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RESUMO

AVALIACAO DOS MECANISMOS ENVOLVIDOS NO EFEITO TIPO
ANTIDEPRESSIVO CAUSADO PELA HESPERIDINA EM CAMUNDONGOS

Autor: Lucian Del Fabbro
Orientador: Cristiano Ricardo Jesse
Local e data: Itaqui, 13 Maio de 2013

A depressdo € uma condicdo neuropsiquiatrica bastante comum e altamente
incapacitante. O elevado numero de pacientes com depressdo que sao refratarios
aos medicamentos disponiveis atualmente torna importante a busca por novas
drogas para o tratamento desta doenca. Parametros como seguranca da droga,
efeitos colaterais e mecanismos de acdo devem ser levados em consideracéao, pelo
fato dessas variaveis afetarem a aderéncia e eficacia ao tratamento. Estes aspectos
endossam a procura de novas moléculas com o objetivo de aumentar a eficacia e a
seguranca e/ou reduzir os efeitos adversos e a laténcia ao tratamento. Para esta
finalidade, destaca-se a busca de novas terapias farmacolégicas a partir de plantas
e alimentos com propriedades medicinais e seus constituintes para doencas
psiquiatricas. Os flavonoides compreendem o grupo mais comum de compostos
fitoquimicos polifendlicos naturais da dieta humana. A hesperidina, um membro do
grupo de flavanona dos flavonoides é encontrada em elevada concentracdo em
frutas citricas, exerce atividades ansiolitica, antialérgica, tipo antidepressiva e anti-
inflamatoria. Além disso, também é conhecida por proteger as células neuronais do
estresse oxidativo. Desta forma, este estudo tem por objetivo estender as
propriedades da hesperidina, investigando 0s mecanismos bioquimicos e
farmacoldgicos pelo qual exerce os efeitos do tipo antidepressivo em camundongos.
A via L-arginina-NO-GMPc esta envolvida no efeito tipo antidepressivo causado pela
hesperidina no TSC em camundongos. O envolvimento dos efeitos tipo
antidepressivo da hesperidina e o envolvimento da via da L-argininina-oxido nitrico
no efeito tipo antidepressivo da hesperidina nos testes de suspensdo de cauda
(TSC) em camundongos ficou mais evidente pela reducdo dos niveis de
nitrato/nitritos. O efeito tipo antidepressivo causado pela hesperidina foi revertido
pelo sildenafil e pela I-arginina (drogas que aumentam os niveis de GMPc e de NO,
respectivamente) e aumentado por oxadiazol (ODQ) (inibidor sensivel da GCs), AM
(um inibidor direto de NOS e GCs), L-NNA (um inibidor de NOS) e 7-NI (um inibidor
especifico de NOS neuronal). Desta maneira, o estudo dos efeitos tipo
antidepressivo e os mecanismos envolvidos em modelos animais podera, auxiliar no
desenvolvimento de um composto de baixo custo e facil acesso pela populacéo, o
qual poderé auxiliar no tratamento convencional da depresséao.

Palavras chave: alimentos funcionais, flavonoides, hesperidina, depressao,
tratamento



ABSTRACT

EVALUATION OF THE MECHANISMS INVOLVED IN ANTIDEPRESSANT-
LIKE EFFECT CAUSED HESPERIDIN IN MICE

Author: Lucian Del Fabbro
Advisor: Cristiano Ricardo Jesse
Data: Itaqui, MAY, 2013

Depression is a neuropsychiatric condition quite common and highly disabling. The
high number of patients with depression who are immune to the drugs currently
available makes it important to search for new drugs to treat this disease. Parameters
such as drug safety, side effects and mechanisms of action should be considered,
because these variables affect the efficacy and adherence to treatment. These
aspects endorse the search for new molecules with the aim of increasing the
effectiveness and safety and / or reduce the adverse effects and latency to treatment.
For this purpose, there is the search for new pharmacological therapies from plants
and foods with medicinal properties and their constituents to psychiatric illness.
Flavonoids comprise the most common group of polyphenolic phytochemicals natural
human diet. The hesperidin, a member of the group and flavanone flavonoids found
in high concentration in citrus fruits, exerts anxiolytic activity, ant allergic, type
antidepressant and anti-inflammatory. Furthermore, it is also known to protect
neuronal cells from oxidative stress. Thus, this study aims to extend the properties of
hesperidin, investigating the biochemical and pharmacological mechanisms by which
exerts antidepressant-like effects in mice. The l-arginine—NO-GMPc pathway is
involved in the antidepressant-like effect caused by hesperidin on the mouse TSC.
The involvement of the antidepressant-like effects of hesperidin and involvement of
route of L-argininina-nitric oxide in the antidepressant-like effect of hesperidin in the
tail suspension test (TSC) in mice was more evident by the reduced levels of nitrate /
nitrite. The antidepressant-like effect caused by hesperidin was prevented by
sildenafil and l-arginine (drugs that enhance the levels of GMPc and NO,
respectively) and potentiated by oxadiazole (ODQ) (a sensitive inhibitor of sGC), MB
(a direct inhibitor of both NOS and sGC), L-NNA (an inhibitor of NOS) and 7-NI (a
specific neuronal NOS inhibitor).Thus, the study of the antidepressant-like effects
and the mechanisms involved in animal models could in the long term, aid the
development of a composite of low cost and easily accessible by the public, which
can assist in the conventional therapy of depression.

Keywords: functional foods, flavonoids, hesperidin, depression, treating.






ABREVIATURAS

Mg — microgramas

kg — kilogramas

g - gramas

ml — mililitros

mm - milimetros

cm - centimetros

°C — graus celsius

min - minutos

h — horas

p.o — por via oral

I.p. — intra peritoneal

i.c.v. — intracerebro ventricular

TSC — Teste de suspenséo de cauda
TCA — Teste de campo aberto

DMSO - dimetilsulfoxido

AM - azul de metileno

SNAP - S-nitroso-N-acetil penicilamina
ODQ - (1H-[1,2,4] oxadiazol [4,3-a] quinoxalin-1-ona)
L-NNA - N®-nitro-L-arginina

7-NI - 7-nitroindazole

VCl; - N-(1-naftil)-etileno-diamina

NO — 6xido nitrico

NOS — 6xido nitrico sintase

GMPc — monofosfato de guanosina ciclica
CGs - guanilato ciclase soluvel

Fig — figura

L-ORN - L-ornitina

L-CIT - L-citrulina
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1. INTRODUCAO

Os alimentos ndo sdo mais vistos meramente como uma forma de saciar a
fome, de prevenir doencas causadas pela dieta deficiente e para prover os
nutrientes necessarios a constru¢cdo, manutencao e reparo de tecidos, como agua,
proteina, carboidratos, lipidios, vitaminas e minerais. Os alimentos tém se tornado
primariamente o veiculo para nos transportar no caminho para a saude 6tima e bem-
estar. A dieta tem sido reconhecida como a primeira linha de defesa na diminuicéao
do risco de diversas doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT), como cancer,
doencas cardiovasculares, osteoporose, artrite e também a depressao. O papel da
alimentacdo equilibrada na manutencdo da saude tem despertado interesse da
comunidade cientifica, que tem produzido inUmeros estudos com o intuito de
comprovar a atuagdo de certos alimentos na prevencao de doencas (BARBOSA,
2009).

