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“(..) Emma exprimia a preocupacdo de que Charles Darwin estivesse tdo
tomado pela descoberta da verdade da natureza que deixava de considerar
qualquer outro tipo de verdade. Aceitar apenas aquilo que podia ser provado o
impediria de aceitar outras coisas que ndo podem ser provadas do mesmo modo,
coisas que, se verdadeiras, estariam acima de nossa compreensao”.

Karl Zimmer em “O Livro de Ouro da Evolugdo”

sobre carta de Emma Wedgwood para Charles Darwin
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RESUMO

Acido ascorbico, popularmente conhecido como vitamina C, é uma vitamina
hidrossolivel antioxidante que participa de muitas reacdes fisioldgicas e encontra-se em
altas concentracBes no cérebro, sendo considerado um neuromodulador. Este estudo
investigou o efeito do &cido ascorbico no teste da suspensdo da cauda (TSC) e no teste do
nado forcado (TNF) em camundongos. Além disso, foi investigado o envolvimento do
sistema monoaminérgico e dos receptores NMDA no efeito tipo-antidepressivo do &cido
ascorbico no TSC, bem como o efeito desta vitamina no modelo do estresse crénico
imprevisivel (ECI) em camundongos. Adicionalmente, o efeito dos antidepressivos
fluoxetina, imipramina e bupropiona em combinagdo com é&cido ascorbico no TSC foi
investigado. O 4&cido ascorbico (0,1-10 mg/kg, i.p., 1-10 mg/kg p.o. ou 0,1
nmol/camundongo, i.c.v.) produziu efeito tipo-antidepressivo no TSC, mas ndo no TNF,
sem alterar a atividade locomotora dos animais no teste do campo aberto. O &cido
ascorbico (1 mg/kg, p.o.) produziu efeito tipo-antidepressivo no TSC 60 minutos apds sua
administracdo. O efeito do acido ascorbico (0,1 mg/kg, i.p.) no TSC foi prevenido pelo
pré-tratamento i.p. com NAN-190 (0,5 mg/kg, antagonista de receptores 5-HTia),
cetanserina (5 mg/kg, antagonista de receptores 5-HT,anc), MDL72222 (0,1 mg/Kkg,
antagonista de receptores 5-HTs3), prazosina (62,5 pg/kg, antagonista de receptores o;-
adrenérgicos), ioimbina (1 mg/kg, antagonista de receptors ap-adrenérgicos), propranolol
(2 mg/kg, antagonista de receptores f-adrenérgicos), haloperidol (0,2 mg/kg, antagonista
ndo seletivo de receptores dopaminérgicos) ou sulpirida (50 mg/kg, antagonista de
receptores D, dopaminergicos), mas ndo com SCH23390 (0,05 mg/kg, s.c., antagonista de
receptores D; dopaminérgicos). Adicionalmente, o acido ascorbico (1 mg/kg, p.o.)
potencializou o efeito de doses sub-ativas (p.0.) de MK-801 (0,01 mg/kg, um antagonista
de receptores NMDA) e dos antidepressivos fluoxetina (1 mg/kg), imipramina (0,1 mg/kg),
ou bupropiona (1 mg/kg) no TSC. O tratamento combinado de acido ascorbico com MK-
801 e com os antidepressivos ndo produziu alteracdo na atividade locomotora dos animais
no teste do campo aberto. Além disso, a administracdo repetida de &cido ascorbico (10
mg/kg, p.o.) ou de fluoxetina (10 mg/kg, p.o., controle positivo) por 7 dias preveniu o
fendtipo tipo-depressivo induzido pelo modelo do ECI no TSC, sem causar alteraces na
atividade locomotora dos animais no teste do campo aberto. Os resultados em conjunto
mostram que a administracdo de acido ascorbico produz efeito tipo-antidepressivo no TSC,
0 qual é dependente, pelo menos em parte, de uma interacgio com o sistema
monoaminérgico e com os receptores NMDA. Além disso, o acido ascorbico produz efeito
tipo-antidepressivo sinérgico quando administrado com antidepressivos convencionais no
TSC e possui efeito preventivo em relacdo a alteracdo comportamental induzida pelo
estresse no TSC em camundongos. Dessa forma, os presentes dados necessitam de estudos
complementares que elucidem a relevancia terapéutica do &cido ascérbico para o
tratamento da depressdo e/ou como tratamento complementar para a farmacoterapia com
antidepressivos.

Palavras-chave: Antidepressivos, acido ascorbico, estresse crénico imprevisivel, sistema
monoaminérgico, teste da suspensdo da cauda, vitamina C.
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ABSTRACT

Ascorbic acid, commonly known as vitamin C, is a water-soluble antioxidant
vitamin that participates in a wide range of physiological reactions and is highly
concentrated in the cerebrum, being considered as a neuromodulator. This study
investigated the effect of ascorbic acid in the tail suspension test (TST) and in the forced
swimming test (FST) in mice. In addition, it was investigated the contribution of the
monoaminergic system and NMDA receptors to its antidepressant-like effect of ascorbic
acid in the TST, as well as the effect of this vitamin in the chronic unpredictable stress
model (CUS) in mice. Moreover, the effects of the antidepressants fluoxetine, imipramine
and bupropion in combination with ascorbic acid in the TST were investigated. Ascorbic
acid (0.1-10 mg/kg, i.p., 1-10 mg/kg p.o. or 0.1 nmol/mice i.c.v.) produced an
antidepressant-like effect in the TST, but not in the FST, without altering the locomotor
activity of the animals in the open-field test. Ascorbic acid (1 mg/kg, p.o.) produced an
antidepressant-like effect in the TST 60 minutes after its administration. The effect of
ascorbic acid (0.1 mg/kg, i.p.) in the TST was prevented by i.p. pre-treatment with NAN-
190 (0.5 mg/kg, a 5-HT1a receptor antagonist), ketanserin (5 mg/kg, a 5-HT,a2c receptor
antagonist), MDL72222 (0.1 mg/kg, a 5-HT; receptor antagonist), prazosin (62.5 pg/kg, an
az-adrenoceptor antagonist), yohimbine (1 mg/kg, an ayp-adrenoceptor antagonist),
propranolol (2 mg/kg, a PB-adrenoceptor antagonist), haloperidol (0.2 mg/kg, a non-
selective dopamine receptor antagonist) or sulpiride (50 mg/kg, a dopamine D, receptor
antagonist), but not with SCH23390 (0.05 mg/kg, s.c., a dopamine D; receptor antagonist).
Additionally, ascorbic acid (1 mg/kg, p.o.) potentiated the effect of subeffective doses
(administered by p.o. route) of MK-801 (0.01 mg/kg, a NMDA receptor antagonist) and
the antidepressants fluoxetine (1 mg/kg), imipramine (0.1 mg/kg), or bupropion (1 mg/kg)
in the TST. The combined treatment of ascorbic acid with MK-801 and the antidepressants
produced no alteration in the locomotion of the animals in the open-field test. Moreover,
ascorbic acid (10 mg/kg, p.o.) or fluoxetine (10 mk/kg, p.o., used for positive control)
administered for 7 days prevented the depressive-like phenotype elicited by the CUS in the
TST, without causing alterations on the ambulatory behavior of the animals in the open-
field test. In summary, these results show that the administration of ascorbic acid produces
an antidepressant-like effect in TST, which is dependent, at least in part, on its interaction
with the monoaminergic system and the NMDA receptors. Moreover, ascorbic acid caused
a synergistic antidepressant-like effect when administered with conventional
antidepressants in the TST and elicited a preventive effect against the stress-induced
depressive behavior in the TST in mice. Therefore, the present findings warrant further
studies to evaluate the therapeutical relevance of ascorbic acid for the treatment of
depression and as a co-adjuvant treatment with antidepressants.

Key words: Antidepressants, ascorbic acid, chronic unpredictable stress, monoaminergic
system, tail suspension test, vitamin C.
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1. INTRODUCAO
1.1. Depressao: ConsideracOes gerais e Epidemiologia

Os primeiros indicios da depressdo datam de cerca de 400 anos antes de Cristo,
quando Hipdcrates descreveu o termo “melancolia” (Nestler et al., 2002). Essa doenca
apresentava sintomas como tristeza e a tendéncia ao suicidio (Radden et al., 2002).
Atualmente, a depressdo é uma dos transtornos neuropsiquiatricos mais prevalentes e é
reconhecida como uma doenca heterogénea com manifestacdes fisioldgicas,
comportamentais e psicologicas (Nemeroff e Owens, 2002). Esté classificada dentro dos
transtornos de humor, que incluem os transtornos unipolares como a depressdao maior e
a distimia (quadro mais brando e duradouro) e o0s transtornos bipolares, que se
caracterizam por uma alterndncia entre fases maniacas e depressivas (American
Psychiatry Association, 2000).

A depressdo € uma doenca cronica e recorrente que possui grandes implicacdes
sociais (Berton e Nestler, 2006). Os acometidos pela doenca apresentam limitacdo da
sua atividade e bem-estar, o que provoca perda de produtividade (Ebmeier et al., 2006),
além de uma maior utilizacao de servicos de saude (Fleck et al., 2003; Nemeroff, 2007).
Além disso, sua prevaléncia de aproximadamente 17% na populacdo mundial (Nestler et
al., 2002a) e o impacto que causa no cotidiano de pacientes e familiares envolvidos
fazem com que a depressdo seja reconhecida como um problema de saude publica em
atendimento médico primario (Simon et. al, 1995). Segundo a Organizacdo Mundial de
Salde, estima-se que a depressdo atinja o segundo lugar entre as causas de
incapacitacdo em adultos até 2020, perdendo somente para as doencas isquémicas
(Murray e Lopez, 1997). No Brasil existam aproximadamente 54 milhGes de pessoas
gue em algum momento de suas vidas terdo algum tipo de depressédo, sendo que 7,5
milhdes terdo episddios agudos e graves, muitas com risco de suicidio (Nardi, 2000).

Estudos epidemiolégicos mostram que indices de mortalidade elevados estdo
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associados com a depressao, sendo que os deprimidos apresentam risco de morte 1,58 —
2,07 (95% IC) maior que individuos ndo deprimidos (Cuijpers e Smit, 2002). Apesar de
ainda ndo esclarecido, a maior mortalidade em relacdo a individuos ndo deprimidos
pode ser decorrente do maior risco de suicidio, que nos deprimidos atinge valores de
15% (Guze e Robins, 1970; Zalsman et al., 2004).

Desta forma, além do sofrimento pessoal e familiar, a depressdo gera um alto
custo para o estado, decorrente dos custos com tratamento, mortalidade e
improdutividade no trabalho (Greenberg et al., 1993).

1.2. Depressdo: Sintomas, Diagnostico e Tratamento

Os critérios para o diagnéstico da depressdo maior se baseiam na observacéo
clinica dos sintomas (Tabela 1) e sdo estabelecidos pelo Manual Estatistico e
Diagnostico de Doengas Mentais, quarta edicdo (American Psychiatry Association,

DSM-1V, 2000).
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Tabelal. Critérios Diagndsticos do DSM-1V

CRITERIOS PARA DIAGNOSTICO DA DEPRESSAO DE ACORDO COM O DSM-1V

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

(1) Humor deprimido a maior parte do tempo, relatado pelo paciente ou por
observacéo de outrem;

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

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

(4) Insbnia ou hiperinsonia;

(5) Agitacao ou retardo psicomotor;

(6) Fadiga ou falta de energia;

(7) Sentimentos de culpa ou desvalia excessivos ou improprios;
(8) Diminuicéo na capacidade de concentracdo e pensamento;

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

B. Os sintomas ndo devem preencher os critérios para um episdédio misto (transtorno
bipolar);

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

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

E. Os sintomas ndo tém relacdo com o luto (pelo periodo de 2 meses apos o falecimento
de alguém préximo).

Adaptado de DSM-IV-R = Manual Estatistico e Diagnéstico de Doencas Mentais,
Quarta Edicdo, Revisdo de texto, Associacdo Americana de Psiquiatria, Washington,
DC: 2000
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Além desses sintomas, o individuo deprimido pode apresentar co-morbidades
com doencas clinicas como as cardiovasculares, cérebro-vasculares e metabdlicas (Teng
et al., 2005) e também com outras doencas psiquiatricas (Nemeroff e Owens, 2002).

Existem diferentes alternativas de tratamento para a depressdo, como O0S
tratamentos psicoldgicos, os fisicos e a farmacoterapia com antidepressivos (Ebmeier et
al., 2006). Dentre os psicolégicos, sdo utilizados, por exemplo, a terapia cognitivo
comportamental, a terapia interpessoal, a terapia da solugdo de problemas entre outras.
No entanto, esses tratamentos sdo utilizados em casos de depressdo branda e/ou
utilizados em combina¢do com medicacdo. Os tratamentos fisicos disponiveis sdo a
estimulacdo magnética transcraniana, a estimulacdo profunda do cérebro e a terapia
eletroconvulsiva, sendo que somente esta apresenta uso regular e € utilizada em casos de
depressdo associada com sintomas psicoticos. Por outro lado, fatores como o féacil
acesso e mesmo a efetividade ainda inadequada para muitos individuos, fazem com que
a farmacoterapia com antidepressivos seja 0 tratamento de primeira escolha para a
depresséo (Ebmeier et al., 2006).

Existem varias classes de antidepressivos disponiveis para o tratamento da
depressdo como o0s inibidores da recaptacdo de serotonina e noradrenalina
(antidepressivos Triciclicos), os inibidores da monoamina oxidase (iIMAQO), o0s
Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Serotonina (ISRS) e os atipicos (como 0s
inibidores da recaptacdo de dopamina e os Inibidores da Recaptacdo de Noradrenalina,
ISRN), entre outros (Dencker, 2000; Berton e Nestler, 2006; Nemeroff, 2007). Apesar
de muito utilizados, estes farmacos proporcionam uma completa remissao para apenas
cerca de 50% dos individuos, ainda que muito mais (mais que 80%) exibam respostas
parciais (Nestler, 2002a), além de causarem efeitos colaterais (Brunello et al., 2002).

Além disto, a resposta terapéutica destes farmacos s6 ocorre no minimo ap6s 3 semanas
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0 inicio do tratamento (Brunello et al., 2002; Paez-Pereda, 2005). Todos estes fatores,
associados ou ndo entre si, prejudicam a adesdo do paciente ao tratamento (Brunello et
al., 2002; Nestler et al., 2002a).

1.3. Bases etioldgicas da depressao

1.3.1. Hip6tese monoaminérgica da depressao

A etiologia da depressdo ainda ndo é totalmente esclarecida. No entanto, a
depressdo pode resultar da disfungdo de varios neurotransmissores ou sistemas
metabdlicos e estd intimamente relacionada com o sistema monoaminérgico,
particularmente com o0s sistemas serotoninérgicos e noradrenérgicos (Wong e Licinio,
2001).

A hipotese monoaminérgica postula que a depressao resulta de uma deficiéncia
de serotonina (5-HT) ou noradrenalina (NA), ou ainda de receptores deficientes para
estes neurotransmissores (Schildkraut, 1965; Mann et al., 1995). Esta é sustentada
principalmente pelo fato de que a farmacoterapia atual se baseia nessa hipotese, uma
vez que 0s antidepressivos aumentam a concentracdo de 5-HT, NA ou ainda dopamina
na fenda sinaptica, pois bloqueiam a recaptacdo destes neurotransmissores
(Baldessarini, 1996; Taylor et al., 2005). Além disso, niveis plasmaticos diminuidos de
serotonina foram observados em pacientes com depressdo maior (Coppen e Doogan,
1988), niveis reduzidos de &cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), um metabdlito da
serotonina, também foi encontrado no liquor de pacientes com depressdo (Ricci e
Wellmen, 1990) e a reserpina, um farmaco que depleta catecolaminas, pode causar
sintomas de depressdo (Wong e Licinio, 2001).

Além dos sistemas serotoninérgico e noradrenérgico, a funcdo dopaminérgica
reduzida também estd implicada na fisiopatologia da depressdao (D’Aquila et al., 2000;

Willner et al., 2005; Papakostas, 2006). Tanto estudos clinicos quanto pré-clinicos
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indicam que o sistema dopaminérgico esta fortemente envolvido com a regulacéo neural
do humor e ha evidéncias relacionando anormalidades na neurotransmisséo
dopaminérgica com a patofisiologia da depressdo (D’Aquila et al., 2000; Willner et al.,
2005). Foi demonstrado que agonistas dopaminérgicos potencializam o efeito
antidepressivo em animais no teste do nado forcado (TNF), um modelo animal
amplamente utilizado para avaliacdo de propriedades antidepressivas de determinadas
drogas (Joca et al., 2000). Além disso, um inibidor seletivo da recaptacdo de dopamina,
a bupropiona, é utilizado clinicamente como antidepressivo (Ascher et al., 1995).

