) ou
fluoxetina (10 mg/kg, p.o., controle positivo) do 7° até o 14 ° dias de EI e 24 h apos o ultimo

tratamento foram testados no TSC.

4.6.4. Estudo do mecanismo de agdo do dcido folico na depressdo

Nesta etapa do estudo foi utilizado o TNF para analisar os possiveis mecanismos
envolvidos na acdo antidepressiva do acido foélico, por ser um teste de melhor
reprodutibilidade e de mais facil execucdo do que o TSC. Para este fim, foi utilizado acido
folico na doses sub-ativas de 10 mg/kg, p.o. ¢ 1 nmol/sitio, i.c.v. para os experimentos onde o
objetivo era verificar um efeito antidepressivo sinérgico com outras drogas. As doses ativas
de 50 mg/kg, p.o. e 10 nmol/sitio, i.c.v. foram utilizadas para os experimentos nos quais
estava sendo investigada a revers@o do seu efeito por outras drogas. As doses dos antagonistas
e agonistas farmacoldgicos e inibidores enzimaticos utilizados nestes experimentos foram
selecionadas com base em dados da literatura ou entdo baseadas em resultados prévios do
laboratério (Redrobe ¢ Bourin, 1997; Eckeli et al., 2000; Rodrigues et al., 2002; Rosa et al.,
2003; Kaster et al., 2005; Zomkowski et al., 2002, 2005; Almeida et al., 2006; Kaster et al.,
2007a,b; Kulkarni e Dhir, 2007; Machado et al., 2007).

Os experimentos foram realizados de acordo com o esquema ilustrado abaixo.
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amundongos

|
Veiculo
l

Veiculo

TNF

Figura 10. Esquema do protocolo utilizado para estudar mecanismo de acao do acido folico.
*Droga= agonistas ou antagonistas de receptores dos sistemas estudados.
t; e t,= tempo do intervalo em minutos entre a administracdo das drogas e o inicio do TNF.

4.6.5. Envolvimento do sistema serotoninérgico e noradrenérgico

Para investigar o envolvimento do sistema serotonérgico no efeito antidepressivo do
acido folico os animais foram pré-tratados com o inibidor da sintese de serotonina, p-
clorofenilalanina metil éster (PCPA, 100 mg/kg, i.p., uma vez por dia por 4 dias
consecutivos). Vinte e quatro horas apds a ultima injecdo de PCPA, foi realizado o tratamento
dos animais com acido folico (50 mg/kg, p.o.), fluoxetina (20 mg/kg, p.o. controle positivo)
ou agua e os animais foram submetidos ao TNF apo6s 60 minutos. N6s também investigamos o
efeito do 4cido folico em potencializar o efeito antidepressivo da fluoxetina. Para este fim, os
camundongos receberam acido folico (10 mg/kg, p.o.) e fluoxetina (10 mg/kg, p.o.) ou agua.
Apds 60 minutos os animais foram testados no TNF.

Com o objetivo de investigar o envolvimento dos receptores serotoninérgicos no efeito

antidepressivo do 4cido folico, os animais foram pré-tratados com WAY 100635 (0,1 mg/kg,
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s.c., um antagonista seletivo de receptores 5-HT4) ou salina e apds 30 minutos os animais
receberam acido folico (50 mg/kg, p.o.) ou dgua e 60 minutos depois foram testados no TNF.
Em outro experimento para testar a habilidade do WAY 100635 em potencializar o efeito
antidepressivo de uma dose sub-ativa do acido félico, os animais foram pré-tratados com
WAY 100635 (0,1 mg/kg, s.c.) ou salina e apds 30 minutos receberam acido folico (10 mg/kg,
p.o.) ou agua e 60 minutos depois foram testados no TNF.

Em uma série de experimentos independentes, para investigar o envolvimento dos
receptores 5-HT; no efeito do acido folico no TNF, os camundongos foram pré-tratados com
cetanserina (5 mg/kg, i.p., um antagonsita de receptores 5-HT,anc) ou salina, e apos 30
minutos eles receberam acido folico (50 mg/kg, p.o.) ou agua e foram testados 60 minutos
depois no TNF.

Para acessar o possivel envolvimento do sistema noradrenérgico na atividade
antidepressiva do acido folico, os animais foram pré-tratados com prazosin (1 mg/kg, i.p., um
antagonista o;-adrenoceptores) ou ioimbina (1 mg/kg, i.p., um antagonista o,-adrenoceptores),
e ap6s 30 minutos eles receberam acido folico (50 mg/kg, p.o.) ou agua e foram testados 60
minutos ap6s no TNF.

Todos os experimentos descritos nesta se¢do foram realizados também com animais
que receberam acido folico por via i.c.v. (10 nmol/sitio, dose ativa e 1 nmol/sitio, dose sub-

ativa). Neste protocolo, o TNF foi realizado 15 min apds a administracao de acido folico.

4.6.6. Envolvimento dos receptores NMDA na agdo antidepressiva do dcido folico

Para testar a hipotese de que o efeito antidepressivo do acido folico ¢ mediado através

da inibi¢do de receptores NMDA, os animais foram pré-tratados com NMDA (0,1 pmol/sitio,
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i.c.v.) e 15 minutos apds receberam acido folico (10 nmol/sitio, i.c.v.) ou salina. Decorridos
15 minutos os animais foram testados no TNF.

Em outro experimento a fim de verificar se havia um efeito sinérgico do acido folico
com antagonista de NMDA os animais foram pré-tratados com uma dose sub-ativa de MK-
801 (0,001 mg/kg, i.p., antagonista ndo competitivo de receptores NMDA), 30 minutos apos

receberam acido félico (1 nmol/sitio, i.c.v.). Decorridos 15 minutos foram testados no TNF.

4.6.7. Envolvimento da via L-arginina NO na a¢do antidepressiva do dcido folico

Para investigar a participacdo da via L-arginina-6xido nitrico no efeito antidepressivo
do acido folico no TNF, os camundongos foram pré-tratados com L-arginina, um precursor do
NO (750 mg/kg, i.p.) ou com SNAP (25 pg/sitio, i.c.v., um doador de NO) em doses que per
se ndo produzem efeito no TNF. Apds 30 minutos do tratamento com L-arginina e 15 minutos
apos o SNAP os animais receberam acido folico (10 nmol/sitio, i.c.v.) ou salina. Decorridos
15 min os animais foram submetidos ao TNF.

Em outro experimento, foi investigado o efeito sinérgico de uma dose sub-ativa de
acido folico (1 nmol/sitio, i.c.v.) com uma dose sub-ativa de 7-nitroindazol (25 mg/kg, i.p.,
um inibidor especifico da NOS neuronal) ou azul de metileno (10-20 mg/kg, i.p., um inibidor
de NOS ¢ a da GCs). Acido folico foi administrado 20 minutos depois das drogas e os animais
foram testados no TNF 15 minutos depois.

Para investigar o papel do GMPc na agdo antidepressiva do acido folico, camundongos
receberam uma injecdo de sildenafil (5 mg/kg, i.p., um inibidor da fosfodiesterase 5), ou
veiculo 30 minutos antes do acido folico (10 nmol/sitio, i.c.v.) e 15 minutos apos foram

testados no TNF.
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4.6.8. Envolvimento do sistema opidide na ag¢do antidepressiva do dcido folico

Para investigar o envolvimento do sistema opidide na atividade antidepressiva do
acido folico, os animais foram pré-tratados com naloxona (1 mg/kg, i.p., antagonista nao
seletivo de receptores opidides), naloxona metiodida (1 mg/kg, s.c., antagonista ndo seletivo
de receptores opidides que ndo atravessa a barreira hemato-enceféalica) ou salina. Depois de
30 minutos os animais receberam inje¢do de acido folico (10 nmol/sitio, i.c.v.) ou salina.
Decorridos 15 minutos os animais foram avaliados no TNF.

Para verificar a ativacdo do sistema opidide pelo acido folico, os camundongos foram
pré-tratados com uma dose sub-ativa de morfina (1 mg/kg, s.c., um agonista ndo-seletivo de
receptores opiodides) e tratados 30 minutos apoés com uma dose sub-ativa de acido folico (1
nmol/sitio, i.c.v.). Decorridos 15 minutos os animais foram testados no TNF.

Em outra série de experimentos para investigar o envolvimento dos sub-tipos de
receptores opidides no efeito antidepressivo do acido félico, os camundongos foram pré-
tratados com naltrindol (3 mg/kg, um antagonista seletivo de receptores &-opidide), ou
naloxonazina (10 mg/kg, i.p., um antagonista seletivo de receptores p1-opidides) ou veiculo e
apos 30 minutos e 24 h, respectivamente eles receberam acido folico (10 nmol/sitio, i.c.v.) ou
salina antes de serem testados 15 minutos depois no TNF.

Para investigar o envolvimento do sistema opidide com a inibigdo dos receptores
NMDA animais foram pré-tratados com naloxona (1 mg/kg, i.p., antagonista ndo seletivo dos
receptores opiodides) e tratados com doses sub-ativas de MK-801 (0,001 mg/kg, i.p.) e de
acido folico (1 nmol/sitio, i.c.v.) que produziram um efeito sinérgico no TNF. Os animais

foram testados no TNF 15 minutos ap6s o tratamento com o acido folico.
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4.6.9. Envolvimento das cascatas de sinaliza¢do celular na ag¢do antidepressiva do dacido

folico

Para investigar as vias de sinalizagdo intracelular envolvidas no efeito antidepressivo
agudo do acido folico, foram utilizados inibidores especificos de proteinas cinases. Os
animais foram pré-tratados com veiculo ou com os seguintes compostos: H-89 (um inibidor
da PKA, na dose de 1 pg/sitio, i.c.v.), PD98059 (um inibidor da MAPK/ERK cinase, na dose
de 5 pg/sitio, i.c.v.), KN-62 (um inibidor da CaMKII, na dose de 1 pg/sitio, i.c.v.),
queleritrina (um inibidor da PKC, na dose de 1 ug/sitio, i.c.v.). Depois de 15 minutos, os
camundongos receberam acido folico (10 nmol/sitio, i.c.v.) e decorridos 15 minutos, eles

foram submetidos ao TNF.

4.6.10. Investigagdo do efeito do acido folico nas alteracées comportamentais e bioquimicas

ocasionadas pelo modelo de mania induzido por ouabaina em ratos

Ouabaina 50 pmol/sitio
Cirurgia ou salina 5pl/sitio
estereotaxica

Inicio do tratamento

AF, LiCl ou agua Fim do
(2 x ao dia, p.0.) tratamento
+6h
T S S . o
dia 0 dia 3 dia 7 dia13  dia14 +6h
I
v v i A
P c Analises
ampo ampo bioquimicas
aberto aberto :l?::t':)o

Figura 11. Esquema do protocolo utilizado para estudar os efeitos do acido folico no modelo
de mania induzido por ouabaina.
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Os animais foram anestesiados com tiopental sodico (35 mg/kg, 1 mlkg, i.p.)
(Thionembutal Abbott Laboratories) e xilazina (10 mg/kg, im.) (Virbaxyl, Virbac
Laboratories) e a canula foi cirurgicamente implantada no terceiro ventriculo. Os animais
foram posicionados em um estereotdxico (Insight Equipaments, Brazil) e a canula de aco
(25G, 12 mm de comprimento), 3 mm acima do ventriculo lateral usando as coordenadas
descritas por Paxinos ¢ Watson (1998): plano anterior/posterior 0,9 mm do bregma; plano
lateral 1,5 mm e plano ventral 3,5 mm. A canula foi fixada com cimento poliacrilico e este foi
ancorado no cranio com parafusos de aco.