A busca de novas terapias farmacoldgicas a partir de plantas e alimentos
com propriedades medicinais para doencas psiquiatricas tem progredido
significantemente na Ultima década. Isto é refletido num grande numero de
preparacdes de plantas e alimentos para as quais o potencial psicoterapéutico tem
sido avaliado em uma variedade de modelos animais (KUMAR & KHANUM, 2012).

A depressdo € uma das condi¢cbes neuropsiquiatricas mais comum e
altamente incapacitante com uma prevaléncia de 10-30 % em mulheres e 7-15 % em
homens (WASAN et al., 2011). Estima-se que na populacdo geral, a prevaléncia da
depressdo na vida de um individuo se situa em torno de 15-17% (NEMEROFF,
2006) e pacientes que sofrem de depressdo severa apresentam altas taxas de
morbidade e mortalidade, com consequiéncias econémicas e sociais profundas
(NEMEROFF, 2006). A depressao € a segunda causa de incapacitacdo no mundo,
sendo a primeira a doenca cardiaca (HOLTZHEIMER, 2006).

A depresséo resulta, pelo menos em parte, de uma deficiéncia na atividade
monoaminérgica na fenda sinaptica (ELHWUEGI, 2004). Além desse, Varios outros
sistemas de neurotransmissores e mecanismos de transducdo de sinal estédo
envolvidos, como os receptores da via da L-arginina-0xido nitrico (sistema nitrérgico)
(JESSE ET AL., 2008). Alguns farmacos disponiveis para o tratamento da depresséo

foram descobertos a mais de 50 anos, como 0s antidepressivos triciclicos e
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inibidores da enzima monoamina oxidase (KASTER ET AL., 2005). Estes farmacos
ainda encontram-se no mercado farmacéutico, apesar de apresentarem muitos
efeitos colaterais os quais limitam o seu uso. Além desses, outros medicamentos
foram desenvolvidos e estdo disponiveis no mercado para a utilizacdo no tratamento
da depressao, como os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina e/ou
noradrenalina e dopamina, que séo tao efetivos quanto os triciclicos, mas sao mais
seletivos e produzem menos efeitos colaterais (NEMEROFF, 2006).

Entretanto, mesmo com a existéncia de mdultiplas classes farmacoldgicas,
menos de 50% dos pacientes apresentam remissao total apos o tratamento inicial da
depressao. A terapéutica efetiva leva algumas semanas para manifestar seus efeitos
e estes sdo muitas vezes acompanhados por efeitos ndo desejados (WORZ, 2003).
Estes aspectos endossam a procura de novas moléculas com o objetivo de
aumentar a eficacia e a seguranca e/ou reduzir os efeitos adversos e a laténcia para
o efeito antidepressivo. Para esta finalidade destaca-se a pesquisa com produtos
naturais que ainda guarda grande potencial para fornecer compostos ativos sobre o
Sistema Nervoso Central. Atualmente, o uso de plantas medicinais na terapéutica
tem ganhado crescente aceitacdo tanto por profissionais médicos, como por
pacientes (KUMAR & KHANUM, 2012).

Os flavonoides compreendem o grupo mais comum de compostos
fitoquimicos polifendlicos naturais da dieta humana. Os flavonoides sdo encontrados
em quase todas as plantas e possuem varias propriedades farmacolégicas e
toxicologicas. IniUmeras pesquisas ja constataram que eles possuem atividades
multiplas, como  vasodilatadores, anticarcinogénicas, anti-inflamatorias,
antibacterianas, antialérgicas, antivirais, antioxidantes e hipolipidémicas (BARBOSA,
2009).

A hesperidina (3',5,7-tri-hidroxi-4'-metoxi-flavanona-7-ramnoglucosideo), um
membro do grupo de flavanona de flavonoides, é classificado como bioflavonoide
citrico por ser encontrado em grande quantidade em frutas citricas. A hesperidina é
uma flavonana glicosilada é abundantemente encontrada na laranja e no limao
(KAUR et al., 2006). A hesperidina tem demonstrado varias atividades fisiolégicas,
como a reducdo da fragilidade capilar (GARG et al., 2001), propriedades
antioxidantes (WILMSEN et al., 2005), efeitos anti-hipertensivo (GALATI et al., 1996)
e hipocolesterolemiante (BOK et al., 1999). Exerce atividades ansiolitica, atividades
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antialérgica e anti-inflamatéria (HWANG et al.,, 2012). Além disso, a hesperidina
também é conhecida por proteger as células neuronais do estresse oxidativo,
funcionando como um potente scavenger de radicais livres (CHO, 2006).

3 OBJETIVOS

Este estudo teve por objetivo estender as propriedades da hesperidina,
investigando os mecanismos pelo qual exerce os efeitos do tipo antidepressivo em

camundongos no teste de suspenséo de cauda (TSC).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estender as propriedades da hesperidina,

o Desvendar os mecanismos pela qual a hesperidina exerce seus
efeitos tipo antidepressivo;

o Investigar se ha envolvimento da via L-arginina-NO-GMPc nos
efeitos tipo antidepressivo da hesperidina.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Alimentos funcionais

O conceito de alimentos funcionais surgiu no Japao, na década a de 80, com
a finalidade de prevenir doencas cronicas degenerativas e melhorar a qualidade de
vida (SGARBIERE & PACHECO,1999).

Os alimentos funcionais devem apresentar propriedades benéficas além das
nutricionais bésicas, sendo apresentados na forma de alimentos comuns. Sao
consumidos em dietas convencionais, mas demonstram capacidade de regular
funcdes corporais de forma a auxiliar na protecdo contra doengas como hipertenséo,
diabetes, cancer, e do sistema nervoso central (SOUZA et al., 2003).