Apesar das varias evidéncias que sustentam a hipdtese monoaminérgica, esta
apresenta-se simplista, uma vez que falha ao ndo explicar a agdo de alguns compostos
com acdo antidepressiva que ndo agem no sistema monoaminérgico, ou ainda
antidepressivos atipicos, como a tianeptina, que aumenta a recaptacdo de monoaminas
(Brink et al., 2006). Além disso, existem farmacos que aumentam a concentracdo de
monoaminas na fenda sinaptica e ndo possuem acao antidepressiva, como a anfetamina.
Adicionalmente, existe uma discrepancia temporal entre o0s eventos bioquimicos
envolvidos no metabolismo das monoaminas e os efeitos clinicos dos antidepressivos
(Baldessarini, 1996). O melhor entendimento das vias e mecanismos responsaveis pela
acdo dos antidepressivos pode contribuir substancialmente para uma melhor
compreensdo dos transtornos depressivos e para 0 desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas para o seu tratamento (Wong e Licinio, 2001).

Além do sistema monoaminérgico, ha evidéncias da participacdo de varios
outros sistemas de neurotransmissores na fisiopatologia da depressdo, tais como o
sistema glutamatérgico, principalmente via receptores N-metil-D-aspartato (NMDA)
(Skolnick, 1999, 2002; Petrie et al., 2000; Pittenger et al., 2008), a via da L-arginina-

oxido nitrico (NO) (da Silva et al., 2000; Harkin et al., 2003; Joca et al., 2007) e o
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sistema opidide (Gabilondo et al., 1995). Além disso, a depressdo pode ser relacionada
com alteracbes nas vias de sinalizacdo que regulam a neuroplasticidade e a
sobrevivéncia celular (Manji et al., 2001; Pittenger e Duman, 2008), com aumento no
estresse oxidativo (Bilici et al., 2001; Forlenza e Miller, 2006), com a liberacdo de
citocinas pré-inflamatorias associadas com a ativacao do sistema imune (Mikova et al
2001; Tuglu et al., 2003; Dunn et al., 2005) e com o0 aumento dos niveis plasmaticos de
glicocorticdides e desregulacdo do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Perera et
al., 2007; Pittenger e Duman, 2008).
1.3.2. Sistema glutamatérgico e depressao

A literatura tem demonstrado que o sistema glutamatérgico pode estar envolvido
na fisiopatologia dos transtornos de humor, sendo um alvo para a a¢do de compostos
com propriedades antidepressivas (Zarate et al., 2003). O glutamato é o principal
neurotransmissor do sistema nervoso central (SNC) de mamiferos e € encontrado em
aproximadamente 80% dos neurénios (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 diminuicdo do
humor, concentracao, atencdo e memoria (Zarate et al., 2002; Kew e Kemp, 2005).

Estudos pré-clinicos e clinicos tém demonstrado que antagonistas NMDA
apresentam propriedades antidepressivas e que o0 tratamento com antidepressivos pode
diminuir a expressao das subunidades desses receptores (Skolnick, 1999, 2002; Petrie et
al., 2000; Pittenger et al., 2008). Além disso, foi demonstrado que pacientes que
receberam tratamento com cetamina, um antagonista ndo competitivo de receptores
NMDA, apresentaram uma reducdo significativa no escore da escala Hamilton de
depressdo (um maior escore indica maior severidade da doenga) em relacdo aos

pacientes deprimidos que receberam placebo (Berman et al., 2000).
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Além disso, hd um papel importante dos receptores NMDA na modulagdo das
funcgdes serotoninérgicas. Antagonistas dos receptores NMDA podem liberar serotonina
e estimular sua renovagdo em varias regides do cérebro, o que pode contribuir para suas
propriedades antidepressivas (Ldscher e Honack, 1992; Fink et al., 1995).

1.3.3. Estresse e depressdo

Embora a depressdo seja uma doengca multifatorial e de etiologia néo
identificavel, existem fatores associados ao transtorno depressivo. Segundo estudos
epidemioldgicos, o estresse cronico parece ser um dos principais fatores ambientais que
predispbem um individuo a depressdo (Nestler et al., 2002a). Em cerca de 60% dos
casos, 0s episodios depressivos sdo precedidos pela ocorréncia de fatores estressantes,
principalmente de origem psicossocial (Post, 1992). Segundo a literatura, a depressao
pode ser resultante de uma interacdo entre os efeitos do estresse e a predisposicdo
genética. No entanto, os mecanismos implicados no surgimento da depressdo apos a
exposicdo a eventos estressantes ainda permanecem pouco estabelecidos (Kloet et al.,
2005).

O eixo HPA corresponde ao sistema regulador primario de resposta ao estresse.
Este integra as funcdes neuroldgicas e estimulos sensoriais a funcdo enddcrina e assim é
um componente essencial que capacita o individuo a lidar com eventos estressantes
(Berton e Nestler, 2006). Diante de um estimulo estressor, as células dos nulcleos
paraventriculares hipotalamicos (PVN) secretam fator liberador de corticotrofina (CRF)
e vasopressina que atuam sinergicamente na ativacdo do eixo HPA. Na hipéfise
anterior, o CRF estimula a liberacdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) que por
sua vez age no cortex da glandula supra-renal, promovendo a sintese e liberacdo de
glicocorticoides como o cortisol em humanos (Nemeroff, 1996). Os glicocorticoides

interagem com seus receptores em maltiplos tecidos-alvos, produzindo diversos tipos de
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respostas aléem de modular o préprio eixo HPA, onde sdo responsaveis pela inibicdo da
secrecdo do ACTH pela pituitéria e do CRF a partir do hipotalamo (Figura 1). Este
controle inibitério além contribuir para a regulacdo da resposta ao estresse auxilia na
supressdo dessa resposta quando o estimulo estressor cessa (Swaab et al., 2005;
Aguilera et al., 2007). Além disso, o0 hipocampo também auxilia no controle da ativacao
do eixo HPA, através da inibicdo dos neurbnios hipotaldmicos secretores de CRF
(Nestler et al., 2002a). No entanto, a ativacdo excessiva do eixo HPA esta relacionada
com a depressao (Berton e Nestler, 2006). A literatura demonstra que a hiperatividade
do eixo HPA ¢é observada em grande parte dos pacientes com depressao, e esta ativacao
consequentemente reflete-se em niveis basais elevados de CRF no sistema nervoso
central (SNC) (Sapolsky, 2000; Gillespie e Nemeroff , 2005), além de niveis elevados
de cortisol no plasma e no liquido cefalorraquidiano (Gold et al., 1996; Holsboer e
Barden, 1996; Nemeroff, 1996). Adicionalmente, pacientes com depressao tendem a
apresentar aumento da hipofise, das glandulas supra-renais e auséncia de resposta ao
teste de supressdao com o corticosteroide sintético dexametasona (Baungartner et al.,
1985; Gold et al., 1996; Holsboer e Barden, 1996; Nemeroff, 1996) o que indica

auséncia do mecanismo de controle do eixo HPA.
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Figura 1. Regulacéo do eixo hipotdlamo-hipé6fise-adrenal (HPA). Os neurdnios secretores de
CRF dos nucleos paraventriculares (PVN) do hipotalamo recebem aferéncias excitatérias da
amigdala e inibitorias do hipocampo. O CRF liberado na circulagdo porta-hipofisaria estimula a
liberacdo de ACTH pela hipofise anterior. O ACTH liberado na corrente sanguinea age no
cértex adrenal e promove a sintese e liberacdo de glicocorticoides. Os glicocorticoides inibem a
sintese e liberacdo de CRF e ACTH. Em altas concentraces, eles causam danos aos neurbnios
hipocampais, 0 que causa um estado de hipercortisolemia sustentado, além de sintomas de
depressdo (adaptado de Nestler et al., 2002a). ACTH, horménio adrenocorticotréfico; CRF,

fator liberador de corticotropina; PVN, nlcleos paraventriculares.

Os elevados e prolongados niveis de glicocorticoides podem provocar a morte de
neurdnios hipocampais, os quais estdo relacionados as funcdes cognitivas e contribuem
para 0s sintomas de depressdo, além de serem essenciais para o controle inibitorio do
eixo HPA (Sapolsky, 1986; Nestler et al., 2002a). A atrofia hipocampal resultante da

prolongada exposicdo aos glicocorticoides envolve prejuizo dos mecanismos de

neuroplasticidade, incluindo reducdo da neurogénese e redugdo da neurotrofina BDNF
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(Nestler et al., 2002a; Berton e Nestler, 2006). Desta forma, 0 estresse pode provocar
alterac6es neuroquimicas e morfoldgicas que contribuem para o risco de depresséo e a
normalizagdo do funcionamento do eixo HPA parece ser uma etapa necessaria para a
remissdo dos sintomas da doenca (Berton e Nestler, 2006).

1.4. Estudo preé-clinico da depressao: os Modelos Animais de Depressao

Modelos animais de doengas ou transtornos humanos possuem diferentes
propositos e sua utilidade é estritamente dependente dos objetivos do estudo (Willner,
1984). Alguns modelos mostram-se ferramentas Uteis na elucidacdo dos mecanismos e
processos fisiopatologicos envolvidos na doenca (Guay-Woodford, 2003) enquanto
outros se focam no desenvolvimento de tratamentos novos e/ou mais efetivos (Hyde et
al., 1993; McDonald et al., 1999).

Dentre as diferentes areas da medicina e da ciéncia, algumas doencas podem ser
diagnosticadas ou possuem marcadores em nivel molecular, o que pode contribuir para
a reproducdo mais fidedigna da mesma ou parte de seus sintomas em animais,
conferindo assim maior validade aos seus respectivos modelos (Matthews et al., 2005).
Por outro lado, areas envolvidas no estudo dos transtornos de humor como o da
depresséo ndo disponibilizam de tais marcadores para o mais facil estudo e reproducéo
da condicdo em animais (Matthews et al., 2005). Desta forma, os modelos utilizados
baseiam-se em mimetizar alguns sintomas da doenca em humanos, 0s quais sdo
estabelecidos pelo Manual Estatistico e Diagnostico de Doencas Mentais (DSM-IV,
American Psychiatry Association, 2000). No entanto, muitos dos sintomas
caracteristicos da depressdao como humor deprimido e sentimentos de culpa e desvalia
ndo podem ser avaliados em laboratério. Desta forma, os modelos utilizados também se
baseiam na sensibilidade aos farmacos antidepressivos utilizados na clinica, o que

contribui para a validacdo dos modelos (Nestler et al., 2002b).
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Os modelos animais sdo ferramentas indispensaveis na pesquisa que visa
identificar novos compostos com possivel acdo antidepressiva e para fornecer novos
conhecimentos sobre as bases neurobiologicas da depressdo (Cryan et al., 2002).
Modelos com validade preditiva, como o teste do nado forcado (TNF) e o teste de
suspensdo da cauda (TSC) sdo amplamente utilizados para o estudo da depressdo
(Nestler et al., 2002b; McArthur e Borsini, 2006). Estes modelos baseiam-se na
observacdo do animal em estado de desespero, que se movimenta para fugir de uma
situacdo inescapavel, desenvolvendo ap6s os primeiros minutos uma postura imovel que
pode ser revertida pela administracdo de antidepressivos. Os antidepressivos classicos
reduzem o tempo de imobilidade nesses testes (Porsolt et al., 1977; Steru et al., 1985).
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 acdo antidepressiva (Bourin et al., 2005); sdo de facil uso e de
boa reprodutibilidade (Cryan et al., 2002, 2005).

Além da validade preditiva, modelos animais de depresséo com validade
fenomenoldgica e/ou de constructo também sdo utilizados. Entre estes, destacam-se 0s
modelos baseados na inducdo de estresse e 0s modelos farmacologicos para depressao
(McArthur e Borsini, 2006).

Os modelos de inducdo ao estresse baseiam-se em estudos que relacionam
eventos estressantes durante a vida como o principal fator ambiental de risco para o
desenvolvimento da depressdo (Tennant, 2002) e nas alteragdes neuroguimicas e
morfoldgicas provocadas pelo estresse que contribuem para o risco da doenca (Nestler
et al., 2002a, 2002b). Nestes modelos, a exposicdo dos animais a agentes estressores

induz a uma série de alteracdes fisioldgicas e comportamentais que mimetizam o estado
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depressivo. A relevancia destes modelos é evidenciada tendo em vista que os déficits
nos parametros comportamentais sdo revertidos pelo tratamento croénico com
antidepressivos (D’Aquila, 1994; Willner et al., 1992; Willner, 1997). Esses parametros
fisiologicos e comportamentais garantem aos modelos uma alta validade preditiva e
fenomenoldgica (Katz et al., 1981; Willner et al., 1987). Entre esses modelos,
encontram-se 0 estresse cronico moderado (Willner, 1997) e o estresse cronico
imprevisivel (ECI) (Lu et al., 2006). Desta forma, modelos baseados na exposi¢do ao
estresse sao utilizados nos estudos pré-clinicos da depressao (Yalcin et al., 2005; Lu et
al.,2006; Gutierrez-Garcia e Contreras, 2009).

Os modelos farmacologicos induzem um comportamento tipo-depressivo atraves
de alteragdes neuroquimicas semelhantes aquelas encontradas na depressdo (McArthur e
Borsini, 2006). Entre estes modelos destacam-se os da administracdo de citocinas pro-
inflamatdrias como interferon-o. (Makino et al., 1998, 2000), interleucina-1 (Dunn e
Swiergiel, 2005), interleucina-6 (Chourbaji et al., 2006) e fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) (Gadotti et al., 2007). Estes se baseiam na hipétese inflamatoria da depressao
que relaciona a secrecdo de citocinas pré-inflamatdérias com o desenvolvimento de
sintomas de depressdo (Mikova et al 2001;Tuglu et al., 2003). Além, desses outros
modelos como o da administracdo de reserpina (McArthur e Borsini, 2006) e de
anfetamina (Cryan et al., 2003) também séo utilizados.
1.5. Acido ascorbico
1.5.1. Aspectos gerais e historicos

O L-4cido ascorbico (AA), popularmente conhecido como vitamina C, é um
micronutriente hidrossolivel antioxidante essencial para os humanos (Rumsey e Levine,
1998; Naidu, 2003). O AA desempenha diversas funcbes fisiologicas como um

importante co-fator enzimatico em reac6es de hidroxilagdo, participando na sintese do
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colageno, carnitina e neurotransmissores (Naidu, 2003). Esta vitamina também atua
como um antioxidante enddgeno detoxificando radicais organicos (Schereiber e Trojan,
1991; Naidu, 2003), possui propriedades neuroprotetora e neuromoduladora
(Griinewald, 1993; Rebec e Pierce, 1994; Padayatty et al., 2003; Rice, 2000), auxilia na
absorcéo de ferro, além de exercer diversas outras fun¢des (Naidu, 2003).

O AA, CgHgOg (Figura 1), é uma cetolactona com peso molecular de 176,13 e
pKa = 4,2 (Levine, 1986; Rebec e Pierce, 1994). O nome quimico desta vitamina, acido
ascorbico (AA), representa duas de suas propriedades: uma quimica e outra bioldgica.
Em relacdo a primeira, a vitamina € um &cido, sendo que sua estrutura (Figura 1)
contém um grupo hidrdxi-endlico, tautdmero da a-hidroxicetona, o que Ihe fornece ndo
somente capacidade redutora, mas também um comportamento &cido. A natureza acida
em solucdo aquosa deriva da ionizacdo do grupo enolico ligado ao C-3 (pKa = 4,2), em
relacdo ao carbono da lactona (monoéster ciclico) (Davies et al., 1991). Por outro lado,
a palavra ascorbico refere-se ao valor biologico que tornou a vitamina conhecida, a

protecdo contra a doenca escorbuto, do latim scorbutus (Schanderl, 1970).

6(|3H20H
—('5
HO-C2 o,
\ /
3C=
/ 2\
HO OH

Figura 2. Estrutura quimica do acido ascérbico (AA; vitamina C).

