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RESUMO

Neuronios serotoninérgicos que se originam do nucleo mediano da rafe (NMR) estdo
envolvidos na etiologia e tratamento da depressdao. Auto-receptores inibitorios 5-HT
localizados no NMR e NDR, regulam a taxa de disparos neuronais, controlando a
atividade serotoninérgica cerebral. A administragdo cronica do extrato hidroetandlico
(EH) e da fracdo diclorometano (DcM) de caule, mas ndo de folhas de Kie/meyera
coriacea produzem efeito anti-imobilidade no teste do nado forcado (TNF) e
interagem com ligantes de receptores 5-HT;a, sugerindo envolvimento da
neurotransmissdo serotoninérgica neste efeito. Estudos fitoquimicos revelaram a
presenca da 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona apenas nos EH e fragdo
DcM de caule de Kielemeyera coriacea, sugerindo que esta xantona pode ser a
responsavel pelo efeito observado no TNF. Os objetivos deste trabalho foram: 1-
verificar o envolvimento dos neurénios serotoninérgicos do NMR na modulagdo da
imobilidade produzida no TNF e da atividade locomotora observada no teste do campo
aberto (TCA), através da microinje¢ao intra-NMR do agonista seletivo 5-HTa, 8-
OHDPAT, e do antagonista seletivo 5-HT;a, Wayi00635, €m ratos; 2- verificar o efeito
da 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona microinjetada intra-NMR, e sua
interacdo com os ligantes de receptores SHT 4, Wayiooe3s € 8 -OHDPAT. O modelo
experimental envolveu ratos Wistar machos (55 dias), tratados intra-NMR com §-
OHDPAT (0,2; 0,4; 0,6; 1,2; 2,5; 5,0 png), Wayiooess (0,1; 0,2; 0,4; 1,2; 2,5; 5,0 ug) ou
xantona (0,1; 0,2; 0,3 ng) submetidos ao TNF e ao TCA. Em uma segunda etapa foram
realizados os tratamentos associados de Way o035 (2,5 ou 5,0 pg) e 8-OHDPAT (5,0
ug), e de Wayioosss (2,5 ou 5,0 ug) ou 8-OHDPAT (5,0 pg) e xantona (0,2 ou 0,3 ng,
respectivamente). O TNF foi sensivel em detectar redugdo e aumento no tempo de

imobilidade produzidos por Wayjpess (2,5 pg) e 8-OHDPAT (5,0 pg)



respectivamente, microinjetados intra-NMR, mostrando envolvimento dos neurdnios
serotoninérgicos do NMR neste efeito. O Way o35 reverteu o aumento no tempo de
imobilidade produzido pelo 8-OHDPAT, mostrando a participagdo de receptores 5-
HT;a. A xantona (0,3 ng) reduziu o tempo de imobilidade no TNF, de forma
semelhante a0 Way o35, € interagiu com o antagonista, mostrando envolvimento dos
neuronios serotoninérgicos do NMR em seu efeito e sugerindo que podera ser um
protétipo de droga a ser utilizada em tratamentos de depressdo. No TCA, houve
alteragdo apenas no estudo de associagdo de drogas, onde Wayjgos3s produziu uma
redu¢do na atividade locomotora e interagiu com o 8-OHDPAT, sugerindo
participacdo dos neuronios serotonérgicos do NMR na locomogao.

Palavras-chave: nucleo mediano da rafe, teste do nado forcado, serotonina,

Kielmeyera coriacea, xantona, receptores 5-HT .



ABSTRACT

The serotonin (5-HT) is involved in the etiology and expression of depression.
The 5-HT) s autoreceptors in the median and the dorsal raphe nuclei (MRN and DRN)
regulate the 5-HT firing of neurons. Previous studies showed that a hydroethanolic
extract (HE) of K. coriacea stems and its dichloromethane fraction (DcM), but not in
the extract from its leaves constituent reduce immobility time in rats submitted to the
forced swimming test (FST). Analysis by HPLC detected the presence of a large
quantity of 1,3,7-trihydroxy-2-(3-methylbut-2-enyl)-xanthone only in the HE and the
DcM from K. coriacea stems, suggesting that xanthone is related to the anti-
immobility effect. The aim of the present study was to investigate the involvement of
MRN serotonergic neurons, particularly mediated by somatodendritic 5-HTja
autoreceptors located intra-MRN, on the effect of 1,3,7-trihydroxy-2-(3-methylbut-2-
enyl)-xanthone, of 5-HT;s receptor antagonist, Wayiops3s and of 5-HT;, receptor
agonist, 8-OHDPAT, in rats submitted to the FST and the open field test (OFT).
Effects of intra-MRN microinjections (0.25 pl/30 s) of xanthone (0.1, 0.2 or 0.3 ng),
Way00635 (0.1, 0.2, 0.4, 1.2, 2.5 or 5.0 pg) or (+) 8-OH-DPAT (0.2, 0.4, 0.6, 1.2, 2.5 or
5.0 pg) were evaluated in rats submitted to behavioral tests. Xanthone (0.3 ng) or
Wayi00635 (2.5 pg) reduced, whereas (+) 8-OH-DPAT (5.0 pg) increased immobility
time in the FST. Association of Waygo¢35 and the ineffective dose of xanthone (0.2 ng)
produced anti-immobility effect, showing a synergic effect. Waygos35 blocked the
increase in immobility time produced by (+) 8-OH-DPAT (5.0 pg) in the FST and
reduced the number of crossings in the OFT. In conclusion, MRN neurons, through the
5-HT autoreceptors, are involved in the xanthone and in the 5-HT; A ligand effects in
the FST and in locomotor activity in the OFT. Xanthone proved to be a prototype drug