Alimentos funcionais séo todos os alimentos ou bebidas que, consumidos na
alimentacdo cotidiana, podem trazer beneficios fisiologicos especificos, gracas a
presenca de ingredientes fisiologicamente saudaveis (CANDIDO & CAMPOS, 2005).

A sociedade moderna tem se tornado cada vez mais complexa, modificando
0os padrdes de vida. As pessoas frequentemente mostram sintomas de cansaco,
irritacdo, ou mais comumente uma forma de estresse (KWAK & JUKES, 2001). O
uso de alimentos na reducao de riscos de doencgas crdnicas ndo transmissiveis vem
motivando o desenvolvimento de novas pesquisas que esclarecam os efeitos
benéficos dos elementos fitoquimicos ou compostos bioativos das dietas
(GAMARANO 2004).

Os alimentos e ingredientes funcionais podem ser classificados de dois
modos: quanto a fonte, de origem vegetal ou animal, ou quanto aos beneficios que
oferecem, atuando em seis areas do organismo: no sistema gastrointestinal, no
sistema cardiovascular; no metabolismo de substratos; no crescimento, no
desenvolvimento e diferenciacéo celular; no comportamento das funcdes fisiologicas
e como antioxidantes (SOUZA et al., 2003).

A definicdo de que o alimento funcional pode ser classificado como alimento
€ aceita nos EUA, Europa e também no Brasil. Nessa perspectiva, o alimento
funcional deve apresentar primeiramente as funcdes nutricional e sensorial, sendo a
funcionalidade a func¢do terciaria do alimento (KWAK & JUKES, 2001).
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Atualmente a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) atesta a
funcionalidade de aproximadamente 200 produtos, permitindo a variedade alimentar
(GOES, 2006).

3.2 Compostos fenolicos - polifendis

Os polifendis, ou compostos fendlicos, tém sido largamente estudados em
razdo dos efeitos benéficos que propiciam a salude, como uma potente atividade
antioxidante na prevencéo de reacdes oxidativas e de formacdo de radicais livres
(WOLLGAST & ANKLAN, 2000). Outros efeitos positivos para a saude sdo as
propriedades anti-inflamatéria, anticarcinogénica, antiaterogénica, antitrombatica,
antimicrobiana, analgésica e vasodilatadora, comprovadas em estudos cientificos
(WOLLGAST e ANKLAN, 2000).

Por se tratar de um amplo grupo, contendo mais de oito mil compostos ja
identificados, os compostos fendlicos podem ser distribuidos, dependendo da sua
estrutura basica, em classes como fendis simples, acidos fendlicos, acetofenonas,
acidos fenilacéticos, acidos hidroxicinamicos, fenilpropenos, cumarinas, xantonas,
antraquinonas, flavonoides, lignanas e ligninas, entre outras (BRAVO, 1998).

De maneira simplificada, podem ser agrupados de acordo com a massa
molecular, sendo que a classe de baixa massa molecular compreende os acidos
hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos; a classe de massa molecular intermediaria, 0s

flavonoides é considerada a maior e mais importante (ESCARPA & GONZALEZ,
2001).

3.3 Flavonodides

Flavonoides (Figura 1) sdo substancias pertencentes a uma classe de
produtos naturais que atualmente podem ser consideradas micronutrientes. Estdo
presentes na dieta humana rica em vegetais e frutas, que sdo as principais fontes
dessas substancias (BARREIROS et al., 2000).

O preparo dos alimentos para consumo pode, algumas vezes, resultar em
perdas destes compostos, em maior ou menor grau, variando de acordo com o tipo

de alimento e o tipo de preparo empregado. Todavia, os flavondides sdo compostos
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relativamente estaveis, pois resistem a oxidacado, altas temperaturas e moderadas
variacOes de acidez (PETERSON & DWYER, 1998).

1o
-

Figura 1. Estrutura basica dos flavonoides (Di Carlo et al., 1999).

Algumas dietas como a mediterranea, rica em frutas frescas e vegetais, tém
sido associadas com a baixa incidéncia de doencas, como as doencas
cardiovasculares e o0 cancer, principalmente devido a elevada propor¢cdo de
compostos bioativos como vitaminas, flavonoides e polifendis (BENAVENTE-
GARCIA et al., 1999).

Tais compostos possuem uma série de propriedades farmacoldgicas que 0s
fazem atuarem sobre os sistemas biolégicos (LOPES et al., 2003).

Ja foram descobertos mais de 6.000 flavonoides divididos em 6 principais
classes (Tabela 1), BENAVENTE-GARCIA et al., 1999). Os flavonoides compdem
uma ampla classe de substancias de origem natural, cuja sintese ndo ocorre na
espécie humana, por exemplo, os antioxidantes. Os flavonoides sao derivados da
reacdo de condensacdo do &cido cindmico com grupos malonil-CoA e a sua
classificacdo depende do nivel de oxidacéo verificado em suas estruturas quimicas
(BLOOR, 2001).

A estrutura quimica dos flavonoides esta baseada no nucleo flavilium, o qual
consiste de trés anéis fendlicos. O benzeno do primeiro anel é condensado com o
sexto carbono do terceiro anel, que na posi¢cdo 2 carrega um grupo fenila como
substituinte. O terceiro anel pode ser um pirano heterociclico, gerando as estruturas
basicas das leucoantocianinas e das antocianidinas, denominado de nucleo flavana
(AHERNE & O’BRIEN, 2002).
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Atualmente mais de 6000 diferentes flavondides foram descritos
(MARCHAND, 2002), existem 14 tipos de flavonoides, sendo que a maioria dos
compostos identificados pertence a apenas cinco tipos: flavonas, flavondis,
isoflavonas, antocianinas e flavanonas (PETERSON & DWYER, 1998).

Tabela 1: As estruturas das principais classes de flavonoides

Formula Flaiendi substituicoes
estrutural noides 5 6 7 3 rg
Flavanona .

O Eriodictiol Of H OH OH OH
’@('c 3 y Hesperitina OH H OH OH OMe
- o') Naxineenina OH H OH H OH
Flavanol
@/@ Catechina OH H OH OH OH

on Gallocaiechina OH H OH OH OH
Flaxona

0 Apigenina OH H OH H OH

Coisina H H OH H H

o Leieolina OH H OH OH OH
Flavonol

0 Kam#rol OH H OH H OH

oM Mirice tina OH H OH OH OH

0 Querce tina OH H OH OH OH
Flavononol
QOK\CO Taxifolina OH H OH OH OH

OH

o)

Isoffavona .