Durante o periodo das grandes navegacGes maritimas 0s navegadores

desenvolviam a doenca conhecida como escorbuto (Grunewald, 1993; Naidu, 2003).
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Esta é caracterizada por apresentar sintomas como fadiga, dificuldade de cicatrizag&o,
dentes soltos, dores musculares (Halligan et al., 2005) e humor deprimido (DeSantis,
1993; Stoger et al., 1994; Nguyen et al., 2003). Os marinheiros que permaneciam a
bordo por longos periodos, sem renovar seus suprimentos alimentares, morriam de
escorbuto (Rice, 2000; Manela-Azulay et al., 2003). James Lind, médico escocés da
Marinha Britanica, foi o primeiro a correlacionar a alta morbidade e mortalidade dos
marinheiros ingleses com a falta de vegetais e frutas frescas na dieta dos marinheiros
(Naidu, 2003). Em 1928 um agente redutor foi isolado a partir da glandula adrenal pelo
cientista hangaro Albert von Szent-Gyorgy. Posteriormente este agente foi identificado
como fator anti-escorbuto presente no suco de limdo (vitamina C). Em 1933 sua
estrutura quimica foi elucidada (Figura 1) por Haworth e Hirst, que em conjunto com
Szent-Gyorgy sugeriram o0 nome de acido ascérbico para a vitamina. No mesmo ano,
sua sintese artificial também foi estabelecida (Griinewald, 1993; Manela-Azulay et al.,
2003).
1.5.2. Biossintese e metabolismo

Plantas e animais sintetizam o AA a partir da D-glicose e D-galactose (Figura 3),
sendo que varios mamiferos produzem niveis elevados de AA a partir da glicose no
figado. No entanto, alguns animais como, morcegos frugivoros, macacos, cobaias e
humanos ndo sdo capazes de sintetizar esta vitamina devido a auséncia, geneticamente
determinada, da enzima L-gulono-lactona oxidase (Figura 3), sendo necessaria a sua

ingesta na dieta (Nishikimi et al., 1994; Naidu, 2003).
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Figura 3. Biossintese do AA em animais. O L-Acido ascorbico (AA) é sintetizado
principalmente a partir da glicose na maioria dos animais no figado através de uma série de
reacOes enzimaticas. Humanos e outros animais como macacos, morcegos frugivoros e cobaias
nao sintetizam AA devido a presenca do gene ndo-funcional para a enzima L-gulono-lactona
oxidase (adaptado de Naidu, 2003).

As frutas e vegetais sdo responsaveis por 95% das fontes de AA da alimentacéo
humana, sendo este &cido um dos mais importantes nutrientes encontrados nestes

alimentos (Henshall, 1973; Valdés, 2006). As principais fontes de AA séo frutas citricas
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como laranja e limdo, mamdo papaia, goiaba, tomate entre outras e folhas verdes, como
brdcolis, couve, além de pimentas e outros vegetais (Davies et al., 1991; Naidu, 2003).
Atualmente o AA é utilizado como suplementacdo vitaminica sendo consumido sob
diversas formas sélidas como cépsulas, drageas, comprimidos efervescentes bem como
em formas liquidas (Naidu, 2003).

A absorcdo de AA nos mamiferos ocorre de forma semelhante a dos
monossacarideos, através de um processo dependente de energia por transportadores
dependentes de sdédio (Rivers, 1987; Sotiriou et al., 2002). O transportador SVCT1
localiza-se principalmente nos rins, figado e intestino e além de atuar na captagdo da
AA nestes tecidos € responsavel pela absorcdo intestinal da vitamina (Liang et al., 2001;
Mackenzie et al., 2008). Adicionalmente, um produto da oxidacdo do AA, o acido
dehidroascorbico também pode ser absorvido por difusdo facilitada no intestino e
convertido em ascorbato no meio intracelular (Malo e Wilson, 2000). Por outro lado, os
transportadores SVCT2 localizam-se primariamente em tecidos e 0rgdos altamente
especializados como cérebro e olhos (Tsukaguchi et al., 1999) e também atuam
transportando o ascorbato para o interior das células de mamiferos (Liang et al., 2001;
Tsukaguchi et al., 1999). Apos ser absorvido, o AA, sob a forma de ascorbato, é
amplamente distribuido pelo organismo e os tecidos possuem mecanismos de captar e
armazenar ascorbato sendo que suas concentracbes apresentam-se elevadas nas
glandulas supra-renais, medula espinhal e cérebro (Rebec e Pierce, 1994; Rice, 2000).

O AA possui dois protons dissociaveis com valores de pKa = 4,2 e 11,8 e assim
encontra-se sob a forma de anion ascorbato em pH fisiol6gico de mamiferos (Davies et
al., 1991; Rebec e Pierce, 1994). O ascorbato pode ser oxidado através de um processo

reversivel de duas etapas, formando o produto de sua oxidacdo, o 4&cido
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dehidroascorbico (Figura 4) (Rebec e Pierce, 1994; Rumsey e Levine, 1998; Rice,

2000).
?HZOH (l)HZOH (;JHZOH (I'JHZOH
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Figura 4. Biogquimica do AA em pH fisiol6gico. Em pH fisiolégico de mamiferos, o AA é
encontrado sob a forma de &nion ascorbato. A estrutura do ascorbato permite a perda de elétrons
e assim sua oxidacdo em um processo reversivel de duas etapas. Inicialmente o ascorbato é
oxidado através da perda de um elétron, formando um radical intermediario chamado de radical
ascorbil ou semi-dehidroascorbato. Através da perda de um segundo elétron e desprotonacao,
este € oxidado a acido dehidroascérbico ou dehidroascorbato. O acido dehidroascorbico pode ter
sua estrutura em anel hidrolisada irreversivelmente, formando o metabdlito acido 2,3-

dicetoguldnico (adaptado de Rumsey e Levine, 1998).

O 4cido dehidroascérbico pode ser reconvertido a ascorbato por diferentes
reacOes enzimaticas bem como por agentes redutores presentes nos sistemas bioldgicos
como a glutationa ou sua estrutura pode ser irreversivelmente hidrolisada formando um
dos seus principais metabolitos, o &cido 2,3-dicetoguldnico (Figura 4), que pode ser
metabolizado a &cido oxalico, xilose, xilonato, entre outros produtos (Rumsey e Levine,
1998; Padayatty et al., 2003). A principal rota de eliminacdo do ascorbato e de seus

metabolitos é através da urina (Naidu, 2003).
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1.5.3. Funcdes bioldgicas

O AA participa de mdaltiplas funcBes vitais, as quais estdo relacionadas
com a sua capacidade de atuar como um doador de elétrons, participando de inimeras
reacOes de 6xido-reducdo (Rebec e Pierce, 1994; Naidu, 2003). A vitamina é conhecida
como um importante co-fator enzimatico de hidroxilases e monooxigenases (Naidu,
2003; Padayatty, 2003). Na sintese do coladgeno, o AA € essencial para manter as
enzimas prolina hidroxilase e lisina hidroxilase na sua forma ativa. As reacdes
catalisadas por estas enzimas adicionam grupos hidroxila aos aminoacidos prolina e
lisina na molécula de colageno, o que contribui para o aumento da estabilidade da
estrutura em tripla hélice da molecula (Peterkofsky, 1991). O AA ¢ indispensavel na
sintese de carnitina, atuando como co-fator na hidroxilagcdo envolvida na sua sintese. A
carnitina é essencial no transporte de acidos graxos para o interior da mitocondria onde
pode ser utilizada na producdo de energia para a ceélula (Rebouche, 1991).
Adicionalmente, a vitamina atua na sintese de neurotransmissores, como co-fator da
enzima dopamina-p-hidroxilase que catalisa a conversdo de dopamina para
noradrenalina (Naidu, 2003), a qual, dentre as suas diversas funcbes, atua como um
regulador geral do humor em mamiferos (Taylor et al., 2005). O AA também catalisa
reacdes envolvidas na sintese de hormonios (Eipper e Mains, 1991) e no metabolismo
da tirosina (Englard e Seifter, 1986).

Além de atuar como co-fator enzimatico, o AA detoxifica radicais organicos
produzidos durante o metabolismo celular, atuando como um antioxidante enddgeno
(Schereiber e Trojan, 1991; Naidu, 2003). Essa propriedade deriva da sua capacidade de
doar elétrons, atuando como um agente redutor a custa de sua prépria oxidacdo. Assim,
este composto pode reagir com compostos com elétrons desemparelhados como as

espécies reativas de oxigénio (ERO) e estabilizar radicais livres produzidos durante o
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metabolismo celular (Padayatty et al., 2003). As EROs possuem alta reatividade e
podem oxidar biomoléculas como lipideos, proteinas, &cidos nucléicos, causando
diferentes tipos de danos bioldgicos e podendo causar morte celular (Sies, 1993). Os
metabdlitos das ERO estdo associados com processos degenerativos. No cérebro, as
EROs podem estar relacionados com a doenca de Parkinson, além de produzir efeitos
neurotoxicos causados pela excessiva liberacdo de glutamato, relacionada com
disturbios como esquizofrenia (Coyle e Puttfarcken, 1993). Desta forma, o ascorbato
pode ter efeito neuroprotetor, uma vez que pode proteger a célula, neutralizando as
EROs (Padayatty et al., 2003).
Além das fungdes descritas, a literatura mostra que o AA pode desempenhar

outras funcdes bioldgicas como auxiliar na absorcéo de Ferro (Bendich e Cohen, 1990),
atuar como imunomodulador, no controle da sintese de glicocorticoides pela glandula
adrenal (Kolb, 1990; Naidu, 2003), possui putativa acdo antitumoral (Naidu, 2003;
Padayatty et al., 2004; Chen et al., 2008) e antinociceptiva (Rosa et al., 2005).
1.5.4. Acido ascorbico (AA) e depressao

O ascorbato é encontrado em altas concentragdes no cérebro, onde suas
concentragcdes sdo dinamicamente reguladas (Schereiber e Trojan, 1991; Grinewald,
1993). O conteudo de ascorbato pode variar de acordo com a regido do encéfalo,
encontrando-se em altos niveis no cortex cerebral e hipocampo e concentracGes
progressivamente reduzidas em areas encefélicas mais posteriores como o tronco
cerebral e medula espinhal (Milby et al., 1982; Rice, 2000). O anion ascorbato é
liberado dos neurbnios glutamatérgicos como parte do processo de recaptacdo do
glutamato, no qual o transportador de glutamato de alta afinidade troca ascorbato por

glutamato (Figura 5). Este processo que pode ocorrer também em células gliais,
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assegura um alto nivel de ascorbato extracelular em muitas regiGes do encéfalo (Rebec e

Pierce, 1994; Rice, 2000).
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Figura 5. Dinamica do ascorbato no SNC. O ascorbato (sintetizado ou adquirido através da
dieta) é distribuido pela corrente sanguinea para todos os tecidos. Os niveis plasmaticos de
ascorbato sdo aproximadamente 50 puM. Através de transporte ativo no plexo cordide, o
ascorbato concentra-se no liquido cefalorraquidiano (LCR) onde pode atingir concentracoes de
500 uM e difundir-se para o fluido extracelular (LEC) do encéfalo. Do LEC, o ascorbato pode
ser captado por neurdnios através dos transportadores SVCT2 e também por células gliais, por
mecanismos ainda ndo esclarecidos. O ascorbato também pode entrar no LEC através da
barreira hemato-encefalica, embora os mecanismos ainda sejam obscuros. Além do fino
controle dos niveis extracelulares de ascorbato, suas concentra¢fes também sdo dinamicamente
reguladas pela captagdo de glutamato. O tranportador de glutamato aumenta os niveis de
ascorbato no LEC apés captar glutamato e liberar ascorbato para o meio extracelular. Assume-
se que essa regulacdo e dindmica do ascorbato possa ocorrer em Vvarias regides do SNC. Asc,

ascorbato; LEC, liquido extracelular; LCR, liquido cefalorraquidiano (adaptado de Rice, 2000).
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Além dos papéis ja citados no sistema biolégico, o ascorbato possui acéo
neuromoduladora, podendo modular tanto a neurotransmissdo dopaminérgica como
glutamatérgica (Grunewald, 1993; Rebec e Pierce, 1994; Rice, 2000). Também foi
demonstrado que o AA inibe o receptor glutamatérgico do subtipo NMDA através de
um fendmeno redox (Majewska et al., 1990). Como mencionado anteriormente, estudos
pré-clinicos e clinicos tém demonstrado que antagonistas NMDA apresentam
propriedades antidepressivas e que o tratamento com antidepressivos pode ter um efeito
sobre a funcédo destes receptores (Skolnick, 1999; Petrie et al., 2000; Rada et al., 2003;
Kugaya e Sanacora, 2005; Dhir e Kulkarni, 2008; Pittenger et al., 2008).

Apesar dos altos e regulados niveis de AA no cérebro, suas funcdes fisiologicas
no SNC néo estdo bem estabelecidas (Rice, 2000). Um papel para 0 AA nos transtornos
do humor foi sugerido a partir de observag@es clinicas da recuperacdo da depressao
idiopatica (sem causa conhecida) por altas doses de AA (50 mg/kg/dia), bem como da
depressdo associada ao uso de ACTH em uma crianga com hepatite (Coochi et al.,
1980). Um estudo também relatou que a administracdo de AA por 14 dias diminuiu 0s
escores no inventario Beck de depressdo em individuos saudaveis, o que sugere melhora
do humor (Brody, 2002). Outro estudo clinico mais recente verificou uma diminuigédo
dos niveis de ascorbato no plasma de pacientes com depressdo maior (Khanzode et al.,
2003). Em um estudo clinico mais recente, Chang et al. (2007) reportaram o caso de um
paciente deprimido que desenvolveu escorbuto, 0 que sugere que uma ingesta
inadequada desta vitamina, e consequientemente baixos niveis enddgenos de ascorbato,
pode estar relacionada a patogénese da depressdo. Além disso, outros estudos relatam
uma co-morbidade existente entre escorbuto e depressao (DeSantis, 1993; Stoger et al.,

1994; Nguyen et al., 2003). Adicionalmente, foi relatado que ratos submetidos ao
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modelo de depressdo induzido pelo estresse cronico moderado apresentam uma reducao

do conteddo de ascorbato no cortex cerebral (Eren et al., 2007).
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2. JUSTIFICATIVA

A depressdo € uma das doencas neuropsiquiatricas mais prevalentes, causa
consideravel morbidade psiquiatrica e perda de produtividade e possui grande impacto
social e econdmico (Greenberg et al., 1993; Berton e Nestler, 2006; Ebmeier et al.,
2006). Além disso, é um dos principais fatores de risco independente para o
desenvolvimento de doencas arteriais coronarianas e isquemia cerebral e esta associada
ao risco de suicidio (Nemeroff e Owens, 2002). Os farmacos utilizados para o
tratamento da depressdo apresentam baixa eficacia clinica (Nestler et al., 2002a) e
causam diversos efeitos colaterais, 0 que muitas vezes contribui para o abandono do
tratamento pelo paciente (Brunello et al., 2002). Considerando o exposto, existe uma
grande necessidade de desenvolvimento de terapias antidepressivas alternativas ou de
substancias que possam otimizar a eficacia clinica para o tratamento da depresséo.

Considerando os relatos existentes de que o AA possui possivel efeito
antidepressivo em estudos clinicos (Coochi et al., 1980; Brody, 2002) e sua relacdo com
receptores NMDA (Majewska et al., 1990) os quais estdo relacionados com a
patofisiologia e tratamento da depressdo (Skolnick, 1999; Petrie et al., 2000; Pittenger
et al., 2008), este estudo pretende estender e/ou fornecer novos dados para o melhor
entendimento da acdo do AA em modelos animais preditivos de acdo antidepressiva.
Vale ressaltar que inexistentes os relatos na literatura referentes ao efeito do AA em
modelos animais de depressao.