Conforme mostrado na Figura 11 os animais foram canulados no dia zero. O periodo
de tratamento dos animais com acido folico (10-100 mg/kg, p.o.) ou LiCl (controle positivo,
45 mg/kg, p.o.) foi do 7° até o 13° dia. No 14° dia, os animais receberem uma injecdo de
ouabaina (50 pmol/sitio, i.c.v.) ou salina. O teste do campo aberto foi realizado no dia 0 (4 h
antes da canula¢do), 3 dias ap6s a canulagdo (para excluir efeitos da cirurgia sobre a atividade
locomotora) e no 14° dia (imediatamente apds a injecdo i.c.v. de ouabaina ou salina).
Decorridas 6 h, os animais foram mortos por decapitacdo. Cortices cerebrais e hipocampos

foram removidos ¢ homogenizados para posteriores dosagens bioquimicas (Figura 11).

4.7. Analise estatistica

Para analise dos resultados foi efetuada a analise de variancia (ANOVA) de uma ou de
duas vias, de acordo com o protocolo experimental, seguida do teste post-hoc de Newman
Keuls ou Tukey, quando apropriado. As diferengas entre as médias foram consideradas

significativas quando P<0,05.
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5. Resultados

5.1. Efeitos do acido félico em modelos animais de depressiao

5.1.1. Efeitos do tratamento por via orval com dcido folico no TNF, TSC e na atividade

locomotora em camundongos

Os resultados descritos na Figura 12A e 12B mostram a curva dose-resposta do acido
folico administrado por via oral no TNF e TSC, respectivamente. A redugdo do tempo de
imobilidade ocorreu nas doses de 50 ¢ 100 mg/kg no TNF, e nas doses de 10 ¢ 50 mg/kg no
TSC. A Figura 12C mostra que quando administrado nas doses ativas no TNF e no TSC, o
acido folico ndo produziu efeito psicoestimulante em camundongos testados em caixa de

locomocdo apds 2 h de habituagdo.
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Figura 12. Efeito da administracdo aguda do acido folico por via oral no TNF (A), no TSC
(B) e na atividade locomotora (C). Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n = 5-
7). * P<0,05 ¢ ** P< 0,01 quando comparado com o grupo controle. A) tratamento (F3,24 =
11,21, P<0,01). B) (F3,20 = 5,71, P<0,01); C) (F3,19=0,81, P =0,50).
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Os resultados da Figura 13 mostram a curva dose-resposta da administracdo de acido
folico (1-100 mg/kg, p.o.) durante 30 dias no TNF. A reducdo do tempo de imobilidade
ocorreu nas doses de 50 e 100 (mg/kg, p.o.) no TNF (painel A). Figura 13B mostra que
quando administrado nas doses ativas no TNF o 4&cido félico ndo produziu efeito
psicoestimulante em camundongos testados no campo aberto, quando testado na faixa de

doses de 1- 100 mg/kg, p.o.).
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Figura 13. Efeito da administragdo durante 30 dias do acido foélico por via oral no TNF (A) e
na atividade locomotora (B). Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n = 6-7). **
P< 0,01 quando comparado com o grupo controle. A) tratamento (F4,29 = 15,67 P< 0,01); B)
(F4,26 = 0,49 P=0,74).

5.1.2. Efeitos do tratamento agudo por via i.c.v. com dcido folico e com dcido folinico no

TNF e na atividade locomotora em camundongos

Os resultados descritos na Figura 14A e 14B mostram a curva dose-resposta do acido
folico administrado por via i.c.v. no TNF e TSC, respectivamente. A redugdo do tempo de
imobilidade ocorreu na dose de 10 nmol/sitio no TNF, e nas doses de 1 e 10 nmol/sitio no

TSC. A Figura 14C mostra que quando administrado nas doses ativas no TNF e no TSC, o
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acido folico ndo produziu efeito psicoestimulante em camundongos testados em caixa de

locomocdo apods 2 h de habituagao.
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Figura 14. Efeito da administracdo aguda do acido félico por via i.c.v. no TNF (A), no TSC
(B) e na atividade locomotora (C). Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n = 6-
8). * P< 0,05 e ** P< 0,01 quando comparado com o grupo controle. A) tratamento (F3,22 =
12,31, P <0,01). B) tratamento (F3,22 = 5,50, P <0,01). C) (F2,18 = 0,032, P = 0,96).

Os resultados descritos na Figura 15A mostram o efeito da administrag@o central (i.c.v.)
de acido folinico, um metabdlito ativo do acido folico no TNF. A Figura 15B mostra que

quando administrado na dose que produziu efeito no TNF (10 nmol/sitio, i.c.v.), o acido

folinico ndo produziu alteragdes locomotoras.
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Figura 15. Efeito da administragdo aguda do acido folinico por via i.c.v. no TNF (painel A) e
na atividade locomotora (painel B). Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n = 6-
8). ** P< 0,01 quando comparado com o grupo controle. A) tratamento (F2,19 = 7,24, P <
0,01). B) tratamento (F1,10 = 1,42, P =0,26).

5.1.3. Efeitos do dcido folico nos modelos animais de depressdo induzida por estresse

imprevisivel (El)

Os resultados ilustrados na Figura 16 mostram o efeito do tratamento durante 7 dias
com acido folico (10 e 100 mg/kg, p.o.) ou fluoxetina (10 mg/kg, p.o.) em camundongos
submetidos a 14 dias de estresse imprevisivel e testados subseqiientemente no TSC. O
tratamento com acido folico nas duas doses utilizadas ou fluoxetina foi capaz de prevenir o

aumento do tempo de imobilidade ocasionado pelo EI no TSC.
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Figura 16. Efeito da administracdo de acido folico (10 e 100 mg/kg, p.o.) ou fluoxetina (10
mg/kg, p.o.) no TSC em camundongos submetidos ao modelo de depressdao induzido por EI.
Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n = 5-6). ** P< 0,01 quando comparado
com o grupo controle e *p< 0,01 quando comparado com grupo controle com estresse. Pré-
tratamento (F3,38 = 21,31, P < 0,01), tratamento (F1,38 = 5,35, P < 0,05), interacao (F3,38 =
6,38, P <0,01)

Os resultados ilustrados na Figura 17 mostram o efeito do tratamento dos
camundongos tratados durante 30 dias com homocisteina (200 mg/kg, p.o.) submetidos ao
“splash teste” (Figura 17A e¢ B) e ao TSC (Figura 17C). Os animais tratados com
homocisteina apresentaram uma maior laténcia para o inicio € um menor tempo de
permanéncia no comportamento de auto-limpeza no splash test quando comparados com o
grupo controle. Estes animais apresentaram também um aumento significativo do tempo de

imobilidade no TSC, quando comparados com o grupo controle.
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Figura 17. Efeitos do tratamento com homocisteina (200 mg/kg, p.o.) durante 30 dias no
splash teste (painel A e B) e no TSC (painel C). Os valores estdo expressos como média +
E.P.M. (n = 6-7). ** P<0,01 quando comparado com o grupo controle. A) tratamento (F1,11
=16,31, P <0,01). B) tratamento (F1,12 = 64,13, P < 0,01). C) tratamento (F1,10 = 14,03, P
<0,01).

5.2. Investigacio dos sistemas de neurotransmissores e vias de sinalizacio celular

envolvidos na acdo antidepressiva do acido félico no TNF

5.2.1. Envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito antidepressivo do acido folico no

TNF em camundongos

O efeito do pré-tratamento dos camundongos com PCPA (100 mg/kg, um inibidor da
sintese de serotonina) ou salina, uma vez ao dia por 4 dias consecutivos, no efeito

antidepressivo do acido folico e da fluoxetina (controle positivo) é mostrado na Figura 18A.
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O pré-tratamento dos camundongos com PCPA bloqueou a diminui¢do do tempo de
imobilidade causado pelo acido folico (50 mg/kg, p.o.) e fluoxetina (20 mg/kg, p.o.).
Figura 18B mostra o efeito sinérgico da co-administragdo de doses sub-ativas de acido

folico (10 mg/kg, p.o.) e fluoxetina (10 mg/kg, p.o.) no tempo de imobilidade no TNF.
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Figura 18. Efeito do pré-tratamento com um inibidor da sintese de serotonina, PCPA (100
mg/kg, durante 4 dias consecutivos), na redugdo do tempo de imobilidade do 4cido folico (50
mg/kg, p.o.) e fluoxetina (20 mg/kg, p.o.) no TNF (A). Efeito da co-administracdo de acido
folico (10 mg/kg, p.o.) e fluoxetina (10 mg/kg, p.o.) no tempo de imobilidade no TNF (B). Os
valores sdo expressos como média + E.P.M. (r = 6-7). ** P< 0,01 quando comparado com o
grupo controle; *P< 0,01 quando comparado com o mesmo grupo pré-tratado com salina. A)
pré-tratamento (F1,32= 47,92, P < 0,01), tratamento (F2,32= 37,55, P < 0,01) e interagdo
(F2,32= 28,90, P < 0,01). B) pré-tratamento (F1,24= 13,93, P < 0,01), tratamento (F1,24=
5,73, P <0,05), e interagdo (F1,24 = 4,86, P < 0,05).

Figura 19A mostra que o pré-tratamento dos camundongos com WAY100635 (0,1
mg/kg, s.c., um antagonista seletivo dos receptores 5-HT;,) significativamente bloqueou a
reducdo no tempo de imobilidade ocasionado pelo tratamento com acido folico (50 mg/kg,
p.o.) no TNF. Os resultados descritos na Figura 19B mostram o efeito sinérgico do pré-

tratamento dos camundongos com WAY 100635 (0,1 mg/kg, s.c.) com uma dose sub-ativa de

acido folico (10 mg/kg, p.o.) no TNF.
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Figura 19. A) Inibi¢ao do efeito anti-imobilidade do acido félico (50 mg/kg, p.o.) no TNF
pelo pré-tratamento com WAY 100635 (0,1 mg/kg, s.c., um antagonista seletivo de receptores
5-HT;a). B) Influéncia do pré-tratamento dos camundongos com WAY 100635 (0,1 mg/kg,
s.c.) no efeito de uma dose sub-ativa do acido folico (10 mg/kg, p.o.) no TNF. Os valores
estdo expressos com média + E.P.M. (n = 6-7). **P< 0,01 quando comparado com o grupo
controle (salina); “P< 0,01 quando comparado com o mesmo grupo pré-tratado com salina. A)
pré-tratamento (F1,20 = 7,15, P = 0,05), tratamento (F1,20= 18,66, P < 0,01) e interagdo
(F1,20= 29,88, P < 0,01). B) pré-tratamento (F1,23= 7,63, P <0,05), tratamento (F1,23= 6,21,
P <0,05) e interacdo (F1,23= 5,24, P <0,05).