0 Daidazina H H OH H OH
(I' Genis #ina OH H OH H OH

Glicieina OH OMe OH H OH
formononetina H H OH H OMe

Fonte: Birt et al., 2001.
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3.3.1 Flavanonas

As flavanonas sao flavonoides encontrados principalmente em frutas
citricas como a laranja e o limdo, entretanto elas sdo conhecidas por serem 0s
principais agentes causadores do sabor amargo dos sucos citricos industrializados.
Além disso, os flavonoides descritos para o género Citrus (flavanonas) encontrados
na natureza, podem exercer importante papel no organismo humano como agentes
antioxidantes, destacando-se a hesperidina (Ribeiro & Ribeiro, 2008).

Estudos j& demostraram que as flavanonas citricas retiradas da casca de
tangerinas e laranjas contendo naringenina e hesperidina, apresentaram efeitos
hipolepidemicos (BOK, 2006).

A ingestdo média de flavanonas € de aproximadamente 25 mg/dia em
muitos paises da Europa, com variacdbes em funcdo dos habitos alimentares
(ARABBI, 2004). A laranja e o suco de laranja séo boas fontes destes flavondides e
contém cerca de 40mg/100g do alimento, mas perdas consideraveis ocorrem com a
remocdo da casca, antes do consumo ou no processo industrial (ALIMENTOS
FUNCIONAIS, 2001).

Dentre os flavonoides das frutas citricas (flavanona) destaca-se a
hesperidina (3',5,7-tri-hidroxi-4'-metoxi-flavanona-7-ramnoglucosideo), encontrada

principalmente em sucos citricos.

3.4 Hesperidina

A hesperidina é um produto natural encontrado em abundancia no albedo
(porcdo branca) dos limdes e das laranjas verdes, além de sucos industrializados de
laranja (Tabela 2) (PUPIN et al., 1998), sendo um membro do grupo flavanona dos
flavondides, cuja estrutura glicosideo-flavonoidica esta representada na Figura 5. A
hesperidina é conhecida também como vitamina P ou citrina e possui uma ampla
faixa de atividade fisiolégica como anti-inflamatério, antitumoral, antibacteriana e
inibidora da xantina oxidase (GARG et al.,, 2001). Tem sido demonstrado também
gue a hesperidina tem um potente efetivo antioxidante Além disso, possui atividade

reguladora sobre a permeabilidade capilar, sendo normalmente empregada em
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hemorragias e parpuras vasculares. Esta molécula esta presente em medicamentos

venotonicos e vasculoprotetores (CHEN et al.; 2002).

Tabela 2 - Concentracéo de hesperidina nos sucos de laranja brasileiros.

SUCO HESPERIDINA (mg /L)
Suco de laranja espremido manualmente 104-537
Suco de laranja concentrado e congelado 531-690*
Suco de laranja concentrado e sem polpa 1089-1200

Fonte: PUPIN, et al., 19998

O flavonoide das frutas citricas (hesperidina) é resistentes ao suco gastrico
do estbmago sendo absorvido no trato gastrintestinal (KUROWSKA et al., 2000)
apos deglicosilacdo por enzimas de bactérias intestinais (HAVSTEEN, 1983). A
baixa solubilidade da hesperidina em agua dificulta sua absor¢éo, que é menor que
0,01%, entretanto, um derivado da hesperidina, a glicosil hesperidina (G-Hesperidin)

€ marcadamente mais sollvel em agua que a hesperidina (YAMADA et al., 2006).

OH
HO

HO
H4C O
OH
0 OCH;

HO Q
HO
OH

OH O

Figura 2. Estrutura quimica da hesperidina [3’,5,7-trihidroxi-4’-metoxiflavanona-7-(6-a-L-

ramnopiranosil)-B-D-glucopiranosideo] (GARG et al., 2001).
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7

A hesperidina é metabolizada para hesperetina em presenga de -
glicosidase (Fig. 6), antes de ser absorvida, a hesperetina é imediatamente
metabolizada para metabdlitos ligados a glicuronato e sulfato no epitélio intestinal e
no figado (YAMADA, 2006).

OH OH oM oOH 'n)
CH,
I o
OH
[a] O
aH G-Hesperidina

a-Glicosidase

Hesperidina

B-Glicosidase

HO “\[j%’ o
R

OH o]
Hesperetina

Figura 3. Hidrolise enzimatica da G-hesperidina a hesperetina (NIELSEN et al. 2006).
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3.5 Depresséao

Atualmente a depressdo tem sido considerada um dos transtornos
psiquiatricos mais prevalentes no mundo, estima-se que aproximadamente 5% da
populacao geral apresentam depressao (Associacdo de Psiquiatria Americana, APA,
2004).

A depressdo é uma psicopatologia caracterizada por humor deprimido ou
falta de motivacdo, perda de interesse ou prazer (anedonia) e cansaco ou fadiga.
Além disso, alteragdo no peso corporal (ganho ou perda de peso significativo — 5%),
prejuizo no sono (insénia ou hipersonia), agitacdo ou retardo psicomotor, sentimento
de inutilidade ou culpa, baixa capacidade de concentracdo ou tomada de decisao
e/ou ideacao suicida sdo outros sintomas relevantes no diagnostico da depresséao
(APA, 2004).

O desenvolvimento ou aparecimento dos sintomas que caracterizam a
depressdo, comumente, esta associado a presenca de um evento aversivo, como,
por exemplo, situacfes de estresse, descontentamento na realizacdo de atividades
cotidianas (trabalho, casa, familia) e perda de algo ou alguém significativo para o
individuo (morte de um ente querido, fim de um relacionamento, perda do emprego,
aposentadoria, saida dos filhos de casa) (DOUGHER & HACKBERT, 2003).

A depressdo, e outras doencas associadas ao sistema nervoso central
(SNC) contam hoje com tratamentos nutricionais com diferentes niveis de evidéncias
de sua efetividade (LAKHAN & VIEIRA, 2008).

Os recentes avangcos no conhecimento da neurofarmacologia, dos
flavonoides sugerem que eles tém potencial para tratamento de diversas condi¢cdes
neurolégicas e mentais. A acdo de moléculas como, por exemplo, a hispidulina, que
é capaz de atingir o receptor GABAA, tem demonstrado o importante papel na
regulacdo da ansiedade e epilepsia, enquanto outros flavonoides sao uteis em
condi¢bes de neurodegeneragcao (JOHNSTON; BEART, 2004).