No estudo pré-clinico da depressdo os modelos animais tém se mostrado
ferramentas indispensaveis na identificacdo de compostos com possivel acdo
antidepressiva bem como na elucidacdo sobre as bases neurobiolégicas envolvidas na
depresséo (Cryan et al., 2002). Dessa forma, o estudo do efeito do AA em modelos

amplamente utilizados na busca por compostos com possivel acdo antidepressiva como
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0 TNF e o TSC (Bourin et al., 2005) pode ser importante para identificar suas
propriedades antidepressivas. Além disso, considerando-se que a depressdo esta
classicamente relacionada com o sistema monoaminérgico (Elhwuegi, 2004) e que
compostos que interagem com esse sistema possuem efeito tipo-antidepressivo nos
modelos citados (Porsolt et al., 1977; Steru et al., 1985; Cryan et al., 2005), julgamos
importante investigar se o efeito da vitamina é dependente de uma interacdo com
receptores de monoaminas. Adicionalmente, a investigagdo do efeito do AA em um
modelo que reproduz uma importante base etiolégica da depressdo (modelo do
comportamento tipo-depressivo induzido pelo estresse cronico imprevisivel (ECI) pode
ser relevante para melhor caracterizar seu potencial antidepressivo.

Desta forma, o estudo da acdo antidepressiva do AA em modelos animais
podera, em longo prazo, auxiliar no desenvolvimento de compostos de baixo custo e
facil acesso pela populacdo, os quais poderdo auxiliar na terapéutica convencional da
depresséo e/ou sua eventual utilizacdo per se para o tratamento da doenca. Além disso,
nossos resultados podem contribuir futuramente para a literatura através da apresentacéo
da propriedade antidepressiva do AA, ampliando assim o vasto acervo de dados

existentes referentes aos efeitos e fungdes bioldgicas da vitamina C.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar o possivel efeito tipo-antidepressivo do AA em modelos animais

preditivos de acdo antidepressiva, bem como o efeito de sua associacdo com

antidepressivos e seus mecanismos de acao.

3.2. Objetivos especificos

Investigar o efeito de diferentes doses de AA, administrado por via
intraperitoneal (i.p.), no TNF, TSC e TCA;

Investigar o envolvimento dos sistemas serotoninérgico, noradrenéergico e
dopaminérgico na acéo antidepressiva do AA (administrado por via i.p.) no TSC;
Investigar o efeito de diferentes doses de AA, administrado por via oral (p.o.), no
TNF, TSC e TCA;

Investigar o efeito do AA em diferentes tempos de administracdo (p.o.) no TSC;
Investigar o efeito da administracdo central por via intracerebroventricular
(i.c.v.) de diferentes doses de AA no TSC e TCA;

Investigar o efeito da administracdo (p.o.) de dose sub-ativa de AA com dose
sub-ativa de MK-801 (antagonista de receptores NMDA) no TSC e TCA;
Investigar o possivel efeito sinérgico da administracdo (p.o.) de uma dose sub-
ativa de AA com doses sub-ativas de antidepressivos utilizados na clinica
(fluoxetina, imipramina ou bupropiona) no TSC;

Investigar o efeito da administracdo (p.o.) de uma dose sub-ativa de AA com
doses sub-ativas de antidepressivos utilizados na clinica (fluoxetina, imipramina
ou bupropiona) sobre a atividade locomotora dos animais no TCA,;

Investigar o efeito da administracdo (p.o.) repetida (7 dias) de AA sobre a

inducdo do comportamento tipo-depressivo (aumento do tempo de imobilidade
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no TSC) induzido pelo estresse crénico imprevisivel (ECI) em camundongos e
comparar o efeito da vitamina com o antidepressivo fluoxetina;

Investigar o efeito da administracdo (p.o.) repetida (7 dias) de AA ou fluoxetina
sobre a atividade locomotora dos animais submetidos ao modelo do ECI no

TCA;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais, drogas e reagentes e tratamentos utilizados

Camundongos Swiss adultos de ambos os sexos, homogeneamente distribuidos
entre 0s grupos experimentais, pesando 30 a 45 g, fornecidos pelo Biotério Central da
UFSC foram utilizados. Os animais foram mantidos a 22-25°C com agua e ra¢do ad
libitum, em ciclo claro/escuro de 12 horas (7:00-19:00 h) e todos os experimentos foram
realizados entre as 09:00 e 17:00. Os procedimentos experimentais foram aprovados
pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais da UFSC.

Os seguintes compostos e reagentes foram utilizados: acido ascorbico (AA),
bupropiona, cetanserina, DMSO (dimetilsulfoxido), fluoxetina, haloperidol, imipramina,
ioimbina, MDL72222 (tropanil 3,5-diclorobenzoato), NAN-190 (1-2-metoxifenil)-4[-(2-
phthalimido)butil]piperazina), prazosina, propranolol, SCH23390 ((R)-(+)-7-cloro-8-
hidroxi-3-metil-1-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepina  hidrocloreto), sulpirida
adquiridos da Sigma e Tween 80 (St Louis, MO, USA). MK-801 (maleato de
dizocilpina) foi adquirido da Research Biochemicals International (Natick, MO, USA).

O AA foi administrado 15, 30 ou 60 minutos antes do TSC, TNF ou TCA,
dependo da via de administracdo. Os grupos controle foram tratados com veiculo
apropriado quando tratados por via i.p. ou i.c.v.(salina ou salina com 5% de DMSO,
salina com 1% de Tween 80, ou salina com 5% de etanol, conforme o protocolo
experimental). Todas as drogas foram dissolvidas em salina, exceto as que estdo a
seguir especificadas: NAN-190 e MDL 72222 foram diluidos em salina com 1% de
Tween 80, sulpirida e prazosim em salina com 5% de DMSO e haloperidol em salina
com 5% de etanol. Nos experimentos em que o tratamento foi por via p.o., 0 veiculo

utilizado foi &gua destilada.
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4.2. Modelos animais
4.2.1. Teste do nado for¢ado (TNF)

Este modelo foi proposto por Porsolt et al. (1977) para o estudo de substéncias
com possivel acdo antidepressiva. O modelo baseia-se na observacdo de que quando 0s
animais sdo submetidos a uma situacdo onde ndo ha possibilidade de escape, apds um
periodo de agitacdo inicial eles adotam uma postura de imobilidade. O camundongo é
considerado imovel quando ele flutua ou faz movimentos necessarios apenas para
manter sua cabeca acima da agua.

O tempo de imobilidade foi cronometrado durante 6 minutos em um cilindro
plastico de 10 cm de didmetro e 24 cm de altura contendo 19 cm de altura de agua, a
temperatura de 25°C + 1°C conforme descrito anteriormente (Zomkowski et al., 2006;
Brocardo et al., 2008). Os antidepressivos classicos reduzem o tempo de imobilidade
nesse teste (Porsolt et al., 1977), enquanto que o aumento do tempo de imobilidade
caracteriza um comportamento tipo-depressivo dos animais (Makino et al., 1998; Dunn

e Swiergiel, 2005).

Figura 6. Teste do nado forcado (TNF)

40



Materiais e Métodos

4.2.2. Teste da suspensédo da cauda (TSC)

Este modelo foi proposto por Steru et al. (1985) como alternativa ao TNF para o
estudo de compostos com possivel atividade antidepressiva, uma vez que parece ser
menos estressante que o TNF (Thierry et al., 1986). Os antidepressivos classicos
reduzem o tempo de imobilidade nesse teste (Steru et al., 1985). O tempo de
imobilidade foi avaliado durante um periodo de 6 minutos em camundongos acustica e
visualmente isolados, suspensos pelo menos 50 c¢cm acima do chdo e presos pela
extremidade da cauda com fita adesiva (Mantovani et al., 2003).

Considerando que o aumento do tempo de imobilidade caracteriza um
comportamento tipo-depressivo em modelos preditivos de a¢do antidepressiva como o
TNF e o TSC (Mineur et al., 2006; Dunn e Swiergiel, 2008; Murray et al., 2008;
Gutiérrez-Garcia e Contreras, 2009), também utilizaremos este parametro
comportamental para testar a acdo antidepressiva do AA apds a exposicao dos animais
ao modelo de inducédo ao comportamento tipo-depressivo induzido pelo estresse cronico

imprevisivel (ECI).

Figura 7. Teste da suspenséo da cauda (TSC)
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4.2.3. Teste do campo aberto (TCA)

A fim de excluir a possibilidade de que a diminui¢cdo do tempo de imobilidade
no TNF ou no TSC seja devido a uma estimulacdo motora, 0s animais foram
submetidos ao teste do campo aberto (TCA), durante 6 minutos (Rodrigues et al., 1996).
Este teste é realizado em uma caixa de madeira medindo 40x60x50 cm, com o chdo
dividido em 12 quadrantes iguais. O nimero de quadrantes cruzados com todas as patas
corresponde ao cruzamento e foi o parametro utilizado para avaliacdo da atividade

locomotora.

Figura 8. Teste do campo aberto (TCA)
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4.2.4. Modelo do comportamento tipo-depressivo induzido pelo Estresse Crénico
Imprevisivel (ECI)

Neste modelo, os animais sédo expostos a diversos fatores estressantes e, como
resultado, podem apresentar comportamentos tipo-depressivo (McArthur e Borsini,
2006) como o aumento do tempo de imobilidade nos modelos preditivos de acdo
antidepressiva como o TNF e TSC (Mineur et al., 2006; Gutiérrez-Garcia e Contreras,
2009), diminuicdo do consumo de sacarose (medida de anedonia) e na freqiiéncia de
limpeza corporal (Yalcin et al., 2005; Casarotto e Andreatini, 2007). O protocolo do
ECI descrito consiste em uma modificagdo do utilizado por Lu et al. (2006). Os animais
sdo submetidos a diversos agentes estressores (Tabela 2), diariamente e em diferentes
horéarios, por 14 dias e 24 h apés a exposicdo ao Ultimo agente estressor sdo avaliados

em testes comportame ntais.

Tabela 2. Agentes estressores utilizados no modelo do comportamento tipo-

depressivo induzido pelo ECI

Dia Agente Horario
1 Confinamento (1.5h) 14h
2 Banho frio (15°C — 10min) 9:30h
3 Maravalha molhada / Caixa inclinada 45°(24h) 10:30h
4 Confinamento frio (8°C — 7 min) 18:30
5 Prendedor na cauda (10 min) 12:30
6 Teste do nado forcado (6 min) 14:00
7 Confinamento (1,5h) 9:30h
8 Choque (0,7 mA — 1s/30s por 3 min) 8:30h
9 Banho frio (15°C — 10min) 16:30
10 Maravalha molhada / Caixa inclinada 45°(24h) 12:30
11 Choque (0.7 mA — 1s/30s por 3 min) 18:30
12 Confinamento frio (8°C — 10 min) 14:30
13 Prendedor na cauda (30 min) 09:00
14 Choque (0,7 mA — 1s/30s por 3 min) 15:00
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4.3. Andlise da acdo antidepressiva do &cido ascorbico (AA)
4.3.1. Investigagdo do efeito do é&cido ascorbico (AA) administrado por via
intraperitoneal no TSC, TNF e TCA

4.3.1.1. Curva dose-resposta de acido ascorbico (AA)

Na primeira etapa de experimentos, com a finalidade de investigar o efeito do
AA no TNF, no TSC e no TCA, os animais receberam injecdes por via i.p. de salina
(grupo controle, veiculo) ou de AA 0,1-100 mg/kg quando no TNF, ou 0,01-100 mg/kg,
quando no TSC, ou 0,1-100 mg/kg quando no TCA. Decorridos 30 minutos, 0s animais

foram submetidos ao TNF, TSC ou TCA (Mantovani et al., 2003).

Camundongos
Swiss

.g:i;;)t (30 min)

(Tsc | [ TNF | [ TCA | (Tsc | [ TNF | [ TCA |

Figura 9. Protocolo utilizado para elaboracdo da curva dose-resposta de AA quando
administrado por via i.p. As doses de AA utilizadas foram 0,1-100 mg/kg quando no TNF, ou
0,01-100 mg/kg, quando no TSC, ou 0,1-100 mg/kg quando no TCA. Todos 0s grupos
utilizados para controle receberam veiculo apropriado. AA, acido ascérbico; t, tempo em
minutos para a realizacdo dos testes comportamentais apos as administragdes; TCA, teste do

campo aberto; TNF, teste do nado for¢ado; TSC, teste da suspensdo da cauda.
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4.3.1.2. Investigacdo do envolvimento dos receptores serotoninérgicos,

noradrenérgicos e dopaminérgicos no efeito do &cido ascorbico (AA) no TSC

A fim de investigar a participacdo dos receptores serotoninérgicos no efeito
antidepressivo do AA, os camundongos foram pré-tratados com veiculo, NAN-190 (0,5
mg/kg, i.p., antagonista de receptores 5-HT;o com atividade o;-adrenérgica),
cetanserina (5 mg/kg, i.p., antagonista preferencial de receptores 5-HT,a) ou MDL
72222 (0,1 mg/kg, i.p., antagonista de receptores 5-HT3). Ap6s 30 minutos foram
tratados com veiculo ou dose ativa de AA (0,1 mg/kg, i.p.) e 30 minutos depois foram
submetidos ao TSC, conforme descrito anteriormente (Zomkowski et al., 2004,
Machado et al., 2007).

Para investigar o envolvimento do sistema noradrenérgico na agéo
antidepressiva do AA, os camundongos foram pré-tratados via i.p. com veiculo,
prazosina (62,5 ng/kg, antagonista a;-adrenérgico), ioimbina (1 mg/kg, antagonista o,-
adrenérgico) ou propranolol (2 mg/kg, antagonista B-adrenérgico) e 30 minutos depois,
foram administrados com AA (0,1 mg/kg, i.p.) ou veiculo. Apds 30 minutos, 0s
camundongos foram submetidos ao TSC. O protocolo experimental e as doses dos
antagonistas foram escolhidas de acordo com estudos prévios (Rodrigues et al., 2002;
Zomkowski et al., 2002, 2004).

A fim de investigar o envolvimento do sistema dopaminérgico na acgdo
antidepressiva do AA, os camundongos foram pré-tratados via i.p. com veiculo,
haloperidol (0,2 mg/kg, antagonista ndo seletivo de receptores dopaminérgicos),
sulpirida (50 mg/kg, antagonista de receptores D, dopaminérgicos) ou via subcutanea
(s.c.) com SCH 23390 (0,05 mg/kg, antagonista de receptores D; dopaminérgicos).

Trinta minutos depois, 0os animais foram tratados com veiculo ou AA (0,1 mg/kg, i.p.).
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Decorridos 30 minutos, os camundongos foram submetidos ao TSC (Rodrigues et al.,

2002; Machado et al., 2007).

Camundongos
Swiss
I
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Figura 10. Protocolo utilizado para a investigacdo do envolvimento dos receptores
serotoninérgicos, noradrenérgicos e dopaminérgicos no efeito do AA no TSC. As
administracbes foram realizadas por via i.p, exceto o pré-tratamento com o0 antagonista
SCH23390, que foi administrado por via subcutanea (s.c.). Os antagonistas foram administrados
sempre em doses sub-ativas e 0 AA em dose ativa (0,1 mg/kg). * Antagonistas = NAN-190 (0,5
mg/kg, antagonista de receptores 5-HT;5 com atividade o,-adrenérgica), cetanserina (5 mg/kg,
antagonista preferencial de receptores 5-HTz), MDL 72222 (0,1 mg/kg, antagonista de
receptores 5-HT3), prazosina (62,5 pg/kg, antagonista de receptores o,-adrenérgicos), ioimbina
(1 mg/kg, antagonista de receptores ay-adrenérgicos), propranolol (2 mg/kg, antagonista de
receptores [-adrenérgicos), haloperidol (0,2 mg/kg, antagonista ndo seletivo de receptores
dopaminérgicos), sulpirida (50 mg/kg, antagonista de receptores D, dopaminérgicos) e SCH
23390 (0,05 mg/kg, antagonista de receptores D; dopaminérgicos). Todos os grupos utilizados
para controle receberam veiculo apropriado. AA, acido ascérbico; t1, tempo em minutos apds o
pré-tratamento dos animais; t2, tempo em minutos para a realizagdo do TSC ap6s o tratamento

dos animais; TSC, teste da suspensédo da cauda.
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4.3.2. Investigagdo do efeito do &cido ascorbico (AA) administrado por via oral ou
por via intracerebroventricular no TSC, TNF e TCA

4.3.2.1. Curvas dose-resposta do acido ascorbico (AA)

A fim de investigar o efeito do AA quando administrado por via oral no TNF e
no TSC, os animais foram tratados, com agua destilada (grupo controle, veiculo) ou AA
(0,1- 100 mg/kg) 60 minutos antes do TNF ou do TSC. Os animais também foram
submetidos ao TCA (seguindo-se 0 mesmo protocolo) a fim de excluir a possibilidade
de que a diminuicdo do tempo de imobilidade no TSC fosse devido a uma estimulagéo

da atividade locomotora (Machado et al., 2007).
Camundongos
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Figura 11. Protocolo utilizado para elaboracdo da curva dose-resposta de AA quando
administrado por via p.o no TSC, TNF e TCA. As doses de AA utilizadas foram 0,1-100
mg/kg. Todos os grupos utilizados para controle receberam veiculo apropriado. AA, acido
ascorbico; t, tempo em minutos para a realizacdo dos testes comportamentais apos as
administracdes; TCA, teste do campo aberto; TNF, teste do nado forcado; TSC, teste da

suspensao da cauda.
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Alternativamente, a fim de investigar o efeito do AA quando administrado por
via 1.c.v. no TSC, os animais foram tratados com solugdo salina (grupo controle,
veiculo) ou AA (0,01- 10 nmol/camundongo) 15 minutos antes de serem submetidos ao
modelo. Os animais também foram submetidos ao TCA (seguindo-se 0 mesmo
protocolo) a fim de excluir a possibilidade de que a diminuicdo do tempo de
imobilidade no TSC fosse devido a uma estimulacdo da atividade locomotora (Brocardo
et al., 2008). Para administracdo i.c.v. 0s animais foram brevemente anestesiados com
éter. Uma agulha de 0,4 mm de didmetro conectada por uma canula de propileno a uma
seringa Hamilton de 25 ul foi utilizada. A agulha foi inserida perpendicularmente no
cranio, com 2,4 mm de profundidade. O ventriculo lateral foi atingido através das
coordenadas, 1 mm para esquerda ou direta da sutura sagital, na interseccao entre esta
linha e uma linha imaginaria tracada perpendicularmente, tendo como referéncia a base
das orelhas. Todas as administracbes consistiram de um volume constante de 5

ul/camundongo (Kaster et al., 2007a).