useful in treating depression.



Keywords: median raphe nucleus, forced swimming test, serotonin, Kielmeyera

coriacea, xanthone, 5-HT A receptor.
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1. INTRODUCAO

A depressdo ¢ uma doenca comum e incapacitante, cujas estimativas mostram
uma prevaléncia superior a 21% da populagdo total em alguns paises desenvolvidos
(WONG; LICINIO, 2001).

O envolvimento da serotonina (5-HT) na etiologia e expressdo dos distirbios
da ansiedade e depressdo tem sido demonstrado em estudos pré-clinicos e clinicos
através do tratamento com drogas que modulam este neurotransmissor (MAES;
MELTZER, 1995). Anormalidades na atividade serotoninérgica de pacientes
deprimidos tém sido observadas em diferentes etapas da neurotransmissdo como na
diminui¢do da disponibilidade do precursor I-triptofano, alteracdes na sintese,
liberagdo, recaptagdo ou metabolismo de 5-HT ou ainda mau funcionamento de
receptores pos-sinapticos (LUCKI, 1998).

A habilidade de compostos antidepressivos em aumentar a transmissao
serotoninérgica ¢ um componente critico da sua atividade terapéutica (DELGADO et
al., 1999).

Os neurdnios contendo 5-HT sdo encontrados principalmente no mesencéfalo,
ponte e bulbo, e estdo confinados essencialmente as zonas mediana e paramediana dos
nucleos da rafe.

Os nucleos dorsal e mediano da rafe (NDR e NMR) sdo as principais fontes de
inervacao serotoninérgica ascendente e cada um envia projegoes a partir da rafe, para
diferentes regides limbicas do cérebro relacionadas aos disturbios psiquiétricos. O
NDR inerva, predominantemente, o cortex fronto-parietal, amidala, septo lateral,
nucleo acumbens, hipocampo ventral, mesencéfalo dorsal e nucleos hipotalamicos. O
NMR inerva predominantemente, o hipocampo dorsal, septo medial, niicleo acumbens

e nucleos hipotalamicos (LECHIN; VAN DER DIJS; HERNANDEZ-ADRIAN,



2006). Confirmando as diferentes vias de projecdo a partir dos NDR e NMR,
McQuade e Sharp (1997) demonstraram que a estimulag@o elétrica do NDR produz
aumento na liberagdo de 5-HT preferencialmente no cortex frontal, estriado, globo
palido e hipocampo ventral, enquanto a estimulagao elétrica do NMR produz aumento
na liberacao de 5-HT, principalmente no hipocampo dorsal e ventral e septo medial.

A 5-HT produz seus efeitos através de uma variedade de receptores de
membrana (HOYER; HANNON; MARTIN, 2002), que podem estar associados a
respostas fisiologicas especificas que variam com a modulacdo da atividade neuronal e
liberacdo de neurotransmissores promovendo alteracdes comportamentais (BARNES;
SHARP, 1999).

Os receptores serotoninérgicos estdo distribuidos em 7 familias (5-HT).),
compreendendo um total de 14 subtipos de receptores distintos estruturalmente e
farmacologicamente. Os receptores pertencentes a familia 5-HT; sdo dispostos nos
subtipos 1A, 1B (D), 1D, 1E e 1F (HOYER et al., 1994; BARNES; SHARP, 1999). A
liberacao de 5-HT, ¢é regulada por receptores 5-HTa € 5-HT5/1p (ADELL; CELADA;
ARTIGAS, 2001).

Os receptores 5-HT 5 estdo localizados no soma e dendritos de neurénios dos
nucleos da rafe, sendo denominados, auto-receptores somatodendriticos. Estes auto-
receptores sdo inibitorios, regulando a taxa de disparos de neurdnios serotoninérgicos
e controlando a atividade da neurotransmissdo serotoninérgica cerebral
(CORRADETTI et al., 1996). Os receptores 5-HT ;o também estdo presentes pos-
sinapticamente em estruturas do sistema limbico, sendo excitatérios (DONG; DE
MONTIGNY; BLIER, 1997; 1998).