Diversos estudos sugerem gque os flavonoides tém propriedades neuroativas
podendo ser entdo uma excelente alternativa para o auxilio e/ou tratamento da
depressao (DHAWAN et al.2004).
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3.6 Oxido nitrico

Ja foi demonstrado que as células endoteliais estimuladas pela acetilcolina
liberavam um vasodilatador, inicialmente denominado de fator de relaxamento
derivado do endotélio (FURCHGOTT & ZAWADZKI). Posteriormente, essa molécula
sintetizada pelo endotélio e com propriedades relaxadoras do musculo liso foi
identificada como sendo NO (MONCADA et al., 1991).

O NO é um gas inorganico com uma meia vida curta (menos de 30 segundos
em sistemas bioldgicos), produzido por diferentes tipos de células, controlando ou
influenciando importantes processos fisiologicos, incluindo neurotransmisséo,
vasodilatacao, atividade citotdéxica do sistema imune e adesdo e agregacdo
plaquetéria (29).

3.7 Envolvimento da via L-Arginina Oxido nitrico na depresséo

A depressdao esté relacionada a alteracfes patoldgicas, incluindo ativagdo do
sistema nervoso autbnomo, distlrbios do ritmo cardiaco, inflamacéo sistémica e
localizada, ativacdo plaguetaria e hiper-coagulabilidade, que influenciam
negativamente o sistema cardiovascular (KATON et al., 2005). A ativacdo do eixo
hipotalamico-pituario adreno cortical pode acelerar o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (GILLESPIE & NEMEROFF, 2005). A elevacdo da sintese de
cortisol conduz ao desenvolvimento de aterosclerose e hipertensdo, bem como,
acelera a lesdo de células endoteliais vasculares. A hiperatividade hipotalamica-
pituitaria adreno cortical, por seu lado, aumenta a funcdo simpatica adrenal atraves
de vias regulatérias centrais (RESSLER & NEMEROFF). O eixo hipotalamo-pituitaria
adrenal é hiperativo na depressao, provocando um aumento na sintese de cortisol
(GILLESPIE & NEMEROFF, 2005).

A depressao ativa da agregacédo plaquetaria, aumentando a ocorréncia de
eventos atero-tromboéticos (MUSSELMAN et al., 2000). Um importante modulador da
funcdo plaquetéria é o oxido nitrico (NO) que através da producdo de monofosfato
de guanosina ciclica (GMPc) inibe tanto a adesdo como agregacdo de plaquetas.
Nesta linha de raciocinio, pacientes com depressdo apresentariam uma reduzida

atividade da enzima NO-sintase (NOS), que converte L-arginina em NO e citrulina,
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em plaguetas e menor concentracdo de nitritos e nitratos plasmaticos, metabdlitos
do NO (Fig. 4) (CHRAPKO et al., 2004).

A acumulacédo de GMPc intracelular desencadearda uma cascata de reacoes,
cujo resultado final é a diminuicdo do calcio livre intracelular, e consequentemente o
relaxamento do musculo liso. A atividade do GMPc termina devido a hidrolise do
proprio GMPc por efeito de enzimas da familia das fosfodiesterases. No entanto, as
exatas alteracdes nas diferentes etapas da via L-arginina-NO-GMPc afetando a

funcéo plaquetéaria na depresséo precisam ainda ser melhor elucidadas.

Figura 4. A via L-arginina-6xido nitrico e ag6es do NO em plaquetas
Fonte: CHRAPKO et al., 2004
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados, camundongos Swiss albinos (3 meses de idade, 25-
35g) que foram mantidos sob condi¢cdes ambientais controladas e adequadas de foto
periodo, alimentacdo, agua e temperatura. O estudo foi realizado nas instalagdes do
campus de Itaqui (casa de passagem, salas e laboratérios) da Unipampa, e 0s
procedimentos executados na fase clara de foto periodo, a fim de evitar alteracfes
circadianas. O uso de animais neste experimento foi aprovado pelo Comité de Etica
de Uso Animal da Unipampa (Protocolo CEUA n° 002/2013).

4.2 Farmacos

Foram utlizados os seguintes farmacos:

o Hesperidina;

o Azul de metileno (AM);

o S-nitroso-N-acetil penicilamina (SNAP);

. Sildenafil;

o (1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-ona) (ODQ);

e NC-nitro-L-arginina (L-NNA);

o Sulfanilamida;

. L-arginina;

o 7-nitroindazol (7-NI);

o VCl3z, N-(1-naftil)-etileno-diamina;

. Fluoxecetina;

o Impramida, sendo todos adquiridos da Sigma Chemical
EUA.

4.3 Efeito antidepressivo da hesperidina no teste de suspenséo da cauda (TSC)

Os camundongos foram pré-tratados com a hesperidina (0,3 mg / kg,
intraperitoneal, i.p.) ou com veiculo (10 ml / kg, por oral, p.o.), 30 min antes do teste
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de campo aberto (TSC). A fim de avaliar o efeito tipo antidepressivo de hesperidina,
este composto foi injectado 30 minutos antes do teste de campo aberto (TCA) e
TSC. Avaliando assim a atividade locomotora dos camundongos e imediatamente a

seguir, os mesmos camundongos foram avaliados no TSC.

4.4 Mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo da hesperidina

O papel desempenhado pela via L-arginina - NO/GMPc no efeito tipo
antidepressivo causado pela hesperidina sobre o TSC foi investigado em diferentes
grupos de animais.

Para esta finalidade, os camundongos foram pré-tratados com L-arginina,
um precursor de oxido nitrico (NO) (750 mg / kg, i.p., uma dose que nao produz
nenhum efeito sobre o TSC). O sildenafil, um tipo especifico inibidor da
fosfodiesterase 5 (5 mg / kg, i.p. numa dose que néo produz nenhum efeito sobre o
TSC) ou com o SNAP (N-acetyl-penicillamina ) (25 ug / kg, intracerebroventricular,.
um doador de NO, em uma dose que nao produz nenhum efeito sobre o TSC).

Trinta minutos depois da L-arginina, do sildenafil ou SNAP, a hesperidina
(0,3 mg / kg, i.p., uma dose ativa no TSC) ou veiculo foi administrado, e 30 minutos
mais tarde, o teste de TSC ou o TCA foram realizados, (Fig. 5) (Jesse et al., 2008).