Camundongos
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Figura 12. Protocolo utilizado para elaboragdo da curva dose-resposta de AA quando
administrado por via i.c.v no TSC e sobre a atividade locomotora dos animais no TCA. As
doses de AA utilizadas foram 0,01-100 nmol/camundongo. Todos 0s grupos utilizados para
controle receberam veiculo apropriado. AA, éacido ascorbico; t, tempo em minutos para a
realizacdo dos testes comportamentais ap6s as administragdes; TCA, teste do campo aberto;

TSC, teste da suspenséo da cauda.
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4.3.2.2. Curva tempo-resposta do acido ascorbico (AA) administrado por via oral

A fim de se investigar a resposta do AA a diferentes tempos de administracéo
(elaboracéo da curva tempo-resposta), os animais foram tratados com agua destilada
(grupo controle, veiculo) ou com dose ativa de AA (1 mg/kg, p.o.) 30, 60 e 120

minutos antes de submeté-los ao TSC (Posser et al., 2009).

Camundongos
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Figura 13. Protocolo utilizado para elaboracédo da curva tempo-resposta de AA quando

administrado por via p.o no TSC. A dose de AA utilizada foi 1 mg/kg. Todos 0s grupos
utilizados para controle receberam veiculo apropriado. AA, acido ascérbico; t, tempo em
minutos para a realizacdo do TSC apds as administraces; TSC, teste da suspensao da cauda. *

t= diferentes tempos de administracdo (30, 60 e 120 min) antes da realizacdo do TSC.
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4.3.2.3. Investigagdo do envolvimento dos receptores NMDA no efeito do é&cido

ascorbico (AA) no TSC

A fim de investigar o envolvimento dos receptores NMDA no efeito tipo-
antidepressivo do AA no TSC os animais receberam (p.o0.) veiculo ou dose sub-ativa
(estabelecida em experimento piloto) de MK-801 (0,01 mg/kg, antagonista de
receptores NMDA) e imediatamente depois receberam agua destilada (veiculo) ou dose
sub-ativa de AA (0,1 mg/kg). Apds 60 minutos foram submetidos ao TSC ou TCA

(Brocardoet al., 2008).
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Figura 14. Protocolo utilizado para a investigacédo do envolvimento dos receptores NMDA
no efeito do AA no TSC e sobre a atividade locomotora dos animais no TCA. Todas as
administracdes foram realizadas por via p.o., com doses sub-ativas de AA (0,1 mg/kg) e de MK-
801 (0,01 mg/kg, antagonista de receptores NMDA). Apds o pré-tratamento com AA, 0s
animais receberam imediatamente depois o tratamento com MK-801. Todos 0s grupos
utilizados para controle receberam veiculo apropriado. AA, acido ascérbico; t, tempo em
minutos para a realizacdo do TSC ou TCA ap6s o tratamento dos animais; TCA, teste do campo

aberto; TSC, teste da suspenséo da cauda.
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4.3.2.4. Investigacdo do efeito do efeito do acido ascorbico (AA) com antidepressivos

no TSCe TCA

Para investigar um possivel efeito sinérgico entre diferentes antidepressivos e
AA, os animais receberam (p.o.) veiculo ou doses sub-ativas de fluoxetina (1 mg/kg,
antidepressivo Inibidor da Recaptagdo de Serotonina), imipramina (0,1 mg/kg,
antidepressivo Triciclico) ou bupropiona (1 mg/kg, antidepressivo atipico que é um
potente inibidor da recaptacdo de dopamina, com atividade na recaptacdo de
noradrenalina). Imediatamente depois, 0s animais foram tratados com dose sub-ativa de
AA (0,1 mg/kg, p.0.) ou agua destilada (veiculo). Decorridos 60 minutos das

administracdes, os animais foram submetidos ao TSC e ao TCA (Brocardo et al., 2008).
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Figura 15. Protocolo utilizado para a investigacao do efeito de dose sub-ativa de AA com
doses sub-ativas de antidepressivos no TSC e sobre a atividade locomotora dos animais no
TCA. Todas as administracfes foram realizadas por via p.o., com doses sub-ativas de AA (0,1
mg/kg) e doses sub-ativas dos antidepressivos. *Antidepressivos = fluoxetina (1 mg/kg,
antidepressivo Inibidor da Recaptagdo de Serotonina), imipramina (0,1 mg/kg, antidepressivo
Triciclico) ou bupropiona (1 mg/kg, antidepressivo atipico que é um potente inibidor da
recaptacdo de dopamina, com atividade na recaptacdo de noradrenalina). Apds o pré-tratamento
com antidepressivos, os animais receberam imediatamente depois o tratamento com AA. Todos
o0s grupos utilizados para controle receberam veiculo apropriado. AA, acido ascorbico; t, tempo
em minutos para a realizagdo do TSC ou TCA ap6s o tratamento dos animais; TCA, teste do

campo aberto; TSC, teste da suspensdo da cauda.
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4.3.2.5. Investigacdo da acdo antidepressiva do &cido ascérbico (AA) no modelo do

comportamento tipo-depressivo induzido pelo Estresse Crénico Imprevisivel (ECI)

Camundongos Swiss fémeas, de cinglienta dias de idade no inicio do ECI foram
utilizados. As condicdes experimentais foram controladas (22-25°C &gua e comida ad
libitum, ciclo claro/escuro de 12 h). Os animais foram colocados individualmente em
gaiolas de residéncia uma semana antes do inicio do protocolo do ECI aclimatacdo. O
grupo controle também foi aclimatado e permaneceu em uma sala diferente dos animais
dos grupos submetidos ao ECI.

O protocolo do ECI descrito consiste em uma adaptagdo do utilizado por Lu et
al. (2006). Os agentes estressores foram aplicados diariamente (Tabela 2), por um
periodo total de 14 dias. Os animais foram tratados p.o. com agua destilada (veiculo),
AA (10 mg/kg) ou fluoxetina (10 mg/kg) diariamente, a partir da segunda semana de
ECI, por 7 dias consecutivos. O procedimento experimental bem como as doses
utilizadas foram estabelecidos em experimentos piloto.

A fim de avaliar o comportamento tipo-depressivo induzido pelo ECI, 24 horas
apos o ultimo agente estressor os diferentes grupos animais foram submetidos ao TSC e
em seguida ao TCA (para avaliacdo da atividade locomotora). Além disso, a fim de
investigar o efeito do ECI no peso corporal dos animais, todos 0s grupos foram pesados

antes e depois do protocolo experimental.
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Dia 1 Dia 8 Dia 14 Dia 15
24 h
Inicio ECI Inicio TTO FImTTO TSC
Pesagem Pesagem Pesagem TCA
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Figura 16. Protocolo utilizado para a investigacdo da agdo antidepressiva do AA no
modelo do comportamento tipo-depressivo induzido pelo estresse cronico imprevisivel
(ECI). Os animais foram expostos ao protocolo de ECI por 14 dias e tratados com AA,
fluoxetina ou veiculo a partir do oitavo dia de protocolo. No décimo quinto dia (um dia ap6s o
Gltimo agente estressor e Ultimo tratamento) foram submetidos ao TSC e ao TCA. Os animais
também foram pesados no inicio, meio e final do protocolo. O tratamento utilizado consistiu de
dose ativa de AA (10 mg/kg, p.o.) ou fluoxetina (10 mg/kg, p.o.). Todos os grupos utilizados
para controle receberam veiculo apropriado. AA, &cido ascorbico; t, tempo em minutos para a
realizacdo do TSC ou TCA apds a exposicdo ao Ultimo agente estressor e tratamento dos

animais; TCA, teste do campo aberto; TSC, teste da suspensao da cauda.

4.4. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados através da analise de variancia (ANOVA)
de uma (curvas dose e tempo-resposta de AA) ou de duas vias (nos demais
experimentos), seguida do teste de Newman Keuls, quando apropriado. Os resultados

foram considerados significativos para P < 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Investigacdo do efeito do acido ascorbico (AA) administrado por via

intraperitoneal no TSC, TNF e TCA

5.1.1. Curva dose-resposta de acido ascorbico (AA)

Os resultados apresentados na Figura 17 mostram o efeito do tratamento dos
animais com AA por via i.p. no (A) TSC (0,01- 100 mg/kg) ou (B) TNF (0,1- 100
mg/kg). Houve uma reducdo do tempo de imobilidade nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg

somente nos animais submetidos ao TSC.
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Figura 17. Efeito do tratamento agudo com acido ascorbico (AA) por viai.p. no TSC (A) e
no TNF (B). Resultados avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newman
Keuls. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.(n= 6-11), ** P <0,01 quando
comparado com o grupo controle (V).

(A) tratamento [F(5,40) = 9,48, P < 0,01].

(B) tratamento [F(4,35) = 9,93, P = 0,45].
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A Figura 18 mostra que nas mesmas condi¢Ges experimentais, ndo ha alteracéo
da atividade locomotora dos animais quando tratados por via i.p nas mesmas doses

ativas no TSC (0,1 1 e 10 mg/kg), e submetidos ao TCA.
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Figura 18. Efeito do tratamento agudo com &cido ascorbico (AA) por via i.p. no TCA.
Resultados avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newman Keuls. Os
valores estdo expressos como média + E.P.M.(n=8-11). [F(3,31) = 1,20, P = 0,32].
5.1.2. Envolvimento dos receptores serotoninérgicos no efeito do acido ascorbico (AA)
no TSC

Os resultados apresentados na Figura 19 mostram o efeito do pré-tratamento dos
animais com os antagonistas serotoninérgicos sobre o efeito do AA no TSC. O pré-
tratamento dos camundongos com (A) NAN-190 (0,5 mg/kg, i.p., antagonista de
receptores 5-HT;a), (B) cetanserina (5 mg/kg, i.p., antagonista preferencial de
receptores 5-HTa) ou (C) MDL 72222 (0,1 mg/kg, i.p., antagonista de receptores 5-
HT3) em doses que per se ndo produziram efeito no TSC preveniu significativamente a
reducdo do tempo de imobilidade provocada pelo tratamento dos animais com uma dose

ativa de AA (0,1 mg/kg, i.p.) no TSC.
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Figura 19. Efeito do pré-tratamento com (A) NAN-190 (0,5 mg/kg, i.p.), (B) cetanserina (5
mg/kg, i.p.) ou (C) MDL 72222 (0,1 mg/kg, i.p.) sobre a reducdo do tempo de imobilidade
provocada pela administracdo de dose ativa de acido ascorbico (AA; 0,1 mg/kg, i.p.) no
TSC. Resultados avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman Keuls.
Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n = 6-9), ** P < 0,01 quando comparado com
grupo controle (veiculo), # P < 0,01 quando comparado com 0 mesmo grupo pré-tratado com
veiculo.

(A) Pré-tratamento [F(1,22) = 10,56, P < 0,01], tratamento [F(1,22) = 30,71, P < 0,01] e
interacdo [F(1,22) = 4,58, P < 0,05].

(B) Pré-tratamento [F(1,20) = 4,83, P < 0,05], tratamento [F(1,20) = 9,11, P < 0,01] e
interacdo [F(1,20) = 10,54, P < 0,01].

(C) Pré-tratamento  [F(1,28) = 6,40, P < 0,05], tratamento [F(1,28) = 2,81, P = 0,10] e
interacdo [F(1,28) = 4,30, P < 0,05].

5.1.3. Envolvimento dos receptores noradrenérgicos no efeito do acido ascorbico (AA)
no TSC
Os resultados da Figura 20 mostram o efeito do pré-tratamento dos animais com

antagonistas noradrenérgicos sobre o efeito do AA no TSC. O pré-tratamento com (A)
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prazosina (62,5 ng/kg, i.p., antagonista de receptores o;-adrenérgicos), (B) ioimbina (1
mg/kg, i.p., um antagonista de receptores ap-adrenérgicos) ou propranolol (2 mg/kg,
i.p., um antagonista de receptores B-adrenérgicos), em doses que per se ndo produziram
efeito no TSC, foi efetivo em prevenir significativamente a reducdo do tempo de
imobilidade provocada pelo tratamento dos animais com uma dose ativa de AA (0,1

mg/kg, i.p.) no TSC.
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Figura 20. Efeito do pré-tratamento com (A) prazosina (62,5 pg/kg, i.p.), (B) ioimbina (1
mg/kg, i.p.) ou (C) propranolol (2 mg/kg, i.p.) sobre a redugdo do tempo de imobilidade
causada pelo &cido ascorbico (AA; 0,1 mg/kg, i.p.) no TSC. Resultados avaliados por
ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman Keuls. Os valores estdo expressos
como média + E.P.M. (n = 6-10), ** P < 0,01 quando comparado com grupo controle (veiculo),
# P < 0,01 quando comparado com 0 mesmo grupo pré-tratado com veiculo.

(A) Pre-tratamento [F(1,27) = 0,53, P = 0,47], tratamento [F(1,27) = 5,71, P < 0,05] e interacdo
[F(1,27) = 8,39, P <0,01].

(B) Pré-tratamento [F(1,31) = 10,31, P < 0,01], tratamento [F(1,31) = 5,36, P < 0,05] e
interacdo [F(1,31) = 7,70, P < 0,01].

(C) Pré-tratamento [F(1,23) = 16,55, P < 0,01], tratamento [F(1,23) = 14,02, P < 0,01] e
interacdo [F(1,23) = 6,64, P < 0,05].
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5.1.4. Envolvimento dos receptores dopaminérgicos no efeito do &cido ascérbico (AA)
no TSC

Os resultados da Figura 21 mostram o efeito do pré-tratamento dos antagonistas
dopaminérgicos sobre o efeito do AA no TSC. O pre-tratamento com (A) haloperidol
(0,2 mg/kg, i.p., um antagonista ndo seletivo de receptores dopaminérgicos) e (C)
sulpirida (50 mg/kg, i.p., um antagonista de receptores D, dopaminérgicos), em doses
que per se ndo produziram efeito no TSC, foi efetivo em prevenir o efeito tipo-
antidepressivo do AA (0,1 mg/kg, i.p.) no TSC. No entanto, o pré-tratamento com (B)
SCH 23390 (0,05 mg/kg, s.c., antagonista de receptores D; dopaminérgicos) nédo
preveniu a reducdo do tempo de imobilidade provocada pelo tratamento dos animais

com a mesma dose de AA (0,1 mg/kg, i.p.) no TSC.
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Figura 21. Efeito do pré-tratamento com (A) haloperidol (0,2 mg/kg, i.p.), (B) SCH 23390
(0,05 mg/kg, s.c.) ou (C) sulpirida (50 mg/kg, i.p. sobre a redu¢éo do tempo de imobilidade
causada pelo &cido ascorbico (AA; 0,1 mg/kg, i.p.) no TSC. Resultados avaliados por
ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman Keuls. Os valores estdo expressos
como média + E.P.M. (n = 6-10), ** P < 0,01 quando comparado com grupo controle (veiculo),
# P < 0,01 quando comparado com 0 mesmo grupo pré-tratado com veiculo.