Figura 20 mostra o efeito do pré-tratamento dos camundongos com cetanserina (5
mg/kg, um antagonista de receptores 5- HTzanc) na redugdo do tempo de imobilidade
ocasionado pelo tratamento com acido folico (50 mg/kg, p.o.) no TNF. Houve uma reversio

significativa do efeito do acido félico pelo pré-tratamento com cetanserina.
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Figura 20. Efeito do pré-tratamento dos camundongos com cetanserina (5 mg/kg, i.p., um
antagonista de receptores 5-HTa/2¢) na redugdo do tempo de imobilidade ocasionado pelo
tratamento com acido folico (50 mg/kg, p.o.) no TNF. Os valores estdo expressos como média
+ E.P.M. (n = 6-7). **P< 0,01 quando comparado com o grupo controle (salina); "P< 0,01
quando comparado com o mesmo grupo pré-tratado com salina. Pré-tratamento (F1,20=
27,55, P <0,01), tratamento (F1,20= 33,73, P <0,01) e interacdo (F1,20 = 53,06, P <0,01).

5.2.2. Envolvimento do sistema noradrenérgico no efeito tipo-antidepressivo do acido folico

no TNF em camundongos

Os resultados descritos na Figura 21A-B mostram que o pré-tratamento dos
camundongos com prazosin (1 mg/kg, i.p., um antagonista de a;-adrenoceptores) ou ioimbina
(1 mg/kg, i.p., um antagonista de o,-adrenoceptores) foi capaz de reverter o efeito

antidepressivo do acido folico (50 mg/kg, p.o.) no TNF.

Resultados semelhantes aos obtidos nos itens 5.2.1 e 5.2.2 foram também obtidos
utilizando os mesmos protocolos experimentais quando o acido félico foi administrado por

via i.c.v. aos camundongos (dados ndo mostrados).
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Figura 21. Efeito do pré-tratamento dos camundongos com prazosin (1 mg/kg, i.p., painel A)
ou com ioimbina (1 mg/kg, i.p., painel B) na redugdo do tempo de imobilidade ocasionado
pelo tratamento com acido folico (50 mg/kg, p.o.) no TNF. Os valores estdo expressos como
média + ELP.M. (n = 6). **P< 0,01 quando comparado com o grupo controle (salina); *P<
0,01 quando comparado com o mesmo grupo pré-tratado com salina. A) pré-tratamento
(F1,20= 17,92, P < 0,01), tratamento (F1,20= 50,56, P < 0,01), ¢ interacao (F1,20= 52,58, P <
0,01). B) pré-tratamento (F1,20= 28,26, P < 0,01), tratamento (F1,20= 27,37, P < 0,01), e
interacdo (F1,20=48,65, P <0,01).

5.2.3. Envolvimento dos receptores NMDA e da via L-arginina-NO no efeito antidepressivo

do dcido folico no TNF

A Figura 22A mostra que o pré-tratamento dos camundongos com NMDA (0,1
pmol/sitio, i.c.v.) reverteu o efeito antidepressivo do acido folico no TNF. A Figura 22B
mostra o efeito antidepressivo sinérgico de doses sub-ativas de acido folico e MK-801 no

TNF.
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Figura 22. A) Efeito do pré-tratamento dos camundongos com NMDA (0,1 pmol/sitio, i.c.v.)
no efeito antidepressivo do acido folico (10 nmol/sitio, i.c.v.). B) Efeito do pré-tratamento dos
animais com MK-801 (0,001 mg/kg, s.c.) no efeito de uma dose sub-ativa de acido folico (1
nmol/sitio, i.c.v.) no TNF. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n =5- 6). **P<
0,01 quando comparado com o grupo controle (salina); “P< 0,01 quando comparado com o
mesmo grupo pré-tratado com salina. A) pré-tratamento (F1,22= 18,04, P < 0,01); tratamento
(F1,22=4,57, P <0,05); interacao (F1,22= 30,60, P < 0,01). B) pré-tratamento (F1,17= 14,30,
P <0,01); tratamento (F1,17=17,59, P <0,01); interagao (F1,17= 18,88, P <0,01).

Os resultados descritos na Figura 23 mostram que o efeito antidepressivo do acido
folico no TNF foi revertido pelos pré-tratamentos dos animais com L-arginina (750 mg/kg,

1.p., um precursor de NO, painel A) e com SNAP (25 ug/sitio, i.c.v., um doador de NO, painel
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Figura 23. Efeito do pré-tratamento dos camundongos com L-arginina (750 mg/kg, i.p, painel
A) ou SNAP (25 pg/sitio, i.c.v., painel B) no efeito anti-imobilidade do acido foélico (10
nmol/sitio, i.c.v.) no TNF. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n = 6). **P<
0,01 quando comparado com o grupo controle (salina); “P< 0,01 quando comparado com o
mesmo grupo pré-tratado com salina. A) pré-tratamento (F1,20 =83,53, P < 0,01); tratamento
(F1,20 = 64,53, P < 0,01), interagdo (F1,20 = 121,05, P < 0,01). B) pré-tratamento (F1,20=
20,62, P <0,01); tratamento (F1,20= 15,88, P <0,01); interacdo (F1,20= 15,54, P <0,01).
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Os resultados ilustrados na Figura 24 mostram que o pré-tratamento dos camundongos
com 7-nitroindazol (25 mg/kg i.p., um inibidor especifico da NOS neuronal, painel A)
aumentou o efeito antidepressivo de uma dose sub-ativa de acido folico (1 nmol/sitio, i.c.v.)
no TNF. A Figura 24B mostra que a administragdo de 7-nitroindazol per se ou em

combinagdo com acido folico ndo afetou a atividade locomotora no campo aberto.
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Figura 24. Efeito do pré-tratamento com 7-nitroindazol (25 mg/kg, i.p.) em potencializar o
efeito tipo-antidepressivo do acido folico (1 nmol/sitio, i.c.v.) no TNF (painel A), sem causar
nenhuma alteragdo na atividade locomotora no campo aberto (painel B). Os valores estdo
expressos como média + E.P.M. (n=5-6). ** P< 0,01 quando comparado com o grupo
controle (salina). A) pré-tratamento (F1,20= 9,94, P < 0,01); tratamento (F1,20 = 4,79, P <
0,05); interagdo (F1,20 = 5,41, P< 0,05). B) pré-tratamento (F1,19 = 0,72, P = 0,41);
tratamento (F1,19 = 0,10, P = 0,92); interagdo (F1,19 = 0,44, P =0,51).

A Figura 25A mostra o efeito do pré-tratamento dos camundongos com azul de
metileno (10 e 20 mg/kg i.p., um inibidor da NOS e da GCs) e de uma dose sub-ativa de acido
folico (1 nmol/sitio, i.c.v.) sobre o tempo de imobilidade no TNF. O azul de metileno
administrado na dose de 20 mg/kg, i.p. foi capaz de produzir um efeito antidepressivo
sinérgico com o acido folico. Figura 25B mostra que a administragdo de azul de metileno (20

mg/kg i.p.) per se ou em combinac¢do com acido folico ndo afetou a locomogao dos animais

avaliados no campo aberto.
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Figura 25. Efeito do pré-tratamento com azul de metileno (10-20 mg/kg, i.p.) no efeito do
acido folico (1 nmol/sitio, i.c.v.) no TNF (painel A), sem causar alteracdo locomotora em
animais testados no campo aberto (painel B). Os valores estdo expressos como média +
E.P.M. (n=5-6). ** P< 0,01 quando comparado com o grupo controle (salina). A) pré-
tratamento (F2,30 = 7,34, P < 0,01); tratamento (F1,30= 4,35, P < 0,05); interacdo (F2,30=
5,41, P < 0,01). B) pré-tratamento (F2,30= 0,38, P = 0,69); tratamento (F1,30 = 0,49, P =
0,49); interagdo (F2,30 = 0,041, P = 0,96).

A Figura 26 mostra que o pré-tratamento dos animais com sildenafil (5 mg/kg, i.p., um
inibidor da fosfodiesterase 5) foi capaz de reverter o efeito antidepressivo do acido folico (10

nmol/sitio, i.c.v.) no TNF.
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Figura 26. Efeito do pré-tratamento dos animais com sildenafil (5 mg/kg, i.p.). Os valores
estdo expressos como média + E.P.M. (n=5-6). ** P< (0,01 quando comparado com o grupo
controle (salina). “P<0,01 quando comparado com o grupo tratado com écido félico e pré-
tratado com salina. Pré-tratamento (F1,20= 142,08, P < 0,01); tratamento (F1,20= 117,49, P <
0,01); interagdo (F1,20= 181,69, P <0,01).

60



5.2.4. Envolvimento do sistema opidide na acdo antidepressiva do dcido folico no TNF

Figura 27A mostra que o pré-tratamento dos camundongos com naloxona (1 mg/kg, i.p.,
um antagonista ndo seletivo de receptores opidides) siginificativamente preveniu o efeito
antidepressivo do acido folico (10 nmol/sitio, i.c.v.) no TNF. Os resultados da Figura 27B
mostram que o pré-tratamento dos animais com naloxona metiodida (I mg/kg, s.c., um
antagonista ndo seletivo de receptores opidides que ndo atravessa a barreira hemato-

encefalica) ndo preveniu o efeito antidepressivo do 4cido folico no TNF.
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Figura 27. Efeito do pré-tratamento dos animais com naloxona (1 mg/kg, i.p., painel A) ou
naloxona metiodida (1 mg/kg, s.c.) no efeito anti-imobilidade do acido folico no TNF. Os
valores estdo expressos como média + E.P.M. (n=5-7). ** P< 0,01 quando comparado com o
grupo controle (salina). A) pré-tratamento (F1,21=12,46, P < 0,05); tratamento (F1,21=10,31,
P < 0,01); interagdo (F1,21=9,60, P < 0,01). B) pré-tratamento (F1,20=0,32, P = 0,58);
tratamento (F1,20 = 36,63, P <0,01); interacdo (F1,20 = 0,36, P = 0,55).

A Figura 28A mostra o efeito da morfina (1 mg/kg, s.c., um agonista ndo-seletivo de
receptores opidides ) em potencializar a acdo de uma dose sub-ativa de acido folico (1
nmol/sitio, i.c.v.) no TNF. A Fig. 28B mostra que a morfina sozinha ou em combinag¢do com

acido folico nao causou nenhuma alterag@o na atividade locomotora no campo aberto.
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Figura 28. Efeito da morfina (1 mg/kg, s.c.) em potencializar a a¢cdo de uma dose sub-ativa de
acido folico (1 nmol/sitio, i.c.v.) no TNF (painel A), sem causar nenhuma alteracdo
locomotora no campo aberto (painel B). Os valores estdo expressos como média + E.P.M.
(n=6). ** P<0,01 quando comparado com o grupo controle (salina). A) pré-tratamento (F1,20
= 4,12, P < 0,05); tratamento(F1,20 = 23,88, P < 0,01); interagdo (F1,20 = 12,49, P < 0,01).
B) pré-tratamento (F1,20 = 1,99, P = 0,17); tratamento (F1,20 = 3,56, P = 0,07); interacdo
(F1,20=1,36, P = 0,26).

Os resultados descritos nas Figuras 29A e 29B mostram que o pré-tratamento dos
animais com naltrindol (3 mg/kg, i.p., um antagonista seletivo de receptores d-opiodides), ou
naloxonazina (10 mg/kg, i.p., um antagonista seletivo de receptores pl-opidides)

siginificantemente preveniu o efeito antidepressivo do acido folico (10 nmol/sitio, i.c.v.) no

TNF.
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Figura 29. Efeito do pré-tratamento dos camundongos com naltrindol (3 mg/kg, i.p., painel
A) ou naloxonazina (10 mg/kg, i.p., painel B) no efeito antidepressivo do acido félico no
TNF. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n=6-7). ** P< 0,01 quando
comparado com o grupo controle (salina) e “P < 0,01 quando comparado com o grupo acido
folico pré-tratado com salina. A) pré-tratamento (F1,21=5,67, P < 0,05), tratamento
(F1,21=4,38, P < 0,05); interacao (F1,21=13,17, P <0,01). B) pré-tratamento (F1,20=39,62, P
< 0,01) tratamento (F1,20=15,74, P <0,01); interag¢do (F1,20=14,79, P < 0,01).