0 30 60 TEMPO EM
MIN.
L-arginina 750 mg kg i.p Hesperic.lina 0.3 Isc DROGA
mg kg ip TCA UTILIZADA

Sildenafil 5 mg / kg i.p
SNAP 25 pg /local i.ev
Figura 5. Esquema de pré-tratamento com L-arginina, Sildenafil e SNAP

Fonte. Elaborado pelo autor

Em outro conjunto de experiéncias, o efeito sinérgico de hesperidina (0,01

mg / kg, i.p., uma dose sub-efetiva) com uma dose sub-efetiva de NG-nitro-L-
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arginina (inibidor da NOS) e nitroindazol (inibidor especifico da NOS neuronal) foi

investigado (Fig. 6).

0 30 60 TEMPO EM

MIN.

L]
Hesperidina 0.01 L-NNA. 0.3 mg /kgip TSC g?&?im N
mg 'kgip 7-NL 25 me / ke i TCA

Figura 6. Esquema do tratamento sinérgico de L-NNA, 7-NI e hesperidina em doses sub-efetivas

Fonte. Elaborado pelo autor

Outro grupo de camundongos foi tratados a partir da administracéo de Azul
de Metileno, 10 mg / kg i.p, (inibidor direto de NOS e sCG) e ODQ 30 pmol,
intracerebroventricular (i.c.v.), (um inibidor direto da sCG) , 30 min. antes da
administragao da hesperidina, todos em uma dose sub-efetiva (Fig.7). (JESSE et al.,
2008).

0 30 60 TEMPO EM
MIN.

AM 10 mg / kg ip Hesperi{#i.na 0.01 TsC DROGA
mg / kgip TCA UTILIZADA
0ODQ 30 pmol, 1.e.v

Figura 7. Esquema do tratamento sinérgico de AM, ODQ e hesperidina em doses sub-efetivas

Fonte. Elaborado pelo autor
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4.5 Esquema de tratamento

A hesperidina foi dissolvida por meio da adicdo sequencial de
dimetilsulféxido (DMSQO) até uma concentracao final de 5%, uma solucéo de 0,25%
de Tween 80 até uma concentracao final de 20% e de solucdo salina para completar
o volume até 100%. A escolha das doses de hesperidina foram baseadas em dados
publicados e em experiéncias preliminares.

Outras drogas foram dissolvidas em solucdo salina (NaCl 0,9%), exceto
ODQ e 7-NI, que foram dissolvidos em 15% de DMSO e foram feitas até o volume
final por adicdo de NaCl 0,9%.

Os camundongos receberam todas as drogas em um volume constante de
10ml/kg de peso corporal, exceto SNAP e ODQ que foram injetados pela via i.c.v.
(5ul/local). Os grupos tratados com veiculo apropriado também foram avaliados
simultaneamente. As doses de administracdo foram escolhidas com base em
experiéncias realizadas anteriormente no nosso laboratério e em outros estudos
(Jesse et al. 2008).

4.6 Técnica de injegdo intracerebroventricular (i.c.v.)

Uma agulha hipodérmica de 0,4 milimetros de diametro externo ligado a uma
canula que estava ligada a uma seringa Hamilton de 25 ul, foi inserida na
perpendicular através do cranio a ndo mais do que 2 milimetros no cérebro do
camundongo. Um volume de 5 pl foi entdo administrado no ventriculo lateral
esquerdo. A injeccdo foi administrada durante 30 s, e manteve-se a agulha no local
durante mais 30 s, a fim de evitar o refluxo das substancias injectados. O local de
injeccao foi de 1 mm para a direita ou para a esquerda a partir do ponto médio de
uma linha tracada através da base anterior das orelhas (Kaster et al., 2005). Para
assegurar que as drogas foram administradas exatamente no ventriculo cerebral, os
cérebros foram dissecados e examinados macroscopicamente apos o teste. Os
animais controle receberam uma injecdo de solucédo salina i.c.v. de uma maneira

semelhante.
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4.7 Teste de suspensao da cauda (TSC)

Os camundongos foram isolados de efeitos sonoros e visuais e suspensos a
50 centimetros acima do chdo por uma fita adesiva colocada a cerca de 1 cm da
extremidade da cauda. O tempo de imobilidade foi cronometrado durante um
periodo de 6 min. (STERU et al., 1985).

4.8 Teste de campo aberto (TCA)

Para avaliar os possiveis efeitos da hesperidina sobre as atividades
locomotoras e exploratérias, os camundongos foram avaliados no TCA. O TCA foi
com realiazado com uma caixa de polietileno e cercada por paredes de 30 cm de
altura. O piso do campo aberto com 45 cm de comprimento e 45 cm de largura, foi
dividido por fitas, em 09 quadrados (3 fileiras de 3). Cada animal foi colocado
individualmente no centro do aparelho e observados durante 6 minutos para
cronometar a atividade locomotora (nUmero de segmentos atravessados com as
quatro patas) (JESSE et al., 2008).

4.9 Experimentos ex vivo

Os camundongos foram pré-tratados com a hesperidina (0,01-1 mg / kg, i.p.)
ou veiculo. Os animais foram eutanasiados ap6s 30 minutos e o0 seu cérebro

removido para a determinagéo dos niveis de nitrato / nitrito.

4.9.1 Determinacgéo colorimétrica da quantidade de nitrato / nitrito

O cérebro foi dissecado e homogeneizado com ZnSO, (200 mM) e
acetonitrilo (96%), centrifugado a 16.000 x g, a 4°C, durante 30 minutos, e 0
sobrenadante foi recolhido para analizar o nitrito além do teor de nitrato (Miranda et
al., 2001). O sedimento resultante foi suspenso em NaOH (6 M) para determinacéo
de proteinas.

O teor de NO foi estimado num meio contendo 300 ml de 2% VCI; (em 5%

de HCI), 200 ml de 0,1% de N-(1-naftil)-etileno-diamina, 200 ml de 2% de
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sulfanilamida (em 5% de HCI) . Apés incubacédo a 37°C durante 60 minutos, os
niveis de nitrato / nitrito foram determinadas por espectrofotometria a 540 nm, com
base na reducéo de nitrato para nitrito. Os niveis de nitrito e nitrato de tecido foram

expressas em nmol de nitrato / nitrito / mg de proteina.

5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados experimentais sdo dados como a (s) média (s) + SEM.
As comparacdes entre 0s grupos experimentais e controle foram realizadas por uma
via (hesperidina) ou duas vias, seguido pelo teste de Newman-Keuls para
comparacao post hoc, quando apropriado. Um valor de P <0,05 foi considerado

significativo.