(A) Pre-tratamento [F(1,26) = 8,91, P < 0,01], tratamento F(1,26) = 14,33, P < 0,01] e
interacdo F(1,26) = 5,06, P < 0,05].

(B) Pré-tratamento [F(1,21) = 0,64, P = 0,43], tratamento [F(1,21) = 31,68, P < 0,01] e
interacdo [F(1,21) = 0,35, P = 0,55].

(C) Pré-tratamento [F(1,21) = 18,04, P < 0,01], tratamento [F(1,21) = 3,19, P = 0,08] e
interacdo [F(1,21) = 6,98, P < 0,05].
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5.2. Investigacdo do efeito do &cido ascorbico (AA) administrado por via oral ou por
via intracerebroventricular no TSC, TNF e TCA

5.2.1. Curvas dose-resposta do acido ascorbico (AA)

Os resultados apresentados na Figura 22 mostram o efeito do tratamento dos
animais p.o. com AA (0,1- 100 mg/kg) ou fluoxetina (10 mg/kg) no (A) TSC ou com
AA (0,1- 100 mg/kg) ou fluoxetina (20 mg/kg) no (B) TNF. Houve uma redugéo do
tempo de imobilidade dos animais tratados com AA nas doses de 1 e 10 mg/kg somente
nos animais submetidos ao TSC. O tratamento agudo com dose ativa de fluoxetina (10
mg/kg no TSC ou 20 mg/kg no TNF) foi efetivo em reduzir o tempo de imobilidade dos

animais no TSC e no TNF.
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Figura 22. Efeito do tratamento agudo p.o. com &cido ascorbico (AA; 0,1 -100 mg/kg) ou
(F) fluoxetina (10 mg/kg) no TSC (A) ou no TNF [B; (F) fluoxetina 20 mg/kg)]. Resultados
avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newman Keuls. Os valores estdo
expressos como média + E.P.M.(n= 6-10), * P < 0,05 e ** P < 0,01 quando comparado com 0
grupo controle (V).

(A) tratamento [F(5,40)= 7,64, P < 0,01].

(B) tratamento [F(5,33)= 13,13, P < 0,01].
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A Figura 23 mostra que sob as mesmas condi¢cBes experimentais, ndo ha
alteracdo da atividade locomotora dos animais quando tratados por via p.o. com AA

(0,1- 100 mg/kg ) no TCA.
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Figura 23. Efeito do tratamento agudo por via p.o. com &cido ascorbico (AA) no TCA.
Resultados avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newman Keuls. Os
valores estdo expressos como media + E.P.M. (n= 6). [F(4,25) = 0,19, P = 0,94].
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Os resultados apresentados na Figura 24 mostram o efeito do tratamento dos
animais com AA (0,01- 10 nmol/camundongo) por via i.c.v no (A) TSC ou no (B) TCA.
Houve uma redugcdo do tempo de imobilidade dos animais na dose de 0,1
nmol/camundongo no TSC e ndo houve alteracbes significativas na atividade

locomotora dos animais no TCA.
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Figura 24. Efeito do tratamento agudo com &cido ascérbico (AA; 0,01-10
nmol/camundongo) por via i.c.v. no TSC (A) e no TCA (B). Resultados avaliados por
ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newman Keuls. Os valores estdo expressos como
média + E.P.M.(n= 6-7), ** P <0,01 quando comparado com o grupo controle (V).

(A) tratamento [F(4,26) = 6,85, P < 0,01].

(B) tratamento [F(4,25) = 0,10, P =0,97].
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5.2.2. Curva tempo-resposta do acido ascorbico (AA) administrado por via oral

Os resultados apresentados na Figura 25 mostram o efeito do tratamento por via
p.o. com dose ativa de AA (1 mg/kg) 30, 60 ou 120 minutos antes da realizagdo do TSC
(curva tempo-resposta). O tratamento com AA 60 minutos antes do TSC foi efetivo em

reduzir o tempo de imobilidade dos animais no TSC.
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Figura 25. Efeito do tratamento agudo por via p.o. com &cido ascorbico (AA; 1 mg/kg) 30,
60 ou 120 minutos antes do TSC. Resultados avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo
post-hoc de Newman Keuls. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n= 6-7), ** P <
0,01 quando comparado com o grupo controle (tratado com Veiculo 60 minutos antes do TSC).
[F(5,35) = 9,28, P < 0,01].
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5.2.3. Investigacdo do envolvimento dos receptores NMDA no efeito do acido
ascorbico (AA) no TSC

Os resultados apresentados na Figura 26 mostram o efeito da co-administragédo
p.o. de dose sub-ativa de AA (0,1 mg/kg) com dose sub-ativa de MK-801 (0,01 mg/Kkg,
antagonista de receptores NMDA) no (A) TSC ou (B) TCA. Houve um efeito sinérgico
advindo da co-administracdo de AA com MK-801 no TSC (A) sem alteracdo da

atividade locomotora dos animais no TCA (B).
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Figura 26. Efeito da administracdo p.o. de dose sub-ativa de &cido ascorbico (AA; 0,1
mg/kg) na potencializacéo do efeito de dose sub-ativa de MK-801 (0,01 mg/kg), no TSC (A)
ou no TCA (B). Resultados avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de
Newman Keuls. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n = 6-7), ** P < 0,01 quando
comparado com grupo controle (Veiculo).

(A) Pré-tratamento [F(1,23) = 13,35, P < 0,01], tratamento [F(1,23) = 11,27, P < 0,01] e
interacdo [F(1,23) = 4,72, P < 0,05].

(B) Pré-tratamento [F(1,20) = 0,01, P = 0,92], tratamento F(1,20) = 2,53, P = 0,12] e interacdo
[F(1,20) = 0,52, P =0,47].

5.2.4. Investigacao do efeito do efeito do &cido ascérbico (AA) com antidepressivos no
TSC e TCA

Os resultados apresentados na Figura 27 mostram o efeito da co-administracédo
p.o. de doses sub-ativas de diferentes antidepressivos com dose sub-ativa de AA no

TSC. Houve um efeito sinérgico advindo da co-administracdo p.o. de AA (0,1 mg/kg)

com (A) fluoxetina (1 mg/kg, antidepressivo Inibidor da Recaptacdo de Serotonina,
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ISRS), (B) imipramina (0,1 mg/kg, antidepressivo Triciclico) ou (C) bupropiona (1
mg/kg, antidepressivo atipico que é um potente inibidor da recaptacdo de dopamina,

com atividade na recaptacéo de noradrenalina).
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Figura 27. Efeito da administracdo p.o. de dose sub-ativa de &cido ascorbico (AA; 0,1
mg/kg) na potencializacdo do efeito de doses sub-ativas dos antidepressivos (A) fluoxetina
(2 mg/kg), (B) imipramina (0,1 mg/kg) ou (C) bupropiona (1 mg/kg) no TSC. Resultados
avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman Keuls. Os valores estdo
expressos como média + E.P.M. (n = 6-8), *P < 0,05 ¢ ** P < 0,01 quando comparado com
grupo controle (Veiculo).

(A) Pré-tratamento [F(1,22) = 29,39, P < 0,01], tratamento [F(1,22) = 46,48, P < 0,01] e
interacdo [F(1,22) = 15,69, P < 0,01].

(B) Pré-tratamento [F(1,22) = 9,56, P < 0,01], tratamento F(1,22) = 15,05, P < 0,01] e interacdo
[F(1,22) = 9,80, P <0,01].

(C) Pré-tratamento [F(1,24) = 4,85, P < 0,05], tratamento [F(1,24) = 6,91, P < 0,05] e interacdo
[F(1,24) = 4,26, P < 0,05].

Os resultados apresentados na Figura 28 mostram que a administracdo por via
p.o. de doses sub-ativas dos antidepressivos (A) fluoxetina (1 mg/kg, antidepressivo
Inibidor da Recaptacdo de Serotonina, ISRS), (B) imipramina (0,1 mg/kg,
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antidepressivo Triciclico) ou (C) bupropiona (1 mg/kg, antidepressivo atipico que é um
potente inibidor da recaptacdo de dopamina, com atividade na recaptacdo de

noradrenalina) ndo altera significativamente a atividade locomotora dos animais no

TCA.
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Figura 28. Efeito da administracdo p.o. de dose sub-ativa de &cido ascorbico (AA; 0,1
mg/kg) e de doses sub-ativas dos antidepressivos (A) fluoxetina (1 mg/kg), (B) imipramina
(0,1 mg/kg) ou (C) bupropiona (1 mg/kg) na avaliacdo da atividade locomotora dos
animais no TCA. Resultados avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de
Newman Keuls. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n = 6).

A) Pré-tratamento [F(1,21) = 0,01, P = 0.93], tratamento [F(1,21) = 0,17, P = 0,67] e interacdo
[F(1,21) =2,71, P=0,11].

B) Pré-tratamento [F(1,20) = 2,81, P = 0,10], tratamento [F(1,20) = 0,20, P = 0,65] e interacdo
[F(1,20) =1,92, P=0,18].

C) Pré-tratamento [F(1,20) = 3,64, P = 0,07], tratamento [F(1,20) = 0,29, P = 0,59] e interagdo
[F(1,20) = 0,95, P =0,34].
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5.2.5. Investigacdo da acdo antidepressiva do &cido ascorbico (AA) no modelo do
comportamento tipo-depressivo induzido pelo Estresse Cronico Imprevisivel (ECI)

Os resultados ilustrados na Figura 29 mostram o efeito do tratamento por via p.o.
durante 7 dias com AA (10 mg/kg) ou com fluoxetina (10 mg/kg, antidepressivo
Inibidor da Recaptacdo de Serotonina, ISRS) em camundongos submetidos a 14 dias de
ECI e testados no (A) TSC e subsequientemente no (B) TCA. Os animais submetidos ao
ECI apresentaram um aumento significativo do tempo de imobilidade no TSC em
relagcdo ao grupo controle (animais ndo submetidos ao ECI). O tratamento repetido com
AA ou fluoxetina nas doses utilizadas foi efetivo em prevenir o aumento do tempo de
imobilidade induzido pelo ECI no TSC e ndo houve alteracdes significativas na

atividade locomotora dos animais no TCA.
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Figura 29. Efeito da administracdo por via p.o. de &cido ascérbico (AA; 10 mg/kg) ou
fluoxetina (10 mg/kg) por 7 dias em camundongos submetidos ao modelo do
comportamento tipo-depressivo induzido pelo estresse cronico imprevisivel (ECI) no (A)
TSC ou no (B) TCA. Resultados avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de
Newman Keuls. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n=6-9), *P <0,05e ** P <
0,01 quando comparado com grupo controle (tratado com Veiculo), #** P< 0,01 quando
comparado com o grupo ECI (tratado com Veiculo).

A) ECI [F(1,35) = 7,83, P = 0,00], tratamento [F(2,35) = 51,87, P = 0,00] e interacdo [F(2,35) =
3,55, P < 0,01].

B) ECI [F(1,32) = 0,01, P = 0,93], tratamento [F(2,32) = 0,23, P = 0,78] e interacdo [F(2,32) =
0,63, P =0,53].
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram, ao nosso conhecimento pela primeira
vez, que o AA administrado sistemicamente (por via i.p. ou p.0.) ou centralmente
(i.c.v.) produz efeito tipo-antidepressivo no TSC, o qual é dependente, ao menos em
parte, de uma interacdo com o sistema monoaminérgico e com os receptores NMDA.
Além disso, o AA é capaz de potencializar a acdo de antidepressivos utilizados na
clinica no TSC, bem como prevenir o comportamento tipo-depressivo induzido pelo
estresse cronico imprevisivel (ECI), o que corrobora com os resultados que indicam que
essa vitamina possui acdo antidepressiva. Apesar da falta de dados na literatura que
investigam o efeito do AA em modelos animais de depresséo, o efeito dessa vitamina no
TSC esta, de certa forma, em acordo com estudos clinicos que sugerem que o AA pode
ser benéfico para o tratamento da depressdo (Coochi et al., 1980) e esta envolvido na
modulagédo do humor (Brody, 2002a).

O TSC e o TNF séo dois modelos amplamente utilizados na pesquisa que visa
identificar e caracterizar a eficAcia de compostos com acdo antidepressiva e sdo
sensiveis a esses compostos apos administracdo aguda (Cryan et al., 2005). Nos dois
modelos, os animais sdo colocados em uma situacdo em que ndo ha possibilidade de
escape e a acao tipo-antidepressiva é expressa pela diminuicdo do tempo de imobilidade
dos animais (Bourin et al., 2005), um efeito que é caracteristico de antidepressivos
classicos de diferentes classes (Porsolt et al., 1977; Steru et al., 1985). Além da ampla
utilizacdo desses modelos para identificar acdo antidepressiva de novas drogas e
compostos, esses também se apresentam como ferramentas importantes para o estudo
dos mecanismos neurobioldgicos envolvidos nas respostas antidepressivas (Steru et al.,

1985; Bourin, 2005).
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Embora o TSC e o TNF possuam validades e objetivos similares, esses
apresentam diferencas em relacdo aos substratos bioldgicos responsdveis pelo
comportamento apresentado em cada um dos modelos (Cryan et al., 2005). A literatura
propde que TSC apresente maior sensibilidade farmacoldgica do que o TNF (Thierry et
al., 1986). Além disso, diferencas entre linhagens de animais no desempenho
apresentado no TSC e TNF tém sido demonstradas e podem indicar que a circuitaria
neural responsavel pelo comportamento em ambos os modelos ndo € idéntica (Bai et al.,
2001; Renard et al., 2003; Cryan et al., 2005). Dessa forma, esses modelos podem
apresentar diferentes sensibilidades aos agentes que reduzem o tempo de imobilidade
dos animais como drogas ou compostos com propriedades antidepressivas. Por
exemplo, Bai et al. (2001) demonstraram que o antidepressivo Triciclico imipramina
produziu uma curva dose-resposta em “U” no TNF, embora um efeito dose-dependente
tenha sido produzido no TSC sob as mesmas doses utilizadas. Adicionalmente, tem sido
postulado que o TNF ndo é um modelo confiavel para a detec¢édo de antidepressivos que
atuam como Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Serotonina (ISRS), enquanto que
esses antidepressivos exibem respostas mais fidedignas no TSC (Cryan et al., 2005).

Neste estudo, o AA apresentou efeito tipo-antidepressivo em camundongos, no
TSC, mas ndo no TNF. O motivo pelo qual o TNF ndo foi sensivel ao efeito do AA é de
dificil explicacdo e somente estudos complementares podem elucidar essa questdo. No
entanto, as diferencas nos substratos bioldgicos responsaveis pelo comportamento
apresentado no TNF em comparacdo com o TSC podem ter sido relevantes para esse
resultado. O efeito tipo-antidepressivo apresentado pelo antidepressivo convencional
fluoxetina tanto no TSC quanto no TNF indica que ambos os modelos sdo validos e que
uma possivel falha na execucdo do TNF deve ser descartada. Além disso, o efeito anti-

imobilidade do AA no TSC ndo pode ser atribuido a um efeito psicoestimulante da
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vitamina. Esta consideracdo deriva do fato de que neste estudo, quando administrado em
doses que produzem efeito significativo na reducdo do tempo de imobilidade dos
animais no TSC, o AA ndo altera a atividade locomotora dos animais no TCA. A
administracdo central de AA, por via i.c.v. tambeém foi efetiva em reduzir o tempo de
imobilidade dos animais no TSC, sem causar alteragdo na atividade locomotora no
TCA. Este resultado indica que a vitamina exerce efeito central e sugere que sua agéo
ndo € indireta e devido a atividade de possiveis moduladores periféricos que atuam no
sistema nervoso central (SNC).