A Figura 30A mostra que o pré-tratamento dos camundongos com naloxona (1 mg/kg,
i.p.) foi capaz de reverter a redu¢do do tempo de imobilidade causado pela combinagdo de
doses sub-ativas de acido folico (1 nmol/sitio, i.c.v.) e MK-801 (0,001 mg/kg, i.p.) no TNF.
Os resultados descritos na Figura 30B mostram que o pré-tratamento dos animais com

naloxona, acido folico, MK-801 ou com estas drogas em combinag¢do ndo causou nenhuma

alteracdo na atividade locomotora avaliada no campo aberto.
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Figura 30. Efeitos da naloxona (1 mg/kg, i.p.) na reversao do efeito antidepressivo sinérgico
do MK-801 (0,001 mg/kg, s.c.) com acido folico (1 nmol/sitio, i.c.v.) no TNF (painel A), sem
causar alteragdo locomotora no campo aberto (painel B). Os valores estdo expressos como
média + E.P.M. (n=5-7). ** P< 0,01 quando comparado com o grupo controle (salina) ¢ *P <
0,01 quando comparado com o grupo acido folico + MK 801. A) pré-tratamento
(F2,31=17,58, P < 0,01) tratamento (F1,31=22,89, P < 0,01); interacdao (F2,31=24,59, P <
0,01). B) pré-tratamento (F2,29=0,05, P = 0,95); tratamento (F1,29=0,16, P = 0,69); interacao
(F2,29=0,77, P = 0,47).

5.2.5. Envolvimento de vias de sinalizacdo celular na a¢do antidepressiva do acido folico

A Figura 31 mostra a influéncia do pré-tratamento de camundongos com o inibidor
especifico da PKA, o composto H-89 (1 pg/sitio, i.c.v.) na reducdo do tempo de imobilidade
ocasionado pelo acido folico (10 nmol/sitio, i.c.v.) no TNF. Este composto foi capaz de

prevenir o efeito antidepressivo do acido folico no TNF.
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Figura 31. Efeito do pré-tratamento de camundongos com H-89 (1 pg/sitio, i.c.v.) sobre a
reducdo do tempo de imobilidade causada pelo acido folico (10 nmol/sitio, i.c.v.) no TNF. Os
camundongos foram pré-tratados com H-89 e depois de 15 minutos tratados com 4acido folico.
O TNF foi realizado 15 minutos apds o tratamento com acido folico. Os valores estdo
expressos como média + E.P.M. (n=6-8). ** P< 0,01 quando comparado com o grupo
controle (salina) e "P< 0,01 quando comparado com o grupo 4cido folico pré-tratado com
salina. Pré-tratamento (F1,22=14,15, P < 0,01) tratamento (F1,24=11,94, P < 0,01); interacdo
(F1,24=31,34, P <0,01).

Na Figura 32 esta representada a influéncia do pré-tratamento de camundongos com
um inibidor da via MAPK/ERK, o PD98059 (5 ug/sitio, i.c.v.) no efeito antidepressivo
provocado pelo acido folico no TNF. Este composto ndo foi capaz de reverter o efeito do

acido folico no TNF.
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Figura 32. Efeito do pré-tratamento de camundongos com PD98059 (5 ug/sitio, i.c.v.) sobre a
redugdo do tempo de imobilidade causada pelo acido folico (10 nmol/sitio, i.c.v.) no TNF. Os
camundongos foram pré-tratados com PD98059 e depois de 15 minutos tratados com acido
folico. O TNF foi realizado 15 minutos apds o tratamento com acido folico. Os valores estdao
expressos como média + E.P.M. (n = 6-8). *P< 0,05 e **P< 0,01, quando comparado com o
grupo controle. Pré-tratamento (F1,24=0,004, P = 0,951) tratamento (F1,24 = 12,34, P <
0,01); interagdo (F1,24=2,15, P =0,15).
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Na Figura 33 pode ser observado o resultado do pré-tratamento dos camundongos com
um inibidor especifico da calcio/calmodulina cinase II (CaMKII), o KN-62 (1 pg/sitio, i.c.v.)
no efeito antidepressivo causado pelo acido félico (10 nmol/sitio, i.c.v.) no TNF. Este inibidor

foi capaz de reverter o efeito do acido folico no TNF.
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Figura 33. Efeito do pré-tratamento de camundongos com KN-62 (1 pg/sitio, i.c.v.) no efeito
antidepressivo do acido félico (10 nmol/sitio, i.c.v.) no TNF. Os camundongos foram pré-
tratados com KN-62 e depois de 15 minutos receberam acido folico. O TNF foi realizado 15
minutos apds o tratamento com acido folico. Os resultados estdo expressos como média +
EP.M. (n = 6-8). ¥*P< 0,01, quando comparado com o grupo controle, “P< 0,01, quando
comparado com o grupo tratado somente com acido folico. Pré-tratamento (F1,20 = 0,53, P =
0,47) tratamento (F1,20=7,39, P < 0,05); interagado (F1,20=5,24, P = 0,05).

Na Figura 34 esta representado o efeito do pré-tratamento de camundongos com um
inibidor especifico da proteina cinase C (PKC), a queleritrina (1 pg/sitio, i.c.v.) no efeito
antidepressivo do acido folico (10 nmol/sitio, i.c.v.) no TNF. A queleritrina ndo reverteu o

efeito anti-imobilidade do acido fblico.
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Figura 34. Efeito do pré-tratamento de camundongos com queleritrina (1 pg/sitio, i.c.v.) no
efeito antidepressivo do acido félico (10 nmol/sitio, i.c.v.) no TNF. Os camundongos foram
pré-tratados com queleritrina e depois de 15 minutos tratados com acido folico. O TNF foi
realizado 15 minutos apos o tratamento com acido folico. Os resultados estdo expressos como
média + E.P.M. (n = 6-8). ** P< (0,01 quando comparado com o grupo controle. Pré-
tratamento (F1,24 = 1,60, P = 0,21) tratamento (F1,24 = 39,35, P < 0,01); interagdo
(F1,24=0,98, P = 0,33).

5.3. Efeitos do acido félico em um modelo de mania induzido por ouabaina em ratos

O efeito do pré-tratamento dos ratos com acido folico (10-100 mg/kg, p.o.), cloreto de
litio (LiCl, 45 mg/kg, p.o.) ou agua, duas vezes ao dia, durante 7 dias consecutivos, no efeito
hiperlocomotor causado pela ouabaina (50 pmol/sitio) é mostrada na Figura 35. O pré-
tratamento dos ratos com acido folico (50 e 100 mg/kg) e LiCl bloqueou o aumento da

atividade locomotora ocasionado pelo tratamento com ouabaina.
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Figura 35. Efeito do pré-tratamento dos ratos com acido folico (10-100 mg/kg, p.o.), LiCl
(45 mg/kg, p.o.) ou agua, duas vezes ao dia, durante 7 dias consecutivos, no efeito
hiperlocomotor ocasionado pela ouabaina (50 pmol/sitio). Os valores estdo expressos como
media + E.P.M. (n = 5-6). **P< 0,01 quando comparado com o mesmo grupo pré-tratado com
salina; "P< 0,01 quando comparado com o grupo pré-tratado com agua e tratado com
ouabaina. Pré-tratamento (F4,49 = 20,59, P < 0,01), tratamento (F1,49= 108,13, P < 0,01) ¢
interagdo (F4,49= 17,26, P <0,01).

A Figura 36 mostra um significativo aumento nos niveis de TBARS em cortex cerebral
e hipocampo de ratos tratados com ouabaina. O pré-tratamento dos ratos com LiCl (45 mg/kg)
e acido folico nas doses de 10-100 mg/kg e 10-50 mg/kg preveniu o aumento nos niveis de

TBARS ocasionado pelo tratamento com ouabaina em cortex cerebral (Figura 36A) e

hipocampo (Figura 36B), respectivamente.
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Figura 36. Efeito do pré-tratamento dos ratos com acido folico (10-100 mg/kg, p.o.), LiCl (45
mg/kg, p.o.) ou agua, duas vezes por dia durante 7 dias consecutivos, no aumento nos niveis
de TBARS em cortex cerebral (painel A) e em hipocampo (painel B) induzido pelo
tratamento com ouabaina (50 pmol/sitio). Os dados estdo representados como % do controle e
estdo expressos como média + E.P.M. (n = 5-6). *P< 0,05 ¢ **P< 0,01 quando comparado
com o mesmo grupo pré-tratado com salina; P< 0,05 e “P< 0,01 quando comparado com o
grupo ouabaina pré-tratado com agua. A) pré-tratamento (F4,45= 3,61, P < 0,05), tratamento
(F1,45= 0,34, P = 0,56) ¢ interagdo (F4,45= 7,44, P < 0,01). B) pré-tratamento (F4,41= 8,51,
P <0,01), tratamento (F1,41=29,47, P <0,01) e interacao (F4,41= 3,55, P <0,05).

A Figura 37 mostra o efeito do tratamento dos ratos com ouabaina na atividade das
enzimas antioxidante GPx em cortex cerebral e hipocampo. Uma significativa redugdo na
atividade da GPx foi encontrada em hipocampo de ratos tratados com ouabaina, porém, o pré-
tratamento dos animais com acido folico (10-100 mg/kg) e LiCl (45 mg/kg) preveniu esta
reducdo (Figura 37 B). Nenhuma mudanga foi observada na atividade da GPx no cortex

cerebral de ratos tratados com ouabaina (Figura 37A).
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Figura 37. Atividade da enzima GPx em cortex cerebral (A) e em hipocampo (B) de ratos
pré-tratados com acido folico (10-100 mg/kg, p.o.), LiCI (45 mg/kg, p.o.) ou dgua, duas vezes
ao dia por 7 dias consecutivos, e tratados agudamente com ouabaina (50 pmol/sitio). A
atividade enzimatica ¢ expressa por nmol/min/mg proteina. Os valores estdo expressos como
média + E.P.M., n = 5-6. *P< 0,05 quando comparado com o mesmo grupo tratado com
salina; *P< 0,05 e "P< 0,01 quando comparado com o grupo pré-tratado com 4gua e tratado
com ouabaina. B) pré-tratamento (F4,42= 2,34, P = 0,07), tratamento (F1,42= 1,44, P = 0,24)
e interacdo (F4,42= 5,82, P <0,01).