6 RESULTADOS

6.1 Efeito da administracdo da hesperidina nos testes de supensao de cauda
(TSC) e teste de campo aberto (TCA) em camundongos

O tempo de imobilidade no TSC dos animais tratados com a hesperidina é
mostrado na Figura 8. A andlise de variancia ANOVA revelou um efeito significativo
de hesperidina nas doses de 0,1, 0,3 e 1 mg / kg (i.p.) no TSC (P<0,05). A
hesperidina em todas as doses testadas ndo produziu qualquer alteracdo no nimero

de cruzamentos dos camundongos no TCA (dados n&o mostrados).
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Figura 8: Efeito da hesperidina (0,1, 0,3 e 1 mg/ kg) no TSC em camundongos.
*** n< 0,0001
** n<0,001

6.2 Analise do papel desempenhado pela via da L-arginina-NO- GMPc no efeito
tipo antidepressivo da hesperidina sobre os camundongos no TSC

Os resultados apresentados na Figura 9A mostram que o pré-tratamento de
camundongos com a L-arginina (750 mg / kg, i.p., precursor de NO) reverteu a
reducdo do tempo de imobilidade induzida por hesperidina (0,3 mg / kg, i.p.) no TSC
(P <0,05). Nao foram observados efeitos significativos no nimero de cruzamentos
no TCA em camundongos tratados com L-arginina e hesperidina (dados nao

mostrados).

6.3 Pré tratamento com sildenafil no efeito tipo antidepressivo da hesperidina
sobre os camundongos no TSC

Os resultados apresentados na Figura. 9B mostra que o pré-tratamento com
sildenafil (5 mg / kg, ip, inibidor da fosfodiesterase 5) reverteu o efeito antidepressivo

de hesperidina (0,3 mg / kg, i.p.) sobre o TSC (P <0,05). O numero de cruzamento
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no TCA foi inalterada pela administracdo de sildenafil e de hesperidina (dados néo

mostrados).

6.4 Pré tratamento com N-acetyl-penicillamina (SNAP) no efeito tipo
antidepressivo da hesperidina sobre os camundongos no teste de suspensao
de cauda (TSC)

A Figura 9C. demosntra mostra que o pré-tratamento dos camundongos com
SNAP (25 pg / kg, i.c.v., doador de NO), diminuiu o efeito antidepressivo de
hesperidina (0,3 mg / kg, i.p.) sobre o TSC (P <0,05). A administragdo de
hesperidina com SNAP ndo alterou o numero de cruzamentos dos camundongos no

TCA (dados n&o mostrados).
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Figura 9. Pré-tratamento com L-arginina (um precursor NO, 750 mg / kg, i.p.), sildenafil, (inibidor
especifico da fosfodiesterase 5, 5 mg / kg, i.p.) ou com SNAP (25 ug / kg, i.c.v., doador de NO), em
doses que nao produzem nenhum efeito no TSC.

*** n< 0,0001

@ reducao dos efeitos significativos, devido o pré-tratamento com L-arginina, sildenafil ou SNAP
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6.5 Administracdo de N°-nitro-L-arginina em combinacéo com hesperidina

Os resultados ilustrados na figura 10A mostram que a administracéo de N°-
nitro-L-arginina (0,3 mg / kg i.p., dose sub-efetiva, para inibir a NOS), em
combinagcdo com a hesperidina (0,01 mg / kg, i.p., dose sub-efetiva) produziu um
efeito tipo antidepressivo, em comparag¢do com a administracdo de qualquer farmaco
isolados (P <0,05) . Nao foram encontrados efeitos significativos no namero de
cruzamentos no TCA em camundongos tratados com a NG-nitro-L-arginina e a

hesperidina (dados ndo mostrados).

6.6 Administracdo de 7-NlI em combinacdo com hesperidina

A figura 10B mostra que a administracado de 7-NI (25 mg / kg i.p., inibidor
especifico da NOS neuronal) em combinacdo com a hesperidina (0,01 mg / kg, i.p.,
dose sub-efetiva) produziu um efeito tipo antidepressivo, em comparacdo com a
administracdo de qualquer droga isolada (P <0,05). A administracdo de 7-NI isolada
ou em combinacdo com a hesperidina de ndo afetou a atividade locomotora de

camundongos no TCA (dados ndo mostrados).
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Figura 10. Efeito do tipo antidepressivo de hesperidina (0,01 mg / kg) quando adiministrada em
combinacdo com N®-nitro-L-arginina (0,01 mg / kg) e 7-NI (25 mg / kg) em camundongos

*** p< 0,0001
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6.7 Administracdo de azul de metileno em combinag&o com a hesperidina

A figura 11A mostra AM, 10 mg / kg i.p., dose sub-efetiva, um inibidor direto
de NOS e CGs) em combinacdo com a hesperidina (0,01 mg / kg, i.p., uma dose
sub-efetiva) também produziu um efeito anti-imobilidade no TCA, quando comparado
com a administracdo de qualquer farmaco sozinho (P <0,05). A administracdo de
azul de metileno (10 mg / kg, i.p.), isoladamente ou em combinagcdo com a
hesperidina ndo afetou a a locomo¢ao dos camundongos no TCA (dados nao

mostrados).

6.8 Administracdo de ODQ em combinacéo com a hesperidina

A figura 11B mostra que ODQ (30 pmol, i.c.v., uma dose sub-efetiva, um
inibidor direto da CGs), em combinagdo com a hesperidina (0,01 mg / kg, i.p., uma
dose sub-efetiva) produziu um efeito anti-imobilidade no TSC, em compara¢do com
a administracdo de qualquer droga sozinha (P <0,05). A administracdo de ODQ (30
pmol, icv) sozinho ou em combinacdo com a hesperidina ndo afetou o niumero de

cruzamentos dos camundongos no TCA (dados nao mostrados).
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Figura 11. Efeito do tipo antidepressivo de hesperidina (0,01 mg / kg) quando adiministrada em

combinacdo com AM (10 mg / kg) e ODQ (30 pmol) em camundongos

*¥»** p< 0,0001
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6.9 O efeito causado pela hesperidina sobre os niveis de nitrato / nitrito em
cérebros de camundongos

Como mostrado na figura 12, o tratamento com a hesperidina (0,3 e 1 mg /
kg, i.p.) causou uma reducao significativa dos niveis de nitrato / nitrito no cérebro de
camundongos em comparagcdo com a do grupo do veiculo (P<0,05). Os niveis de
nitratos / nitritos nos cérebros de camundongos tratados com uma hesperidina (0,01

e 0,1 mg/ kg, i.p.) foram semelhantes aos do grupo do veiculo.
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Figura 12. Efeitos do tratamento com hesperidina (0,1 0,3 e 1 mg / kg, i.p.) nos niveis de nitrato /
nitrito no cérebro de camundongos

*p<0,05
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7 DISCUSSAO

Neste estudo, foi demosntrado que a hesperidina produziu um efeito tipo
antidepressivo no TSC em camundongos. Além disso, foi possivel demonstrar que o
efeito tipo antidepressivo da hesperidina sobre o TSC em camundongos é
provavelmente modulado pela via L-arginina-NO-GMPc.