O efeito tipo-antidepressivo do AA no TSC apresentou um padrdo de curva
dose-resposta em “U”. O mecanismo responsavel por esse efeito permanece sem
elucidagcdo, mas alguns fatores podem ter contribuido para o estabelecimento desse
resultado. Um fator potencialmente envolvido com o resultado apresentado pelo AA no
TSC esta relacionado com a troca de ascorbato por glutamato nos neurdénios. O
ascorbato é liberado dos neurdnios glutamatérgicos através do transportador de
glutamato, o qual troca ascorbato por glutamato (Rebec e Pierce, 1994). No entanto, a
literatura sugere que intervengdes que elevam os niveis de ascorbato podem
potencializar a neurotransmissdo glutamatérgica ao interferir com o processo de troca de
ascorbato por glutamato (Rebec et al., 2005). Um estudo de Sandstrom e Rebec (2007)
mostrou que infusdes centrais de doses relativamente altas de AA aumentam o0s niveis
extracelulares de glutamato, enquanto que doses mais baixas ndo exibem esse efeito, o
que sugere que a transmissdo glutamatérgica pode ser modulada pelos niveis
extracelulares de ascorbato. Dessa forma, as doses mais altas de AA utilizadas no
presente estudo poderiam estar favorecendo o0 aumento da transmissao glutamatérgica e,
de fato, a literatura indica que niveis elevados e/ou sustentados de glutamato estdo

relacionados com a fisiopatologia da depressao (Skolnick, 1999) bem como com um
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fendtipo tipo-depressivo (aumento do tempo de imobilidade) no TNF (Rada et al.,
2003). Por outro lado, também € possivel que a auséncia de efeito do AA nas doses mais
altas utilizadas nesse estudo seja devido a sua propriedade de atuar como um
antagonista de receptores NMDA. O ascorbato atua em um sitio regulatério do receptor
NMDA que altera a carga elétrica do receptor, reduzindo a sua atividade (Majewska et
al., 1990; Rebec e Pierce, 1994). Estudos clinicos e pré-clinicos indicam que
antagonistas de receptores NMDA possuem acdo antidepressiva (Skolnick, 1999). No
entanto, Dhir e Kulkarni (2008) mostraram que o bem estabelecido antagonista de
receptores NMDA, MK-801, produziu, de forma similar ao efeito do AA no TSC, uma
curva dose-resposta em “U” no TNF. Além disso, o padrao de curva em “U” observado
nesse estudo também foi evidenciado com compostos enddgenos com propriedades
neuromoduladoras como agmatina (Zomkowski et al., 2002), putrescina (Zomkowski et
al., 2006) e GMP (Eckeli et al., 2000), os quais produzem seus efeitos tipo-
antidepressivos no TNF, pelo menos em parte, através de uma inibicdo dos receptores
NMDA (Eckeli et al., 2000; Zomkowski et al., 2002, 2006). Dessa forma, compostos
com propriedades antidepressivas como 0 AA, que exercem parte de seus efeitos atraves
da inibigdo de receptores NMDA, parecem exibir um padrdo de curva em “U” em
modelos preditivos como 0 TNF e 0 TSC.

Considerando-se os dados da literatura apresentados, que sugerem relacdes
paradoxais entre 0 AA e o sistema glutamatérgico, é possivel que doses mais baixas de
AA favorecam ao efeito tipo-antidepressivo da vitamina no TSC, enquanto que doses
mais altas (como a de 100 mg/kg i.p. ou p.o.) deixem de ser efetivas, por exemplo por
potencializar a neurotransmissdo glutamatérgica.

No presente estudo, o AA foi efetivo em reduzir o tempo de imobilidade dos

animais no TSC somente 60 minutos apds administracdo por via p.o. Os resultados
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indicam que, de forma diferente da injecdo por via i.p., 0 AA ndo é efetivo em produzir
um efeito comportamental no TSC quando este € realizado 30 minutos apos a
administragdo por via p.o. da vitamina. Além disso, o AA também néo exerce efeito no
TSC ap6s 120 minutos de sua administracdo p.o. Em um estudo em cobaias, 0s niveis
plasméticos de AA atingiram picos entre 60 e 90 minutos apds a administracdo p.o. de
50 mg da vitamina e esses niveis apresentaram-se reduzidos em aproximadamente 44%
apos 120 minutos da ingesta de AA (Vinson e Bose, 1983). Em um estudo realizado em
ratos a injecdo endovenosa de AA radiomarcado produziu os picos de captacao renal da
vitamina 60 minutos apds a sua administracdo, enquanto que em 120 minutos esses
niveis mostraram-se significativamente reduzidos (Yigit et al., 2006). Em humanos,
evidéncias sugerem que ap6s administracdes de AA que elevam os niveis de ascorbato
plasmatico, a vitamina possui meia vida de aproximadamente 30 minutos (Duconge et
al., 2008). Deve ser considerado, no entanto, que o metabolismo e farmacocinética do
AA esta intimamente relacionado com a dose da vitamina (Levine et al., 1996;
Padayatty et al., 2004), com a espécie (Hornig, 1975), bem como com a via de
administracdo utilizada em cada investigacdo (Padayatty et al., 2004), o que pode
contribuir para a geracdo de resultados de dificil compreensdo. No presente estudo, a
auséncia de efeito do AA no TSC apds 120 minutos de sua administracdo pode ser
decorrente da metabolizacdo do ascorbato em produtos que ndo contribuem para o efeito
tipo-antidepressivo da vitamina, independente da existéncia de processos que regenerem
0 ascorbato a partir de seus metabdlitos oxidados (Rumsey e Levine, 1998; Padayatty et
al., 2003).

As monoaminas serotonina, noradrenalina e/ou dopamina estdo envolvidas na
etiologia de transtornos mentais, bem como da depressdo maior (Elhwuegi, 2004). De

fato, o transtorno depressivo foi primeiramente reconhecido como um fenémeno
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bioquimico na década de 1960 (Schildkraut, 1965). Desde entdo, a hipdtese
monoaminérgica da depressdo tornou-se bem aceita e 0s mecanismos de acdo dos
antidepressivos convencionais baseiam-se em aumentar a biodisponibilidade de
monoaminas no cerebro (Blier, 2001; Brunello et al., 2002). Além disso, a
neurotransmissdo monoaminérgica estd envolvida na expressdo de efeitos tipo-
antidepressivos em modelos animais preditivos de acdo antidepressiva (Joca et al.,
2000; Elhwuegi, 2004; Yamada et al., 2004).

Um grande nimero de evidéncias indica que o sistema serotoninérgico estéa
intimamente implicado na patogénese da depressdo e no mecanismo de acdo de
farmacos antidepressivos (Duman et al., 1997; Wong e Licinio, 2001). A maioria dos
antidepressivos prescritos diretamente afeta o turnover de serotonina no cérebro (Kreiss
e Lucki, 1995), inibem a recaptacdo de serotonina e também interagem com 0s
receptores 5-HT; € 5-HT, (Cryan et al., 2005).

Vérias evidéncias sugerem que 0s receptores 5-HTin estdo envolvidos no
mecanismo de acdo de antidepressivos (Blier et al., 2003), incluindo triciclicos, ISRS e
IMAO (Hensler, 2002). Em um estudo pré-clinico, foi mostrado que o bloqueio dos
receptores 5-HT1a pelo NAN-190 preveniu o efeito tipo-antidepressivo de agonistas
serotoninérgicos (8-OH-DPAT e buspirona) e do antidepressivo triciclico desipramina
no TNF em ratos (Detke et al., 1995). Estudos propdem que o NAN-190 é um
antagonista de receptores 5-HT;a pds-sindpticos (Glennon et al., 1988; Przegalinski et
al., 1990) e um agonista parcial de receptores pré-sinapticos (Hjorth e Sharp, 1990;
Gruel et al., 1992). Os resultados do presente estudo mostram que o0s receptores 5-HT1a
estdo envolvidos no efeito tipo-antidepressivo do AA, uma vez que o0 NAN-190 foi
efetivo em prevenir o efeito anti-imobilidade da vitamina no TSC. No entanto, vale

ressaltar que o NAN-190 também possui afinidade por receptores os- adrenérgicos,
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onde atua blogueando esses receptores (Claustre et al., 1991). Dessa forma, é possivel
que o bloqueio do efeito do AA no TSC pelo NAN-190 seja devido a uma interagéo
com o sistema noradrenérgico através dos receptores os- adrenérgicos, mas somente
experimentos complementares como com antagonistas 5-HT;a mais seletivos podem
elucidar essa questao.

O efeito tipo-antidepressivo do AA no TSC foi também prevenido pelo pré-
tratamento dos animais com cetanserina, um antagonista de receptores 5-HTzanc. Os
receptores 5-HT, estdo amplamente distribuidos ao longo do encéfalo em regiGes como
0 cortex pré-frontal e o hipocampo, regides intimamente relacionadas com a etiologia da
depressdo (Krishnan et al, 1991; Ishihara and Sasa, 2001; Nestler et al., 2002a) e, de
fato, sugere-se que a ativacdo desses receptores pode estar implicada na regulacdo de
transtornos de humor (Hoyer et al., 1986; Celada et al., 2004). Um papel para 0s
receptores 5-HT, na modulacdo do efeito de antidepressivos, particularmente para os
subtipos 5-HTa e 5-HT,c, foi sugerido em estudos que mostraram que a administracédo
de antidepressivos causa a down-regulation desses receptores (Deakin, 1988). Alguns
estudos também indicam que o antagonismo de receptores 5-HT,asc esta envolvido nas
respostas tipo-antidepressivas de farmacos antidepressivos no TNF (Redrobe e Bourin,
1997; Elhwuegi, 2004). Por outro lado, foi demonstrado que o agonista preferencial de
receptores 5-HT,a DOI potencializa o efeito tipo-antidepressivo de alguns compostos
(Khisti e Chopde, 2000; Zomkowski et al., 2004). De fato, a literatura demonstra que a
administracdo de DOI possui acdo tipo-antidepressiva tanto em ratos como em
camundongos e aumenta a liberacdo de serotonina na regido do cortex pré-frontal
medial, uma regido envolvida na fisiopatologia da depressdo (Artigas, 2002). Além
disso, um estudo mostrou que o agonista de receptores 5-HT,c (Ro 60-0175) foi efetivo

em potencializar doses sub-ativas de antidepressivos Triciclicos e antidepressivos
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Inibidores da Recaptacdo de Serotonina (ISRS) no TNF (Clenet et al., 2001), o que
sugere que a ativacdo desses receptores esta envolvida na resposta de antidepressivos.
Neste estudo, o bloqueio de receptores 5-HT,apc através da administracdo do
antagonista cetanserina foi efetivo em prevenir o efeito tipo-antidepressivo do AA, o
que indica que o efeito da vitamina é dependente de uma interacdo com esses
receptores.

Apesar do bem estudado envolvimento da neurotransmissdo serotoninérgica na
depresséo e no efeito de antidepressivos, existem poucas evidéncias sobre a participagao
dos receptores 5-HT3 na fisiopatologia da doenca. Esses receptores localizam-se pos-
sinapticamente na area postrema e no cortex (Redrobe e Bourin, 1997) e diferentemente
de outros subtipos de receptores serotoninérgicos, sdo receptores acoplados a canais
ionicos (Thompson e Lummis, 2007). O envolvimento dos receptores 5-HT3; no
mecanismo de acdo de antidepressivos foi indicado pelo fato de que diferentes classes
de antidepressivos atuam como antagonistas desses receptores, 0 gque sugere que a
inibicdo dos receptores 5-HT3 pode contribuir para a acdo de farmacos antidepressivos
(Eisensamer et al., 2003). Por outro lado, a literatura indica que os receptores 5-HT;
participam na modulacdo da liberacdo de dopamina e sugere-se que drogas ou
intervencdes que aumentem a liberacdo de dopamina mediada pelos receptores 5-HT;
em areas limbicas podem proporcionar uma acdo mais rapida de antidepressivos na
clinica (Dremencov et al., 2006). Alem disso, existem evidéncias de que a terapia
eletroconvulsiva, clinicamente utilizada para o tratamento de depressdo refrataria, foi
efetiva em potencializar a funcdo dos receptores 5-HT3; no hipocampo, uma regido
intimamente relacionada com a etiologia da depressao (Krishnan et al., 1991; Ishihara e
Sasa, 2001). No presente estudo, nossos resultados sdo mais consistes com esta Ultima

hipdtese, uma vez que o efeito do AA no TSC foi prevenido pelo pré-tratamento dos
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animais com o antagonista seletivo de receptores 5-HT; MDL 72222, 0 que sugere que 0
efeito da vitamina possa ser dependente da ativagéo desses receptores.

O sistema noradrenérgico estd classicamente implicado na fisiopatologia da
depressdo e no mecanismo de acdo de antidepressivos (Frazer, 2000; Nutt, 2006).
Compostos ou drogas que afetam a neurotransmissdo noradrenérgica, como Inibidores
da Recaptacgdo de Noradrenalina (ISRN) ou os inibidores da enzima monoamina oxidase
(IMAO, que inibem a inativagdo de monoaminas incluindo a noradrenalina), sdo
utilizados para tratar depressao (Paez-Pereda, 2005). Em alguns estudos pré-clinicos, foi
demonstrado que os receptores a;- € o, adrenérgicos estdo envolvidos na respostas tipo-
antidepressivas de drogas ou compostos em modelos animais de depressdo (Kitada et
al., 1983; Danysz et al., 1986; Masuda et al., 2001). Um estudo mostrou que a agéo
tipo-antidepressiva de desipramina (um antidepressivo triciclico com maior afinidade
pela recaptacdo de noradrenalina) foi prevenida pelo pré-tratamento dos camundongos
com o antagonista de receptores aj-adrenérgicos prazosina (Danysz et al., 1986). Além
disso, O’Neill et al. (2001) demonstraram que o efeito tipo-antidepressivo da clonidina
(um agonista seletivo de receptores op-adrenérgicos) no TNF foi revertido pelo pré-
tratamento do antagonista de receptores ap-adrenérgicos ioimbina. Adicionalmente, foi
demonstrado que a lamotrigina, um farmaco anticonvulsivante com propriedades
antidepressivas, exerce efeito tipo-antidepressivo no TNF, o qual é dependente da
ativacdo dos receptores a;- € ap - adrenérgicos e € blogueado pelo pré-tratamento com
prazosina ou ioimbina (Kaster et al., 2007b). Estudos indicam que os receptores [3-
adrenérgicos também estdo envolvidos na acdo de antidepressivos (Harkin et al., 2000;
Chen et al.,, 2007). Foi demonstrado que o nimero e fungdo de receptores [-
adrenérgicos apresentaram-se consistentemente reduzidos apds a administracao repetida

(por 14 dias) de desipramina ou terapia eletroconvulsiva (Heal et al., 1987, 1989) ou

76



Discussao

apos o tratamento com o antidepressivo reboxetina (Inibidor Seletivo da Recaptacdo de
Noradrenalina, ISRN) (Harkin et al., 2000). Além disso, a incubac¢do de neurdnios
hipocampais com propranolol (um antagonista de receptores B-adrenérgicos) previne o
aumento da expressdo da proteina de BDNF induzida por noradrenalina (Chen et al.,
2007), o que sugere que esses receptores estdo envolvidos na expressdo dessa
neurotrofina que apresenta-se aumentada ap6s a administracdo de antidepressivos
(Nestler et al., 2002a). Neste estudo, o efeito tipo-antidepressivo produzido pelo
tratamento agudo com AA foi inibido pelo pré-tratamento dos animais com prazosina,
ioimbina ou propranolol, o que sugere que 0s receptores a;-, ap- € B-adrenérgicos estdo
envolvidos, pelo menos em parte, com a agdo do AA no TSC.