O tratamento com ouabaina causou diminui¢do na atividade da GR em cortex cerebral
(Figura 38A) e hipocampo (Figura 38B). A prevencdo da diminui¢cdo na atividade da GR
ocorreu nos grupos pré-tratados com acido folico (10-100 mg/kg) e LiCl (45 mg/kg) em

cortex cerebral e nas doses de 10-50 mg/kg de acido folico em hipocampo de ratos tratados

com ouabaina.
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Figura 38. Atividade da enzima GR em cortex cerebral (A) e em hipocampo (B) de ratos pré-
tratados com acido folico (10-100 mg/kg, p.o.), LiCl (45 mg/kg, p.o.) ou agua, duas vezes ao
dia por 7 dias consecutivos, e tratados agudamente com ouabaina (50 pmol/sitio). A atividade
enzimatica ¢ expressa por nmol/min/mg proteina. Os valores estdo expressos como média +
E.P.M., n = 5-6. *P< 0,05 ¢ **P< 0,01 quando comparado com o mesmo grupo tratado com
salina; "P< 0,01 quando comparado com o grupo pré-tratado com agua e tratado com
ouabaina. C) pré-tratamento (F4,49= 2,28, P = 0,07), tratamento (F1,49= 0,43, P = 0,52) ¢
interagdo (F4,49= 6,89, P < 0,01). D) pré-tratamento (F4,41= 8,06, P < 0,01), tratamento
(F1,41= 0,68, P = 0,41) ¢ interacdo (F4,41= 6,79, P <0,01).
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6. Discussao

Os transtornos de humor que incluem a depress@o unipolar e o transtorno bipolar sdo os
transtornos psiquidtricos mais prevalentes e comprometem as fungdes fisiologicas, o humor e
a cogni¢do. A evolugdo dos transtornos de humor ¢ flutuante, possuindo, em geral, uma
caracteristica de intervalos mais longos entre os episoddios iniciais, com intervalos menores
posteriores a medida que a doenga progride. Os fatores de risco para o desenvolvimento de
transtornos de humor incluem a vulnerabilidade genética e os estressores psicossociais
globais, que podem deflagrar conjuntamente a ocorréncia de episddios completos (Machado-
Vieira e Soares, 2007).

Considerando a indicagdo através de estudos clinicos de que o acido félico pode estar
envolvido na fisiopatologia dos transtornos de humor este estudo investigou os efeitos desta
vitamina em modelos animais de depressdo e de mania e seus mecanismos de agao.

Os resultados do presente estudo demonstram que a administragdo de acido folico
produz efeito antidepressivo em modelos animais de depressdo (TNF, TSC, EI e splash test)
em camundongos. Este efeito antidepressivo do acido félico parece envolver os sistemas
serotoninérgico, noradrenérgico, glutamatérgico, opioidérgico, a via L-arginina-NO-GMPc e
as cascatas de sinalizagdo celular que envolvem a PKA e a CAMKII . Além disso, este estudo
demonstra que o 4cido folico possui efeito antimaniaco, pois ¢ capaz de prevenir a
hiperlocomocao ocasionada por ouabaina em ratos. Este efeito antimaniaco do acido folico
parece ser, a0 menos em parte, devido a suas propriedades antioxidantes, uma vez que ele foi
capaz de prevenir a lipoperoxidagdo (TBARS) e a diminui¢do das atividades das enzimas
antioxidantes GPx e GR em cortex cerebral e hipocampo dos ratos submetidos ao modelo de

mania induzida por ouabaina.
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Neste trabalho demonstrou-se que a administragdo aguda de acido folico (p.o. e i.c.v.) e
de 4cido folinico (i.c.v.) produz um efeito antidepressivo no TNF e no TSC. Modelos com
validade preditiva, o TNF e o TSC sdo amplamente utilizados para o estudo da depressao
(para revisdo ver: Nestler et al., 2002b; McArthur e Borsini, 2006). Para um modelo possuir
validade preditiva farmacos que sdo utilizados na clinica no tratamento da doenga devem ser
habeis em reverter as altera¢cdes comportamentais produzidas no modelo animal (para revisdo
ver Willner, 1984). O TNF foi descrito primeiramente por Porsolt et al. (1977), sendo
utilizado em ratos e posteriormente em camundongos, enquanto o TSC foi descrito em
camundongos por Steru et al. (1985). Estes dois modelos sdo amplamente utilizados na busca
por compostos com possivel agdo antidepressiva (Bourin et al., 2005) por serem de facil uso e
de boa reprodutibilidade (para revisao ver Cryan et al., 2002). Além disso, eles s@o sensiveis a
todas as classes de fArmacos antidepressivos (para revisao ver: Nestler et al., 2002b; Cryan e
Slattery, 2007). Como critica a estes modelos, esta o fato de eles serem sensiveis agudamente
aos antidepressivos, enquanto que na clinica sdo necessarias algumas semanas para que ocorra
a resposta terapéutica (para revisao ver Cryan et al., 2002).

O tratamento por via oral com acido folico durante 30 dias também produziu uma
diminui¢do do tempo de imobilidade no TNF, o que indica que ndo hd uma tolerancia ao
efeito do acido folico administrado cronicamente.

A redugdo do tempo de imobilidade ocasionada pelos tratamentos com o acido folico e
acido folinico (metabdlito ativo do acido folico) no TNF e no TSC ndo pode ser atribuida a
um efeito psicoestimulante destes compostos, uma vez que os tratamentos com acido foélico e
acido folinico ndo causaram alteracdo locomotora nos animais testados na caixa de locomogao
apos habituacdo por 2 h a caixa. Estes resultados estdo de acordo com alguns estudos clinicos
que mostram o envolvimento do &cido folico na fisiopatologia da depressdo (para revisdo ver:

Reynolds, 2002; Mattson e Shea, 2003; Coppen e Bolander-Gouaille, 2005; Bottiglieri, 2005).
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Os modelos animais de estresse tém sido utilizados para mimetizar mudangas
comportamentais similares a depressdo humana (Ducottet et al., 2003; Lu et al., 2006). Nestes
modelos, os animais sdo expostos a diversos fatores estressantes e, como resultados
apresentam comportamentos tipo-depressivo (McArthur e Borsini, 2006), tais como alteragdes
de peso corporal, diminui¢ao do consumo de sacarose (medida de anedonia) ¢ na freqii€ncia
de limpeza corporal (Yalcin et al, 2005; Casarotto e Andreatini, 2007). Alguns
antidepressivos atenuam as mudangas comportamentais induzidas pelo estresse (McArthur e
Borsini, 2006). Entre estes modelos, encontram-se o modelo do estresse imprevisivel (Lu et
al., 2000).

Sabendo que o estresse parece ser um dos principais fatores ambientais que predispdem
um individuo a depressdo e que em cerca de 60% dos casos, os episodios depressivos sao
precedidos pela ocorréncia de fatores estressantes, principalmente de origem psicossocial
(Post, 1992). Neste estudo foram avaliados os efeitos dos tratamentos com acido folico e
fluoxetina (controle positivo) sobre o comportamento tipo-depressivo induzido pelo modelo
de estresse imprevisivel (EI) no TSC. Os resultados mostraram que os animais submetidos ao
EI apresentam um comportamento tipo-depressivo no TSC e que os tratamentos com acido
folico ou fluoxetina (controle positivo) foram capazes de prevenir este efeito no TSC.
Resultado similar foi reportado por Mineur e colaboradores (2007) aonde a exposicdo dos
animais ao modelo de estresse cronico moderado ocasionou aumento do tempo de
imobilidade no TSC. Este resultado corrobora a hipotese que o acido folico pode ser um
efetivo agente antidepressivo.

O tratamento dos camundongos durante 30 dias com homocisteina (200 mg/kg, p.o.)
causou um comportamento tipo-depressivo no “splash test” e no TSC. Este resultado esta de
acordo com a hipotese homocisteinica da depressdo (para revisdo ver Folstein et al., 2007), a

qual postula que fatores ambientais e genéticos que elevam os niveis de homocisteina podem
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causar doenga vascular cerebral e/ou alteragdes nos neurotransmissores, levando a depressao.
O aumento nos niveis de homocisteina tem sido associado com varias doengas neuroldgicas
incluindo a depressdo (Perry et al., 1995; Kruman et al., 2002; para revisdo ver Bottiglieri,
2005). Entretanto, o mecanismo molecular pelo qual a homocisteina induz neurotoxicidade
ndo esta bem estabelecido. Altos niveis de homocisteina podem ter varios efeitos
neuropatologicos, incluindo acimulo citosolico de Ca®’, indugdo de estresse oxidativo,
apoptose ¢ excitocidade mediada por NMDA (Kim e Pae, 1996; Kruman et al., 2000; Ho et
al., 2002; Maler et al., 2003). Estudos futuros serdo necessarios para caracterizar o0s
mecanismos responsaveis pelo efeito tipo-depressivo decorrente da administracdo de
homocisteina.

A depressdo pode resultar da disfuncdo de varios neurotransmissores ou sistemas
metabolicos. No entanto, a patogénese da depressdo esta intimamente relacionada com o
sistema monoaminérgico, particularmente com os mecanismos noradrenérgicos e
serotoninérgicos. A hipdtese monoaminérgica sugere que a depressdo ¢ resultante de uma
deficiéncia de serotonina (5-HT) ou noradrenalina ou de receptores ineficientes (Mann et al.,
1996; para revisdo ver: Wong e Licinio, 2001; Taylor et al., 2005). Alteragdes na fungao
serotoninérgica por deficiéncia de acido folico t€ém sido relatadas e associadas com prejuizo
no metabolismo de 5-HT (Botez et al., 1982; Gospe et al., 1995; para revisdo ver Bottiglieri,
2005). O envolvimento do sistema serotoninérgico na a¢do antidepressiva do acido félico no
TNF foi investigado utilizando PCPA, um inibidor da sintese de 5-HT e antagonistas
serotoninérgicos.

Estes resultados mostram que o efeito antidepressivo do acido folico no TNF ¢ mediado,
ao menos em parte, pelo aumento da concentracdo de 5-HT na fenda sinaptica, uma vez que
este efeito, assim como o da fluoxetina, foi completamente bloqueado pelo pré-tratamento

com PCPA. Corrobando com os estes resultados alguns trabalhos demonstraram que o pré-
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tratamento dos animais com PCPA ¢ capaz de bloquear o efeito antidepressivo da fluoxetina
(Page et al., 1999; Eckeli et al., 2000; Zomkowski et al., 2004; Kaster et al., 2005). Ja foi
demonstrado que o PCPA atua pré-sinapticamente depletando o conteido de serotonina por
inibir a enzima triptofano hidroxilase (Pini et al., 1996). Embora ndo tenha sido mensurada a
concentracdo de serotonina apo6s a administracdo de PCPA, estes resultados comportamentais
juntamente com estudos da literatura (Eckeli et al., 2000; Zomkowski et al., 2004; Kaster et
al., 2005) sugerem que o tratamento foi efetivo em depletar a 5-HT enddgena. Em adicao,
sabe-se que a administra¢gdo de PCPA por 4 dias consecutivos depleta em torno de 60% o
estoque endogeno de 5-HT em camundongos, enquanto os niveis de noradrenalina e
dopamina ndo sdo afetados (Redrobe et al., 1998). Considerando que o tratamento com PCPA
foi capaz de prevenir o efeito antidepressivo do acido folico no TNF podemos concluir que o
acido folico para ter seu efeito antidepressivo requer um sistema serotoninérgico pré-sinaptico
intacto.

Neste estudo mostrou-se também o efeito sinérgico de doses sub-ativas de acido folico e
fluoxetina, administradas por via oral, em reduzir o tempo de imobilidade no TNF. Um
resultado similar também foi obtido quando o acido folico e a fluoxetina foram administradas
por via i.c.v. (dados ndo mostrados). Este achado estd de acordo com um estudo clinico aonde
a suplementag@o com acido folico foi capaz de aumentar o efeito antidepressivo da fluoxetina
(Coppen ¢ Bailey, 2000). Além disso, a deficiéncia de folato esta associada a uma pobre
resposta ao tratamento da depressdo com os inibidores da recaptacdo de 5-HT (Alpert et al.,
2002). Uma possivel explica¢do para o efeito sinérgico do acido folico e fluoxetina no TNF ¢
que estes compartilham do mesmo mecanismo de agdo, ou seja, o acido folico similarmente a
fluoxetina aumentaria os niveis de 5-HT na fenda sinaptica.