A diminuicdo dos niveis cerebrais de nitrato / nitrito em camundongos
tratados com a hesperidina em doses efetivas no TSC, complementa o envolvimento
da via L-arginina-NO-GMPc no efeito hesperidina.

Este estudo, mostrou que o pré-tratamento de camundongos com a L-
arginina (um substrato para a oxido nitrico sintase, NOS) ou com SNAP (um doador
de NO) em doses que ndo produzem qualquer efeito sobre o TSC, inibiu
significativamente o efeito anti-imobilidade causada pela hesperidina. Além disso, a
reversdo do efeito tipo antidepressivo da hesperidina sobre o TSC pelo pré-
tratamento dos camundongos com o sildenafil (um tipo de inibidor seletivo da
fosfodiesterase 5) refor¢ca a nocdo de que a administracdo de hesperidina produziu
uma reducdo dos niveis de GMPc, e que esta constatacdo pode ser importante para
0 seu efeito em testes antidepressivos. O sildenafil aumenta os niveis de GMPc no
tecido alvo (Beavo, 1995) e foi previamente relatado para reverter o efeito anti-
imobilidade do ODQ no TSC (KASTER et al., 2005).

Além disso, um efeito sinérgico, antidepressivo foi observado quando foi
administrado a hesperidina e o NG-nitro-L-arginina, um inibidor de NOS. Assim,
alguns estudos relatam que, pelo menos em algumas condi¢cdes experimentais, a
administracdo de inibidores da NOS, dependendo de suas doses, produz efeito
antidepressivo no TSC (JESSE et al., 2010). Ja foi relatado que a N®-nitro-L-arginina
(0,3 - 10mg/kg, i.p.), um inibidor de NOS, reduziu significativamente a duracédo da
imobilidade no TSC (DA SILVA et al. 2000). Assim, estes resultados indicam que a
inibicdo da NOS pode ser a base da reducdo do tempo de imobilidade no TSC
induzida pela hesperidina. Um efeito tipo antidepressivo foi produzido quando
hesperidina foi administrado com 7-NI, um inibidor da NOS neuronal seletiva, ou azul
de metileno, um inibidor de NOS e CGs.

O efeito sinérgico da hesperidina e AM, um inibidor da NOS e CGs, reforca a
ideia de que o efeito da hesperidina no TSC pode ser devida a uma inibicdo da
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sintese de NO e também sugere que podem ser mediados por via da reducdo de
GMPc . Embora o AM seja um composto com efeitos ndo especificos, a hipétese de
que este composto esteja envolvido via na reducdo do tempo de imobilidade
induzida por hesperidina no TSC na via NO-GMPc. O efeito do ODQ (10 e 20 mg /
kg) foi avaliado para a producdo de um efeito antidepressivo no TSC em
camundongos, este efeito foi revertido pelo precursor da L-arginina (HEIBERG et al.,
2002).

Outra evidéncia de que a hesperidina em combinacdo com o ODQ, exerce o
seu efeito sobre a TSC, diminuindo os niveis de GMPc, é dada pelo resultado
mostrado no pré-tratamento de sildenafil em camundongos impedido o efeito de
antiimobilidade da hesperidna no TSC. Assim, como o0s efeitos antidepressivo de
adenosina (KASTER et al., 2005), memantina (ALMEIDA et al., 2006), venlafaxina
(DHIR E KULKARNI, 2007), berberina (DHIR E KULKARNI, 2007) e bis seleneto
(JESSE et al., 2010) foram também potencializada pelo pré-tratamento com ODQ e /
ou L-NNA, e impedido os efeitos do sildenafil e da L-arginina, sugerindo que a via da
L-arginina-NO-GMPc tem um papel importante na mediacdo dos seus efeitos
comportamentais.

Em concordancia com os dados obtidos no TSC que sugerem que O
tratamento com a hesperidina (0,3 e 1 mg / kg), diminui os niveis de nitrato / nitrito
cerebrais em camundongos. Este resultado pode sugerir mais um papel para o efeito
tipo antidepressivo da hesperidina no TSC.

O NO desempenha um papel neuromodulador significativo no sistema
nervoso central (SNC). Qualquer manipulacéo farmacolédgica da via L-arginina-NO-
GMPc pode ser considerado como uma nova abordagem terapéutica para o
tratamento de distlrbios do SNC, mais ainda para a depressao mental (HEIBERG et
al., 2002). Alguns estudos demonstraram que a inibicdo da NOS produz efeito
antidepressivo em uma variedade de testes em animais, incluindo o TSC em
camundongos (ALMEIDA et al., 2006). Além disso, varios estudos in vivo mostraram
um papel modulador da NO nos niveis extracelulares do mecanismo de recaptacao

de serotonina no sistema nervoso central (HARKIN et al., 2004).

42



7 CONCLUSAO

Desta forma, pode ser sugerido que os inibidores da L-arginina-NO-GMPc
administrados em combinacdo com a hesperidina podem ser um alvo para um

possivel novo tratamento para depressao.

A via da L-arginina-NO-GMPc esta envolvida no efeito tipo antidepressivo

causado pela hesperidina no TSC em camundongos.

O efeito tipo antidepressivo causado pela hesperidina foi revertido pelo
sildenafil e pela L-arginina (drogas que aumentam os niveis de GMPc e de NO,
respectivamente) e aumentado pelo ODQ (inibidor sensivel da CGs), AM (um
inibidor direto da NOS), L-NNA (um inibidor da NOS) e 7-NI (um inibidor neural
especifico de NOS).

Assim, com base nas consideracdes acima, 0s resultados sugerem
claramente que a administracdo aguda de hesperidina produziu um efeito tipo
antidepressivo no TSC em camundongos por um mecanismo que modulada a

inibicdo da via L-arginina-NO-GMPc.
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