Em paralelo com os sistemas serotoninérgico e noradrenérgico, 0 sistema
dopaminérgico esta implicado na regulagcdo do humor (D’Aquila et al., 2000; Willner et
al., 2005). Adicionalmente, existem inumeras evidéncias que indicam que
antidepressivos com efeitos no sistema dopamineérgico sdo eficazes para o tratamento da
depresséo (Papakostas, 2006). Os resultados do presente estudo mostram que 0 sistema
dopaminérgico esta envolvido, através dos receptores D, dopaminérgicos, na agéo tipo-
antidepressiva do AA no TSC, uma vez que o pré-tratamento dos animais com
haloperidol (um antagonista ndo seletivo de receptores dopaminérgicos) ou sulpirida
(um antagonista seletivo de receptores D, dopaminérgicos) preveniu o efeito tipo-
antidepressivo provocado pelo AA no TSC. O envolvimento dos receptores D,
dopaminérgicos na fisiopatologia da depressdo foi sugerido a partir de estudos clinicos
que mostraram que agonistas desses receptores sdo efetivos para tratar pacientes com
depressdo (Waehrens e Gerlach, 1981). Além disso, dados pré-clinicos indicam que 0s
receptores D, dopaminérgicos estdo envolvidos na acdo tipo-antidepressiva de

antidepressivos no TNF em camundongos (Borsini et al., 1988; Yamada et al., 2004) e
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do extrato da planta Schinus molle no TSC (Machado et al., 2007). Adicionalmente, a
terapia eletroconvulsiva, que é efetiva em causar uma reducdo do tempo de imobilidade
dos animais no TSC (efeito tipo-antidepressivo), tem sua acdo inibida pela
administracdo de sulpirida, indicando que os receptores D, dopaminérgicos também
estdo implicados na resposta antidepressiva da terapia eletroconvulsiva (Teste et al.,
1990). Neste estudo, o pré-tratamento dos camundongos com o antagonista de
receptores D; dopaminérgicos SCH23390 nédo foi efetivo em prevenir o efeito anti-
imobilidade provocado pela administracdo de uma dose ativa de AA, 0 que sugere que
este subtipo de receptores ndo esta implicado no efeito tipo-antidepressivo da vitamina
no TSC. O papel dos receptores D; dopaminérgicos no mecanismo de acdo de
antidepressivos é controverso. Alguns estudos mostraram que 0 antagonismo desses
receptores é efetivo em prevenir o efeito de alguns agentes com acéo antidepressiva no
TNF e no TSC (Yamada et al., 2004; Hirano et al., 2007; Machado et al., 2007). Por
outro lado, existem evidéncias que sugerem que a ativacdo de receptores D;
dopaminérgicos ndo esta envolvida com o mecanismo de acdo de antidepressivos
(Borsini et al., 1988; Kitamura et al., 2008).

A interacdo do AA com o sistema dopaminérgico tem sido investigada, mas
ainda apresenta-se complexa. Estudos mostram que a acdo da vitamina depende da dose
utilizada, uma vez que a administracdo de AA (50-200 mg/kg) em ratos potencializa
efeitos comportamentais mediados pela acdo de dopamina (Wambebe e Sokomba, 1986;
Rebec e Pierce, 1994). No entanto, doses mais altas de AA (500 mg/kg ou superiores)
parecem prevenir os efeitos dos comportamentos mediados pela acdo desta monoamina
(Rebec e Pierce, 1994). Deve ser ressaltado que no presente estudo, as doses efetivas de

AA no TSC sdo consideravelmente baixas (0,1-10 mg/kg, i.p e 1-10 mg/kg, p.o.) e
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nossos resultados sugerem que a ativacdo de receptores D, dopaminérgicos esta
envolvida no efeito tipo-antidepressivo da vitamina.

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC de mamiferos,
sendo encontrado em 80% dos neurénios (Kornhuber e Weller, 1997) onde participa na
regulacdo da plasticidade sinaptica, desenvolvimento neuronal e estad evolvido em
processos de aprendizagem, principalmente através da ativacdo dos receptores NMDA
(Dingledine et al., 1999; Petrie, 2000). No entanto, a ativagdo excessiva desses
receptores tem sido associada a processos neurotdxicos presentes em doencas
neuropsiquiatricas (Kornhuber e Weller, 1997). Estudos tém indicado que o sistema
glutamatérgico esta envolvido na fisiopatologia de transtornos que apresentam
diminuicdo do humor, concentracdo e memoria (Zarate et al., 2002; Kew e Kemp,
2005), incluindo a depressdo. Além dos estudos que indicam que antagonistas de
receptores glutamatérgicos do subtipo NMDA podem ser utilizados para tratar pacientes
com depressdo (Berman et al., 2000), um grande numero de estudos pré-clinicos
mostram que o bloqueio desses receptores produz agdo antidepressiva em modelos
animais como o estresse cronico, desamparo aprendido, TNF e TSC (Skolnick, 1999;
Rada et al., 2003; Kugaya e Sanacora, 2005; Dhir e Kulkarni, 2008). Além disso,
antagonistas de receptores NMDA potencializam o efeito de diferentes classes de
antidepressivos em modelos animais de depressao (Rogdz et al., 2002).

No presente estudo, a administracdo de uma dose sub-ativa de AA foi efetiva em
potencializar o efeito de um bem estabelecido antagonista de receptores NMDA, o
MK-801 no TSC, sem alterar a atividade locomotora dos animais. Este resultado esta
de acordo com os estudos que indicam que o AA é um putativo neuromodulador do
sistema glutamatérgico, onde pode atuar como um antagonista de receptores NMDA

(Majewska et al., 1990; Rebec e Pierce, 1994; Rice, 2000). Dessa forma, o presente
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resultado também reforca a hipotese de que essa vitamina possui propriedades
antidepressivas, uma vez que antagonistas NMDA exibem respostas antidepressivas
tanto em modelos animais de depressdo (Rada et al., 2003; Kugaya e Sanacora, 2005;
Dhir e Kulkarni, 2008) quanto em ensaios clinicos (Berman et al., 2000). Além disso,
antagonistas de receptores NMDA, incluindo o MK-801, podem estimular a
neurotransmissdo monoaminérgica em Vvarias regides do cérebro, incluindo o cortex
pré-frontal (L&scher e HBnack, 1992; Fink et al., 1995; Castané et al., 2008), o que pode
contribuir para a acdo antidepressiva desses compostos.

Um importante resultado do presente estudo € o de que a administracdo de AA
potencializa o efeito de doses sub-ativas dos antidepressivos convencionais fluoxetina,
imipramina e bupropiona, sem causar alteracdo na atividade locomotora dos animais.
Fluoxetina (um Inibidor Seletivo da Recaptacdo de Serotonina, ISRS), imipramina (um
inibidor da recaptacdo de serotonina e noradrenalina / antidepressivo Triciclico) e
bupropiona (um antidepressivo atipico que € um potente inibidor da recaptacdo de
dopamina, com atividade na recaptacdo de noradrenalina) sdo comumente utilizados
para tratar depressdo maior (Cooper et al., 1980; Holtzheimer e Nemeroff, 2006;
Wilkes, 2006). Em muitos casos, esses antidepressivos sao ineficazes, apresentam baixa
tolerabilidade e necessitam de relativamente longos periodos de tempo para que seus
efeitos terapéuticos sejam atingidos (Nemeroff e Owens, 2002; Berton e Nestler, 2006;
Holtzheimer e Nemeroff, 2006). Considerando-se a necessidade de tratamentos mais
rapidos, toleraveis e efetivos para a depressdo (Berton e Nestler, 2006), o efeito tipo-
antidepressivo sinérgico entre AA e 0s antidepressivos citados sugerem que esta
vitamina pode ser benéfica para a otimizacdo da farmacoterapia convencional (por

exemplo, diminuindo a dose dos antidepressivos prescritos e conseqlientemente
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reduzindo seus efeitos colaterais). No entanto, estudos complementares pré-clinicos
e/ou clinicos sdo necessarios para melhor caracterizar esse efeito.

O estresse crénico é um fator que predispde o transtorno depressivo em humanos
(Kessler, 1997). Ratos ou camundongos expostos a modelos de estresse em laboratério
desenvolvem alteracbes comportamentais, bioquimicas e fisioldgicas, as quais sdo
utilizadas na pesquisa pré-clinica como fatores que mimetizam sintomas de depresséo
(Lu et al., 2006; McArthur e Borsini, 2006). Um dos parametros comportamentais
avaliados ap6s a exposicdo de roedores aos protocolos de estresse é o tempo de
imobilidade dos animais em modelos preditivos de acao antidepressiva como 0 TNF e o
TSC. Apo0s a exposicdo a agentes estressores ou administracdo de glicocorticoides, 0s
animais tendem a apresentar um aumento do tempo de imobilidade nesses testes, 0 que
é interpretado como um comportamento tipo-depressivo dos animais (Mineur et al.,
2006; Dunn e Swiergiel, 2008; Murray et al., 2008; Gutiérrez-Garcia e Contreras,
2009).

No presente estudo, a exposicdo dos animais a agentes estressores aplicados de
maneira imprevisivel por 14 dias foi efetiva em induzir a um aumento do tempo de
imobilidade dos animais no TSC, o que é consistente com um fenotipo tipo-depressivo.
Tal efeito ndo foi acompanhado de alteracdes significativas na atividade locomotora dos
animais. Esse resultado estd de acordo com a literatura, que mostra que modelos de
estresse induzem a comportamentos tipo-depressivos no TNF ou TSC em camundongos
(Mineur et al., 2006; Dunn e Swiergiel, 2008; Gutiérrez-Garcia e Contreras, 2009). Por
outro lado, a exposicdo ao estresse ndo foi efetiva em reduzir o aumento de peso dos
camundongos em comparacdo com o grupo controle que ndo foi submetido ao protocolo
do estresse cronico imprevisivel (ECI) (dados ndo mostrados). A literatura mostra que a

exposicdo de roedores a agentes estressores induz a uma diminuicdo do aumento de
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peso corporal dos animais (Levin et al., 2000; Lucca et al., 2008). No entanto, o
protocolo utilizado neste estudo pode ser considerado curto (14 dias) se comparado a
outros estudos que utilizam protocolos de 5 semanas ou mais (Levin et al., 2000; Lucca
et al., 2008), o que pode ter contribuido para a auséncia de reducdo de aumento de peso
nos animais submetidos ao ECI.

O aumento do tempo de imobilidade induzido pelo modelo do ECI foi prevenido
pelo tratamento repetido com AA ou com o antidepressivo convencional fluoxetina
(antidepressivo Inibidor da Recaptacdo de Serotonina, ISRS), sem alteragdes na
atividade locomotora dos animais no TCA. Estudos prévios mostram que os déficits nos
parametros comportamentais induzidos pelo estresse sdo revertidos pelo tratamento com
antidepressivos (Willner et al., 1992; D’Aquila, 1994; Willner, 1997; Consoli et al.,
2005; Gutierrez-Garcia e Contreras, 2009). Dessa forma, 0 AA, de forma similar a um
antidepressivo utilizado na clinica, preveniu as alteracbes comportamentais induzidas
por um modelo que mimetiza uma das principais bases etiologicas da depressédo
(Tennant, 2002), o que contribui para validar a acdo tipo-antidepressiva do AA.

O mecanismo pelo qual o AA exerceu um efeito protetor em relagdo as
alteracbes causadas pelo estresse permanece incerto. No entanto, alguns fatores
relacionados as propriedades da vitamina podem ter contribuido para o efeito
observado. Evidéncias indicam que a exposicdo ao estresse induz ao aumento de
glicocorticoides, bem como ao aumento da liberacio da neurotransmissao
glutamatérgica, o que pode contribuir para processos neurotoxicos em areas
relacionadas com a depressdao como o hipocampo (Mann et al., 2001; Nestler et al.,
2002a). Além disso, a ativacdo de receptores NMDA possui um papel na inducédo de
processos degenerativos centrais sob a influéncia de altos niveis de glicocorticoides,

contribuindo para danos neuronais (Mclntosh e Sapolsky, 1996). No entanto,
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antagonistas de receptores NMDA possuem putativa acdo preventiva sobre os efeitos
provocados pela exposicdo ao estresse ou administracdo de glicocorticoides (Papp e
Moryl, 1994; Danilczuk et al., 2006). Além disso, a injecdo central de agonistas de
receptores NMDA estéd envolvida com o aumento do tempo de imobilidade no TNF
(Rada et al., 2003). Dessa forma, o efeito preventivo do AA em relagéo ao aumento do
tempo de imobilidade no TSC pode ser devido, pelo menos em parte, a sua possivel
acdo neuroprotetora, através da inibicdo de receptores NMDA (Majewska et al., 1990).
Adicionalmente, Brody et al. 2002b mostraram que doses equivalentes a 3000mg/dia de
AA por 14 dias em humanos exercem um efeito paliativo sobre alteracdes fisiologicas e
comportamentais induzidas pela exposicdo aguda a um agente estressor de natureza
psicologica. Esse efeito protetor do AA foi atribuido a sua propriedade de atuar como
um neuromodulador (Grunewald, 1993; Rebec and Pierce, 1994; Rice, 2000), onde a
neurotransmissao de resposta ao estresse pode ter sido modulada pela suplementacéo
com a vitamina (Brody et al. 2002b).

Uma vez gque 0S processos excitotoxicos induzidos pela exposicdo ao estresse
sdo acompanhados de aumento do estresse oxidativo e/ou diminuicdo das defesas
antioxidantes em modelos animais (Eren et al., 2007; Lucca et al., 2008), o efeito
preventivo do AA ap6s o ECI pode, em parte, ser devido as suas propriedades de atuar
como um antioxidante enddgeno (Schereiber e Trojan, 1991; Naidu, 2003). No cérebro,
0 aumento do estresse oxidativo esta relacionado com a depressao (Bilici et al., 2001;
Forlenza e Miller, 2006) e também pode estar relacionado com processos
neurodegenerativos, além de mediar parte dos efeitos neurotdxicos causados pela
excessiva liberacdo de glutamato (Coyle e Puttfarcken, 1993). Desta forma, 0 AA, sob a
forma de ascorbato, pode ter efeito neuroprotetor (Padayatty et al., 2003), prevenindo

parte dos danos induzidos pela exposicdo ao estresse. Eren et al. (2007) demonstraram
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que apds a exposicdo de ratos a um modelo animal de depressdo induzida pelo estresse
cronico, houve diminuicdo dos niveis de defesas antioxidantes no cortex, incluindo
ascorbato. Uma vez que esses parametros foram restabelecidos ap6s o tratamento com o
antidepressivo atipico venlafaxina, foi sugerido que o aumento de defesas antioxidantes
pode ser uma importante etapa do mecanismo de acdo de antidepressivos (Eren et al.,
2007).

Além de atuar como um neuromodulador e antioxidante existem evidéncias de
que o AA regula a secrecdo de glicocorticdides pelas glandulas adrenais, uma vez que a
deficiéncia da vitamina esta relacionada com aumentos dos niveis de glicocorticoides
(Kolb, 1990). Considerando essa acdo periferica do AA, ndao deve ser descartado que
parte do efeito preventivo da vitamina observado apds a exposicdo ao ECI seja devido,
ao menos em parte, ao seu efeito no controle de glicocorticdides. No entanto, no
presente estudo o AA foi efetivo em causar efeito tipo-antidepressivo especifico no TSC
apos sua administracdo por via i.c.v., 0 que reforca a hipotese de um efeito central da
vitamina nesse modelo preditivo de acdo antidepressiva.

A finalidade primaria deste estudo foi validar o efeito do AA em um modelo
preditivo de acdo antidepressiva. Os dados presentes indicam que a vitamina possui
efeito tipo-antidepressivo especifico no TSC. No entanto, deve ser considerado que o
TSC nédo é um modelo de depressdo per se e 0s resultados obtidos nesse modelo devem
ser interpretados com cautela. Dessa forma, os dados deste estudo podem servir como
embasamento para a execuc¢do de estudos animais complementares bem como estudos

clinicos, os quais podem confirmar o efeito antidepressivo do AA.
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CONCLUSOES

Os resultados apresentados no presente estudo mostram que a administracéo
sistémica (por via i.p. e p.0.) ou central (por via i.c.v.) de AA em camundongos é efetiva
em produzir um efeito tipo-antidepressivo no TSC, o qual ndo ¢ atribuido a um efeito
psicoestimulante da vitamina. Os presentes dados também fornecem evidéncias de que
esse efeito é dependente, pelo menos em parte, de uma interacdo com 0s sistemas
serotoninérgico, noradrenérgico, dopaminérgico e glutamatérgico. Adicionalmente, o
AA foi efetivo em potencializar doses sub-ativas de antidepressivos convencionais, e
preveniu o fenotipo tipo-depressivo induzido por um modelo que mimetiza uma das
principais bases etioldgicas da depressdo, o que reforca a nocdo de que este putativo
neuromodulador possui propriedades antidepressivas. Em conjunto, os dados
contribuem para 0 melhor entendimento do papel do AA no SNC e sugerem que essa
vitamina pode constituir um novo objeto de estudo na pesquisa que visa identificar
novos antidepressivos e, que em longo prazo, pode tornar-se uma atrativa estratégia para

0 tratamento da depresséo.
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