A participacdo de subtipos de receptores de 5-HT no efeito antidepressivo do acido

folico também foi objeto de estudo neste trabalho. Os subtipos de receptores de 5-HT,
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particularmente os receptores 5-HTis e 5-HT,4 tém sido postulados em possuir um papel
importante na patogénese da depressdo. Os receptores 5-HT;p estdo localizados pré-
sinapticamente no nucleo da rafe e em algumas regides pds-sinapticamente (cortex cerebral,
amigdala e hipocampo). Em ambas as localizacdes a ativagdo dos receptores 5-HT 4 levam a
hiperpolarizagdo neuronal o que ¢ particularmente relevante nas respostas antidepressivas
(Blier e Ward, 2003). A estimulagdo dos auto-receptores 5-HT;s pré-sinapticos reduz a
liberagdo ¢ a sintese de 5-HT (Sprouse et al., 1998). Além disso, pacientes que respondem
melhor ao tratamento antidepressivo quando comparados com o0s poucos responsivos
apresentam diminui¢do no “binding” para receptores 5-HT;a, sugerindo que esta condicdo
favorece a resposta aos tratamentos antidepressivos que aumentam a fungdo e ou a
transmissdo de 5-HT (Parsey et al., 2006; Moses-Kolko et al., 2007. Adicionalmente, alguns
estudos tém demonstrado o envolvimento de receptores 5-HT;a no mecanismo de acdo de
varias classes de antidepressivos, incluindo os triciclicos, os inibidores seletivos da recaptagdo
de 5-HT (ISRSs) ¢ os inibidores da MAO (Hensler, 2002, Blier e Ward, 2003).

Neste estudo, o pré-tratamento dos camundongos com WAY100635, antagonista
seletivo de receptores 5-HTa, produziu efeitos comportamentais opostos dependendo da dose
do acido foélico. Quando administrado com uma dose sub-ativa de acido folico este composto
foi capaz de ocasionar um efeito sinérgico e reduzir o tempo de imobilidade no TNF, porém,
quando administrado com uma dose ativa de acido folico, o WAY 100635 reverteu o efeito
antidepressivo desta vitamina. Uma possivel explicagdo para o efeito sinérgico do
WAY100635 e acido folico é que esta vitamina estaria aumentando os niveis de 5-HT na
fenda sinaptica por inibir a sua recaptacdo. Adicionalmente, 0 WAY 100635 estaria agindo
preferencialmente em receptores 5-HT;5 pré-sindpticos (Ago et al., 2003), ocasionando o
bloqueio destes auto-receptores levando também a um aumento dos niveis de 5-HT na fenda

sinaptica. Para corroborar com esta hipotese sabe-se que o antagonismo dos auto-receptores
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de 5-HT;s com a administracdo concomitante de ISRSs promove um aumento imediato e
sustentado na concentragdo extracelular de 5-HT no coértex e hipocampo de ratos (Hjorth e
Auerbach, 1994) e que o bloqueio destes receptores por WAY 100635 potencializa o aumento
extracelular de 5-HT produzido por antidepressivos serotoninérgicos (Romero et al., 1996).

Porém, o efeito do WAY 100635 em reverter o efeito de uma dose ativa do acido folico
¢ mais dificil de explicar. Entretanto, é possivel que WAY 100635 bloqueie o efeito anti-
imobilidade da dose ativa de acido folico por, devido a um efeito somatério com o produzido
pelo acido folico, aumentar a 5-HT na fenda sindptica. Embora, esta hipdtese necessite de
novos estudos para ser confirmada, hipdtese similar foi formulada por Cousins e Seiden
(2000) para explicar porque no modelo de triagem para drogas antidepressivas em ratos
(baixas taxas de reforco- 72-s), uma dose sub-ativa de fluoxetina causa um efeito
antidepressivo sinérgico com WAY 100635, enquanto o efeito de uma dose ativa de fluoxetina
¢ revertido pelo tratamento com WAY 100635. Além disso, estes resultados sdo similares aos
reportados em estudos prévios com agmatina (Zomkowski et al., 2004) ¢ adenosina (Kaster et
al., 2005).

Os receptores 5-HT, também estdo amplamente distribuidos ao longo do encéfalo em
regides como o cortex pré-frontal e o hipocampo, num padrdo que sugere que a sua ativagdo
pode estar implicada na regulacdo de transtornos de humor (Hoyer et al., 1986; Celada et al.,
2004). A regulagdo dos receptores 5-HT,, especialmente os subtipos 5-HT,4 € 5-HT,¢ ganhou
importancia quando alguns estudos demonstraram que a administragdo de drogas
antidepressivas causa uma diminui¢do da densidade destes receptores (Yatham et al., 1999;
Van Ockelen et al., 2003). Redrobe ¢ Bourin (1997) mostraram que o bloqueio dos receptores
5-HT, leva a potencializagdo dos efeitos antidepressivos da imipramina e desipramina, mas

ndo da fluoxetina e do citalaprom no TNF em camundongos. Em adi¢do, alguns farmacos
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antidepressivos como a nefazodona, trazodona e mirtazapina sdo antagonistas de receptores 5-
HT;4 (Celada et al., 2004).

O efeito antidepressivo do acido folico no TNF também foi prevenido pelo pré-
tratamento dos animais com cetanserina (antagonista de receptores 5-HT,,c). Alguns estudos
indicam que antagonismo de receptores 5-HTzac tem um significante papel no mecanismo
de agdo de antidepressivos convencionais no TNF (Redrobe e Bourin, 1997; Elhwuegi, 2004).
A reversdo do efeito anti-imobilidade do 4cido félico pela cetanserina sugere que seu efeito é
mediado pela interagdo dos receptores 5-HT,4 € 5-HT,c.

Estudos pré-clinicos e clinicos tém mostrado que a estimulagdo do sistema
serotoninérgico causa efeitos no sistema noradrenérgico e vice-versa, confirmando que 5-HT
¢ noradrenalina estdo intimamente conectadas no sistema nervoso central (Gorman e Sullivan,
2000). Neste estudo prazosin (antagonista de receptores a;-adrenérgicos) e ioimbina
(antagonista de receptores op-adrenérgicos) foram capazes de reverter o efeito tipo-
antidepressivo do acido folico. Este resultado indica que o acido félico pode exercer seu efeito
no TNF por interagir com os receptores o e o, adrenérgicos. Estes resultados estdo de acordo
com o fato que estes receptores estdo implicados na acdo de agentes antidepressivos
(Richelson, 2001; Millan, 2004).

Considerando a estreita interacdo existente entre os sistemas glutamatérgico,
noradrenérgico e serotoninérgico (Millan, 2004), a proxima etapa do trabalho consistiu na
investigacdo do envolvimento dos receptores de glutamato NMDA e da via L-arginina-NO no
efeito antidepressivo do acido folico.

O receptor NMDA ¢ um canal i6nico regulado por ligantes e voltagem. No estado de
repouso o fluxo de corrente i6nica ¢ bloqueado devido a ligacdo do ion magnésio no interior
no canal. Quando ha uma despolarizagdo, geralmente causado por influxo de sodio o

magnésio ¢ deslocado e promove a entrada de calcio e sodio através do canal (para revisdo ver
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Molinoff et al, 1994). A modulacdo farmacoldgica do receptor pode ser feita através da
ligacdo de agonistas e antagonistas em diferentes sitios reguladores presentes no canal. O
glutamato se liga em sitio especifico no receptor NMDA, agdo que é bloqueada pela presenca
do antagonista acido D-amino-5-fosfonopentandico (para revisdo ver Petrie et al., 2000). O
receptor NMDA pode ser bloqueado, ndo competitivamente por drogas como a fenciclidina,
ketamina e dizocilpina (MK-801) que se ligam num sitio dentro do canal, conhecido como
sitio PCP, devido a ligagdo da droga fenciclidina (para revisdo ver Petrie et al., 2000). O papel
dos receptores de NMDA na fisiopatologia da depressdo tem sido reconhecido desde que
estudos clinicos e pré-clinicos tém mostrado que antagonistas competitivos e nao
competitivos dos receptores de NMDA possuem propriedades antidepressivas. Além disso,
tem sido demonstrado que farmacos antidepressivos reduzem o “binding”, a expressdo e a
funcdo de receptores de NMDA (Boyer et al., 1998; Skolnick, 1999; Paul e Skolnick, 2003).
Nesta etapa do trabalho a completa reversdo do efeito tipo-antidepressivo do acido
folico pelo pré-tratamento dos camundongos com NMDA e o efeito sinérgico do acido folico
com o MK-801 (antagonista ndo competitivo de receptores NMDA) indica que este efeito ¢
dependente, a0 menos em parte, da inibicdo dos receptores NMDA. Embora, estes dados nao
permitam concluir como ocorre esta interagdo, existem varias evidéncias da interagdo dos
sistemas glutamatérgico, noradrenérgico e serotoninérgico nos mecanismos de acdo de
antidepressivos (Pittaluga et al., 2007; Szasz et al., 2007). Considerando que ja foi
demonstrado o envolvimento dos sistemas serotoninérgico e noradrenérgico no efeito
antidepressivo do acido folico, pode-se especular que a inibigdo dos receptores de NMDA
pode ser uma conseqiiéncia de uma estimulagdo primaria do sistema monoaminérgico pelo
acido folico. De fato, NA e 5-HT podem inibir a liberacdo de glutamato (Forray et al., 1999;
Maura et al., 2000). Além disso, um recente estudo mostrou que fluoxetina e desipramina, em

concentracgdes clinicamente relevantes, inibem receptores NMDA (Szasz et al., 2007).
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Outro mecanismo que pode estar envolvido no efeito antidepressivo do acido folico no
TNF ¢é a sua agdo sobre a sintese de NO. Este ¢ sintetizado a partir da L-arginina em
conseqiiéncia da ativagdo de receptores NMDA (Moncada et al., 1989) e age estimulando a
enzima guanilato ciclase solivel (GCs). Esta enzima catalisa a conversao do GTP em GMPc
(Snyder, 1992). Neste estudo o pré-tratamento de camundongos com L-arginina (substrato da
NOS) ou SNAP (doador de NO) inibiu significativamente o efeito antidepressivo do acido
folico no TNF. Estes resultados indicam que o efeito do acido folico pode ser dependente,
pelo menos em parte, da inibi¢do da sintese de NO e estdo de acordo com outros estudos que
mostraram que inibidores da NOS exercem efeito antidepressivo em modelos animais de
depressdo (Harkin et al., 1999; Yildiz et al., 2000; Harkin et al., 2003; Volke et al., 2003;
Wegener et al., 2003). Além disso, o tratamento com inibidores de receptores NMDA ¢ da
NOS podem modular a neurotransmissao serotonérgica aumentando a liberagdo de 5-HT em
algumas regides cerebrais (Wegener et al., 2003) e a 5-HT endogena parece ser importante
para o efeito antidepressivo destes inibidores (Harkin et al., 2003), o que sugere que
inibidores da NOS possam ser usados como estratégia terapéutica para aumentar a eficacia de
antidepressivos serotoninérgicos (Harkin et al., 2004).