Da mesma forma que os receptores 5-HTja, os receptores 5-HT;p, estdo
localizados nos NMR e NDR do cérebro de roedores e sdo inibitérios, regulando

negativamente a liberacdo de 5-HT, porém localizam-se nas terminagdes nervosas



serotoninérgicas. Os receptores 5-HTp sdo equivalentes aos 5-HT;p encontrados em
humanos (HOYER et al., 1994; BARNES; SHARP, 1999). Além disso, a inibi¢do
mediada por receptores 5-HTp;p ¢ mais significativa no NMR do que no NDR
(ADELL; CELADA; ARTIGAS, 2001; LECHIN; VAN DER DIJS; HERNANDEZ-
ADRIAN, 2006). Porém, os receptores 5-HT; parecem ser os principais envolvidos
na via ascendente para o hipocampo, a partir do NMR (GRAEFF et al., 1995).

De acordo com a teoria de Deakin e Graeff (1991), diferentes vias
serotoninérgicas e subtipos de receptores modulam os substratos neurais de depressao,
panico ¢ ansiedade generalizada. As vias ascendentes serotoninérgicas que se originam
do NDR e inervam principalmente amidala e cortex frontal facilitam comportamentos
de defesa ao estresse condicionado agudo, que se expressam em resposta a estimulos
aversivos potenciais ou distais, como a esquiva inibitoria. Por outro lado, vias
serotoninérgicas que se originam do NDR e inervam principalmente o mesencéfalo
dorsal inibem a fuga ativa ou luta que se expressam em resposta a perigos proximais.
Disfungdes nestas vias ascendentes serotoninérgicas podem gerar ansiedade
generalizada ou péanico, respectivamente. Dessa forma, a liberacdo de 5-HT em
terminais nervosos que chegam a amidala, vindos do NDR, promove aumento da
ansiedade aprendida, enquanto a liberagdo de 5-HT de terminais que partem do NDR ¢
inervam o mesencéfalo dorsal inibe o0 medo incondicionado (pénico).

As vias que se originam do NMR e inervam principalmente o hipocampo
promovem resisténcia ao estresse incondicionado cronico, através da desconexao entre
processos psicobioldgicos agradaveis e eventos aversivos, levando o animal ou
individuo a levar uma vida normal apesar da adversidade persistente, e a depressdo
patologica sobrevém quando este mecanismo falha e a liberacdo de 5-HT no

hipocampo se encontra prejudicada (DEAKIN; GRAEFF, 1991).



A administracdo sistémica de agonistas seletivos 5-HT 5 como o 8-OHDPAT,
promove a ativagdo de auto-receptores inibitérios, reduzindo os disparos dos
neurdnios dos nucleos da rafe e conseqiientemente, a liberagdo de 5-HT nas areas de
projecio (HERVAS et al., 1998). Em contrapartida, a administragdo sistémica de
antagonistas seletivos de receptores 5-HT;a, aumenta os disparos dos neurdnios da
rafe e a liberagdo de 5-HT (FORNAL et al., 1999; HAJOS et al., 2001).

Na literatura ¢ descrito que agonistas seletivos 5-HT;a, quando administrados
sistemicamente expressam atividade ansiolitica e antidepressiva por agirem em
receptores pré e pos-sindpticos, respectivamente. Quando testado em condigdes
idénticas, o 8-OHDPAT ¢ significativamente mais potente em modelos de ansiedade
em comparagdo a modelos antidepressivos (DE VRY et al., 2004). O envolvimento
destes receptores é claramente demonstrado em estudos com antagonistas seletivos 5-
HTa (FLETCHER et al., 1996).

Os inibidores seletivos de recaptacdo de 5-HT (ISRS) sdo as drogas mais
prescritas atualmente em muitos paises, ¢ da mesma forma que as demais classes de
medicamentos antidepressivos, requerem um tempo de pelo menos duas semanas para
o inicio do efeito terapéutico (ARTIGAS et al., 1996). No inicio do tratamento com
ISRS, a estimulac¢do dos auto-receptores SHT s, produz uma reducdo na liberagdo de
5-HT nos terminais de projecdo e esse mecanismo tem sido implicado como uma das
causas do retardo no inicio de agdo terapéutica destas drogas (STHAL, 1998;
ARTIGAS et al., 2001). Entretanto, quando o tratamento ¢ continuado ha uma
restauracdo nesta liberacdo (ARTIGAS et al., 1996). A fim de acelerar o inicio do
efeito antidepressivo, diversos autores tém sugerido a utilizacdo concomitante de
drogas bloqueadoras dos auto-receptores inibitdrios 5-HT4 na tentativa de elevar, de

forma mais precoce, os niveis de 5-HT nas regidoes prosencefalicas. Neste sentido,



desde 1994, o ligante de B-adrenoreceptor e de receptor 5-HT; /18, pindolol, tem sido
empregado clinicamente para esse fim (ARTIGAS et al., 2001).