O tratamento dos camundongos com 7-nitroindazol (inibidor seletivo da NOS neuronal)
ou com azul de metileno (inibidor da NOS e da guanilato ciclase soliivel) produziu um efeito
sinérgico com uma dose sub-ativa de acido folico. Estes resultados estdo de acordo com os
que reportaram redu¢@o no tempo de imobilidade no TNF pelo tratamento com 7-nitroindazol
(Yildiz et al., 2000; Volke et al., 2003) e azul de metileno (Eroglu e Caglayan, 1997).

A reversdo do efeito antidepressivo do acido folico no TNF pelo pré-tratamento dos
camundongos com sildenafil, um inibidor seletivo da fosfodiesterase 5 (PDES) foi outro
achado interessante deste trabalho. Este dado, sugere que o acido folico exerce seu efeito

antidepressivo através de uma diminui¢do dos niveis de GMPc, uma vez que as concentragoes
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intracelulares de GMPc sdo também reguladas pela PDES, que catalisa a hidrolise dos
segundos mensageiros AMPc e GMPc para produzir AMP e GMP, respectivamente
(Denninger e Marletta, 1999). O sildenafil, portanto, aumenta o conteido de GMPc nos
tecidos alvos (Beavo, 1995) e foi previamente relatado que ele é capaz de reverter o efeito
antidepressivo do ODQ no TNF (Kaster et al., 2005). Estes resultados estdo de acordo com
outros trabalhos que mostram o envolvimento da via L-arginina-NO-GMPc na fisiopatologia
da depressao (Harkin et al., 1999; Yildiz et al., 2000).

Os resultados obtidos mostram que o acido folico exerce sua agdo antidepressiva no
TNF, pelo menos em parte, através de um mecanismo de acdo dependente da inibicdo de
receptores NMDA. Considerando que os opidides endogenos tém sido implicados no
mecanismo de acdo de antidepressivos (Berrocoso et al., 2004) e que a inibi¢do de receptores
NMDA parece estar associada a liberacdo de opidides endogenos (Maze e Fujinaga, 2000),
nesta etapa do trabalho investigamos a participagdo sistema opidide na agdo antidepressiva do
acido folico no TNF.

O pré-tratamento dos animais com naloxona foi capaz de reverter o efeito
antidepressivo do acido folico na sua dose ativa e de reverter também o efeito antidepressivo
sinérgico de doses sub-ativas de acido folico e MK-801, indicando que o efeito antidepressivo
do acido folico envolve uma interacdo entre os receptores NMDA e o sistema opidide. Esta
hipotese esta de acordo com a proposta que antidepressivos induzem a libera¢do de peptideos
opioides (Gray et al., 1998) ¢ que a inibi¢do de receptores NMDA estd associada com a
liberagdo de peptideos opidides (Maze e Fujinaga, 2000). Além disso, alguns trabalhos tém
mostrado que a naloxona reverte o efeito antidepressivo da venlafaxina, um inibidor dual da
recaptagdo de 5-HT e NA, no TNF (Berrocoso et al., 2004) como também da imipramina, um
antidepressivo triciclico que age como inibidor misto da recaptagdo de 5-HT e NA no modelo

do desamparo aprendido (Tejedor-Real et al., 1995), o que sugere uma relagdo entre o sistema
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opidide e o serotoninérgico na fisiopatologia da depressdo. Como demonstramos em
resultados anteriores o sistema serotoninérgico (5-HT;a € 5-HTa/5¢) também esta envolvido
no mecanismo de agdo do acido folico no TNF.

Alguns estudos t&ém mostrado o envolvimento do sistema opidide na fisiopatologia da
depressdo. Estudos pré-clinicos tém demonstrado que a administracdo de agonistas de
receptores | e O-opidides apresenta efeitos antidepressivos no TNF (Broom et al., 2002;
Torregrossa et al., 2006; Fichna et al., 2007; Vergura et al., 2008). Em adicao, alguns estudos
mostram que o sistema opidide esta envolvido no mecanismo de agcdo dos antidepressivos
classicos (Devoize et al., 1984; Tejedor-Real et al., 1995; Zomkowski et al., 2005) e de alguns
compostos dotados de atividade antidepressiva, como a agmatina (Zomkowski et al., 2005) e
a adenosina (Kaster et al, 2007b). Além disso, refor¢ando a idéia que o sistema opidide exerce
efeito na depressao, estudos clinicos indicam que compostos opidides como a B-endorfina e
buprenorfina possuem efeitos antidepressivos (Bodkin et al., 1995; Darko et al., 1992) ¢ a
terapia eletroconvulsiva aumenta os niveis plasmaticos de B-endorfina, indicando que o
tratamento da depressdo refrataria pode ser mediado por peptideos opidides (Ghadirian et al.,
1988).

Neste estudo mostramos que o acido folico parece interagir com sistema opidide uma
vez que o pré-tratamento dos animais com naloxona foi capaz de reverter o seu efeito
antidepressivo no TNF. Além disso, o pré-tratamento com naloxona metiodida, um analogo
quartendrio da naloxona, que ndo atravessa a barreira hematoencefalica ndo alterou o efeito
antidepressivo do 4cido folico no TNF. Este resultado estd de acordo com os dados de Kaster
e colaboradores (2007b) que mostram que o pré-tratamento dos camundongos com naloxona,
mas, ndo com naloxona metiodida foi capaz de reverter o efeito antidepressivo da adenosina
no TNF e ainda nos permite concluir que o efeito antidepressivo do acido félico é dependente,

pelo menos em parte, da atividade central dos receptores opidides.
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Mostrou-se também que o acido folico produz efeito sinérgico com a morfina
(agonista nao seletivo de receptores opiodides) em ativar o sistema opidide porque doses sub-
ativas destes compostos sdo capazes de produzir comportamento antidepressivo especifico no
TNF, uma vez que estes tratamentos ndo alteraram a atividade locomotora dos animais. Um
estudo prévio ja havia demonstrado que morfina em doses mais elevadas (5-10 mg/kg, i.p.)
produz um efeito antidepressivo no TNF, o qual ¢ prevenido por naloxona (Zomkowski et al.,
2005).

Este estudo também demonstrou que a reducdo do tempo de imobilidade ocasionado pelo
acido folico no TNF foi bloqueado pelo pré-tratamento dos camundongos com naltrindol, um
antagonista seletivo de receptores o opiodide. Este resultado sugere que o tratamento com acido
folico ocasiona a ativagdo direta ou indireta dos receptores 6 opidide, o que estd de acordo
com o fato que agonistas de receptores & sdo efetivos em modelos de depressdo em roedores
(Tejedor-Real et al., 1998; Broom et al., 2002; Saitoh et al., 2004; Torregrossa et al., 2006;
Vergura et al., 2008).

O pré-tratamento dos camundongos com naloxonazina (um antagonista de receptores pl-
opioides) foi capaz de reverter o efeito antidepressivo do acido félico no TNF, um achado
consistente com a nocdo que a ativagdo destes receptores esta envolvida no efeito
antidepressivo do acido folico. A participagdo dos receptores nl opidides no mecanismo de
acdo dos antidepressivos ¢ sugerida por alguns estudos. Os agonistas dos receptores pl
opiodides, oxicodona e oximorfona, t€ém ocasionado melhora do humor em pacientes com
depressdao maior severa e refrataria (Stoll e Rueter, 1999).

Nestes resultados demonstrou-se que o efeito antidepressivo do acido folico no TNF ¢
mediado também pela sua interacdo com o sistema opidide (receptores pl e 6), o qual pode

ser conseqiiéncia da inibigcdo dos receptores NMDA.
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A depressdo também tem sido associada a alteragdes nas vias de sinalizacdo que
regulam a neuroplasticidade e a sobrevivéncia celular (Manji et al., 2001; para revisdo ver:
D’Sa e Duman, 2002; Gould ¢ Manji, 2002; Hashimoto et al., 2004). Estas vias de transducdo
de sinal exercem um papel essencial no SNC e representam um alvo atrativo para o
desenvolvimento de agentes farmacologicos para o tratamento dos disturbios de humor (para
revisdo ver Manji et al., 1996). Sendo assim, o objetivo deste grupo de experimentos foi
investigar a participacdo das proteinas cinases tais como: PKA, MAPK/ERK, CaMKII e
PKC, na agdo antidepressiva aguda do 4cido folico no TNF.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que a redugdo do tempo de
imobilidade no TNF pelo acido folico foi completamente bloqueada pelo pré-tratamento dos
camundongos com o H-89, um inibidor especifico da PKA. Este resultado indica a possivel
participacdo da PKA no efeito antidepressivo do acido folico no TNF em camundongos. A
PKA esta envolvida em varias fungdes fisiologicas do SNC, como a sintese e liberagdo de
neurotransmissores, expressdo gé€nica, plasticidade sinaptica, memoria, crescimento,
diferenciagdo e sobrevivéncia celular. O mecanismo mediado pela PKA ¢ através da
fosforilagdo de substratos especificos, que inclui o CREB (para revisdo ver: D’Sa e Duman,
2002; Gould e Manji, 2002). A fosforilacio de CREB ativa a expressdo de genes como o
BDNF, que tem sido fortemente implicado na sobrevivéncia celular e plasticidade neuronal
(D’Sa e Duman, 2002; Hashimoto et al., 2004). O tratamento cronico com antidepressivos
aumenta 0 RNAm para CREB ¢ a expressdo da proteina CREB no hipocampo (Gould ¢
Manji, 2002). Alguns trabalhos t€ém demonstrado que a via AMPc-PKA-CREB esta envolvida
na sobrevivéncia e plasticidade neuronal, e que o tratamento com antidepressivos causa uma
“up regulation” desta via e aumentam a atividade da PKA (Duman et al., 2000; Popoli et al.,

2000; Akin et al., 2005).
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Os resultados obtidos neste estudo mostraram que o pré-tratamento de camundongos
com o PD98059, um inibidor da MAPK/ERK cinase, ndo inibiu o efeito anti-imobilidade
causado pelo acido folico no TNF. Este resultado sugere que a via MAPK/ERK ndo participa
do efeito antidepressivo agudo do acido folico no TNF.

A enzima CaMKII desempenha um papel importante na fisiopatologia e no tratamento
de varios distirbios relacionados ao estresse (Du et al., 2004). Vérios trabalhos sugerem que a
CaMKII representa um alvo para drogas antidepressivas (Popoli et al., 2000; Du et al., 2004;
Hashimoto et al., 2004). O tratamento cronico com paroxetina, fluvoxamina e venlafaxina
provocou um aumento na fosforilagdo e na atividade da CaMKII em fragdes subcelulares do
hipocampo (Popoli et al., 2000). Neste trabalho foi demonstrado que o efeito antidepressivo
agudo do acido folico foi revertido pelo pré-tratamento dos camundongos com KN-62, um
inibidor de CaMKII. Este resultado indica que, pelo menos em parte, o efeito antidepressivo
do acido folico pode ser devido a uma ativagdo da CaMKII.

As drogas antidepressivas ativam cascatas de transdu¢do de sinal que envolve também a
PKC (Popoli et al., 2000; Hashimoto et al., 2004; Akin et al., 2005). Além disso, a PKC
parece exercer um papel importante no mecanismo de agdo terapéutica de drogas
antidepressivas como desipramina e fluoxetina (Mann et al., 1995). No entanto, neste trabalho
o efeito antidepressivo do acido folico no TNF ndo foi revertido pelo pré-tratamento dos
camundongos com a queleritrina, um inibidor da PKC, sugerindo que esta via ndo participa do
seu efeito antidepressivo no TNF.

Como conclusdo dos resultados apresentados nesta etapa da pesquisa sobre o papel do
acido folico na depressdo, mostrou-se que a administragdo aguda ou cronica do acido folico ¢
capaz de produzir efeito antidepressivo no TNF e no TSC. Além disso, foi evidenciado que
este efeito ¢ dependente da sua interagdo com os sistemas serotoninérgico, noradrenérgico,

glutamatérgico (receptores NMDA), opioidérgico e da via L-arginina NO. Além disso, estes
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resultados indicam que o acido folico exerce seu efeito antidepressivo no TNF por modular
vias de sinalizacdo celular (PKA e CaMKII) que regulam a neuroplasticidade e a
sobrevivéncia celular o que poderia explicar, pelo menos em parte, a neuroprote¢iao
ocasionada pelo acido folico nos modelos de depressao.

Embora a maioria dos estudos relacione o acido folico com a fisiopatologia da
depressdo (para revisdo ver Bottiglieri, 2005; Coppen e Bollander-Gouaille, 2005) alguns
estudos sugerem que o acido folico possa estar envolvido também na fisiopatologia do
transtorno bipolar. Hasanah e colaboradores (1997) mostraram que pacientes com mania
apresentam niveis significativamente baixos de acido folico em células eritrocitarias,
sugerindo que a deficiéncia do 4cido folico estd envolvida com a mania. Além disso, um
estudo demonstrou que a suplementacdo com acido folico aumenta o efeito profilatico do
litio, diminuindo as co-morbidades afetivas (Coppen e Abou-Saleh, 1982; Coppen et al.,
1986).

O transtorno bipolar envolve uma combinacdo de episddios de mania e depressio, que
se alternam ou podem ocorrer simultancamente. A mania tem sido associada com a
diminuicio da atividade da bomba Na" K'-ATPase. Deste modo, o uso pré-clinico de
ouabaina (inibidor da bomba Na" K'-ATPase), uma droga com propriedades estimulantes,
tem sido proposto para induzir um modelo animal de mania (El-Mallakh et al., 1995, 2003;
Ruktanonchai et al., 1998; Decker et al., 2000) o que confere ao modelo a validade de
constructo. Um aspecto fundamental para a validade de um modelo animal ¢ a sua habilidade
de mimetizar os sintomas da doenga em humanos ou ser responsivo aos tratamentos
farmacologicos classicos. As mudangas comportamentais induzidas pela ouabaina (hipo ou
hiper locomoc¢d@o) por serem similares aquelas encontradas em humanos com a doenga
conferem a este modelo a validade fenomenologica ou de face. Além disso, estas mudancas

comportamentais ocasionadas pela ouabaina sdo prevenidas por estabilizadores de humor
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como o litio e a carbamazepina, evidenciando a validade preditiva deste modelo (Li et al.,
1997; El-Mallakh et al., 2003; Hennion et al., 2003).

Nesta etapa do estudo, o objetivo foi verificar o envolvimento do acido félico na
fisiopatologia do TB. Para isto, utilizou-se um modelo de mania em ratos utilizando ouabaina.
O efeito da administracdo de ouabaina causou grande aumento na atividade locomotora no
campo aberto, o que foi prevenido pelo pré-tratamento via oral dos ratos com acido folico ou
LiCl (controle positivo). O mecanismo da ag¢@o antimaniaca do litio parece estar relacionado,
pelo menos em parte, com a sua capacidade de reverter a reducdo dos niveis de sodio
intracelulares causados pela ouabaina em ratos (EI-Mallakh e Huff, 2001). Corrobando com
este resultado outros estudos também demonstraram o efeito do litio em reverter a
hiperlocomocdo ocasionada pela ouabaina (El-Mallakh et al., 1995; Cooper et al., 1996; El-
Mallakh et al., 2003; Herman et al., 2007).

Desta forma, pode-se sugerir que o acido folico, assim como litio, poderia prevenir
alteragdes nas concentragdes intracelulares de sodio induzidas pela ouabaina. Além disso,
estes resultados estdo de acordo com um trabalho que mostrou que o pré-tratamento com
4cido folico previne a diminui¢do da atividade da bomba Na'K'-ATPase induzida pela
homocisteina (Matté et al., 2006).

Alguns estudos tém demonstrado aumento da lipoperoxidagdo e alteracdes nas enzimas
antioxidantes em individuos com TB (Kuloglu et al., 2002; Ranjekar et al., 2003; Ozcan et al.,
2004), sugerindo que o estresse oxidativo possa ter um papel na fisiopatologia deste
transtorno. Além disso, ha evidencias que o tratamento cronico com litio e valproato inibem a
lipoperoxidacdo e a oxidacdo de proteinas in vitro (Shao et al., 2005; Wang et al., 2003). No
presente estudo demonstrou-se que a administracdo de ouabaina produz alteracoes
neuroquimicas indicativas de estresse oxidativo em cortex cerebral e hipocampo de ratos, as

quais poderiam estar relacionadas a fisiopatologia da doenca. A diminuicdo da atividade
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enzimatica da GPx em hipocampo e da GR em cortex cerebral e hipocampo foi acompanhada
pelo aumento nos niveis de TBARS em cortex cerebral e hipocampo de ratos tratados com
ouabaina. Nenhuma altera¢do nos niveis de GSH-t foi ocasionada pelos tratamentos (dados
ndo mostrados). Corroborando com estes dados, alguns estudos mostraram aumento
plasmatico nos niveis de TBARS (Kuloglu et al., 2002; Machado-Vieira et al, 2007; Ozcan et
al., 2004) e diminui¢@o da atividade da enzima GPx (Ozcan et al., 2004) em pacientes com
TB.

No entanto, o pré-tratamento dos animais com acido folico e com LiCl foi capaz de
prevenir estas alteragdes. A reversdo da lipoperoxidacao pelo pré-tratamento com LiCl esta de
acordo com o estudo que mostra que o tratamento in vitro com litio e valproato exercem
efeitos protetores contra a lipoperoxidacdo e a oxidagdo de proteinas (Shao et al., 2005; Wang
et al., 2003). Além disso, o tratamento com litio protegeu contra o estresse oxidativo em um
modelo de mania induzido por D-anfetamina em cortex pré-frontal e hipocampos de ratos
(Frey et al., 2006¢). Embora, ndo seja possivel descartar a possibilidade de que o tratamento
com acido folico tenha ocasionado um aumento na sintese das enzimas antioxidantes GPx e
GR a prevengdo, pelo tratamento com acido folico, da diminui¢do da atividade destas enzimas
antioxidantes em cortex cerebral e hipocampo induzidas por ouabaina estd de acordo alguns
estudos que mostram as propriedades antioxidantes desta vitamina (Rezk et al., 2003; Joshi et
al., 2001; Gliszczynska-Swiglo and Muzolf, 2007). Estudos mostram que a deficiéncia de
folato esta asssociada com estresse oxidativo em figado e rins de ratos (Diez et al., 2005;
Huang et al., 2001). Além disso, alguns estudos pré-clinicos tém demonstrado que o acido
folico é capaz de reverter danos oxidativos encontrados em doengas neurodegenerativas como
o Alzheimer (Dhitavat et al., 2005; Ho et al., 2003) ¢ o Parkinson (Duan et al., 2002).

A funcdo da enzima GPx ¢ reduzir lipoperoxidos em seus correspondentes alcoois e

reduzir peroxido de hidrogénio em agua e a fungdo da GR ¢ reduzir a glutationa dissulfeto ou
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oxidada (GSSG) na forma sulfidril ou reduzida (GSH), a qual ¢ um importante antioxidante
celular. Desta forma, a diminuicdo das atividades destas enzimas encontrada nos animais
tratados com ouabaina pode indicar uma falha na protecdo do organismo contra o estresse
oxidativo, o que se reflete neste trabalho também pelo aumento dos niveis de TBARS nos
ratos tratados com ouabaina.

Neste trabalho mostrou-se que as alteracdes comportamentais (hiperlocomogdo) e
neuroquimicas (pardmetros relacionados a estresse oxidativo) ocasionadas pela ouabaina
foram prevenidas pelo pré-tratamento sistémico (gavagem) dos animais com acido folico ou
com LiCl. Estes resultados nos permitem elaborar a hipotese que o 4cido folico tem, além de
um efeito antidepressivo, um efeito antimaniaco por: 1) possivelmente prevenir a diminui¢do
da atividade da bomba Na'K'-ATPase; 2) proteger o organismo do dano oxidativo através da
modulacao da atividade das enzimas antioxidantes.

Estes dados sdo promissores do ponto de vista terapéutico, uma vez que sugere que o

acido folico tem além do efeito antidepressivo um potencial efeito antimaniaco.
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7. Conclusoes

v' 0 &cido folico produz efeito antidepressivo especifico quando administrado por via oral

no TNF e no TSC, dois modelos animais preditivos de atividade antidepressiva;

v" O 4acido folico e o acido folinico produzem efeito antidepressivo especifico quando
administrado por via i.c.v. no TNF e no TSC, dois modelos animais preditivos de
atividade antidepressiva;

v" A a¢do antidepressiva do acido folico e do acido folinico ndo pode ser atribuida a um
aumento da atividade locomotora dos animais;

v" A deplegdo da serotonina enddgena previne o efeito antidepressivo do acido folico no
TNF, o que indica o envolvimento do sistema serotoninérgico na sua acgao;

v' Os testes com antagonistas farmacoldgicos sugerem que o efeito antidepressivo do
acido folico envolve interagdes com os sistemas serotoninérgico, via receptores 5-HTja
5-HT,a € com o noradrenérgico, via adrenoceptores o, € dy;

v’ A agdo antidepressiva do acido folico envolve também o sistema glutamatérgico
(inibi¢@o de receptores NMDA) e a via L-arginina-NO-GMPc (inibi¢ao de sintese de NO
e de GMPc);

v A agdo antidepressiva do acido folico envolve também uma interagdo com o sistema
opioide (receptores d e p1-opidides);

v" A agdo antidepressiva do acido félico envolve ainda a participagdo de cascatas de
sinalizacdo intracelular dependentes de PKA ¢ CaMKII;

v' O 4cido folico também foi capaz de reverter os efeitos comportamentais
(hiperlocomog¢do) e neuroquimicos (aumento nos niveis de TBARS e diminuicdo da
atividade das enzimas GPx em hipocampo e da GR em cortex cerebral e hipocampo)
ocasionados pela ouabaina (modelo de mania) em ratos, indicando um efeito antimaniaco

desta vitamina. Este parece ser dependente da prevencdo da inibicdo da bomba Na+K+-
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ATPase e de suas propriedades antioxidantes. Além disso, seu efeito no modelo de mania
empregado neste estudo ¢ comparavel ao exercido pelo litio, um farmaco utilizado no

tratamento do transtorno bipolar.
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8. Perspectivas

v' Analisar amostras do cortex cerebral e hipocampo de animais tratados durante 30 dias
com acido folico e veiculo (grupo controle) para verificar e comparar a neurogénese

hipocampal;

v’ Verificar se 0 modelo de depressdo (induzida por homocisteina) e de mania (induzido
por ouabaina) induz alteragdes morfoldgicas no hipocampo e cortex cerebral (morte

celular) e se estas alteragdes sdo revertidas pelo tratamento com acido f6lico;

v Verificar se a agdo antidepressiva do acido félico estd relacionada com o seu efeito

antioxidante;

v Analisar a a¢do antioxidante do acido folico in vitro.
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