Estudos clinicos mostram que o pindolol reduz o tempo necessario para o
aparecimento do efeito terapéutico e melhora a resposta em pacientes resistentes a
antidepressivos (BLIER; BERGERON, 1995). Isso ocorre devido a potencializagdo da
neurotransmissao serotoninérgica.

Em camundongos submetidos ao teste do nado for¢ado (TNF), o pindolol
facilita o efeito anti-imobilidade/antidepressivo dos ISRS, fluoxetina, citalopram e
fluvoxamina, mas nao do antidepressivo triciclico, imipramina ou do inibidor de
recaptagdo de noradrenalina, maprotilina (REDROBE; MacSWEENEY; BOURIN,
1996). A administracdo sist€émica ou intra-NDR do antagonista seletivo 5-HTj4,
Way 0635, também potencializa o aumento da liberagdo de 5-HT promovido por ISRS,
em estudos de microdialise (HIORTH; BENGTSSON; MILANO, 1996; ROMERO;
HERVAS; ARTIGAS, 1996).

O TNF ¢é um teste comportamental freqiientemente usado para avaliar o
potencial e a eficicia de drogas antidepressivas em camundongos ou ratos
(PORSOLT; BERIN; JALFRE, 1977; PORSOLT et al., 1978). Drogas antidepressivas
reduzem o tempo de imobilidade no TNF sem aumentar a atividade locomotora no
teste de campo aberto (TCA) (PORSOLT et al., 1979; LUCKI, 1997).

O modelo do nado for¢ado produz altera¢des nos niveis de 5-HT extracelulares
em regides especificas do cérebro, ja que técnicas de microdialise in vivo mostram
aumento nos niveis de 5-HT no estriado e redugdo de 5-HT na amidala e no septo
lateral de ratos expostos ao teste por 30 minutos. Essas distintas alteragdes nos niveis
extracelulares de 5-HT podem estar mostrando alteracdes fisiologicas produzidas pelo
teste, ou seja, o aumento de 5-HT extracelular detectado no estriado pode ser resultado

de um componente locomotor, enquanto a sua redu¢do na amidala e septo lateral, pode



estar relacionada com o “estado funcional depressivo” produzido fisiologicamente
pelo teste, refletindo especificamente, um componente emocional do nado forgado
(KIRBY; ALLEN; LUCKI, 1995).

Em pesquisas relacionadas a eficacia de fitoterapicos, inimeras plantas
medicinais tém demonstrado efeitos significativos sobre o sistema nervoso central
(SNC), tais como o Ginkgo biloba, Piper methysticum (Kava-kava), Valeriana
officinalis e o Hypericum perforatum (Erva de Sdo Jodo) que podem fornecer
alternativas terapéuticas para o tratamento da doenga de Alzheimer, ansiedade, insonia
e depressao, respectivamente (CARLINI, 2003).

O consumo de diferentes plantas com fins medicinais cresce a cada ano em
todo o mundo. Apesar disso, pesquisas que comprovem cientificamente suas
propriedades farmacologicas e verifiquem sua toxicidade, visando o uso seguro € o
controle da sua comercializacdo por 6rgdos oficiais, ainda sdo precarios (VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Embora o Brasil possua uma extensa e diversificada flora que representa,
aproximadamente, um ter¢o do total mundial, ele ndo se destaca no mercado de
fitoterapicos (YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001).

A Kielmeyera coriacea, ¢ uma planta encontrada no cerrado brasileiro
pertencente a familia Clusiaceae, a mesma do Hypericum perforatum. Estudos pré-
clinicos e clinicos tém demonstrado atividade antidepressiva para o H. perforatum,
comparavel a de antidepressivos clinicamente estabelecidos (DE VRY et al., 1999;
BRENNER et al., 2000).

O extrato hidroetanolico (EH) e a fracdo semi-purificada diclorometano (DcM)
obtidas de caule, mas ndo de folhas de Kielmeyera coriacea, mostraram efeito anti-
imobilidade em ratos submetidos ao TNF, da mesma forma que compostos

antidepressivos (AUDI et al., 2002; MARTINS et al., 2004), sugerindo que os



constituintes quimicos existentes na fragdo semi-purificada possam ser os mesmos
responsaveis pelo efeito anti-imobilidade observado com o EH de caule de Kielmeyera
coriacea (MARTINS et al., 2006). O tratamento associado de ligantes de receptores
serotoninérgicos microinjetados no NDR de ratos tratados sistemicamente com o EH
ou com a fragdo DcM de caule de Kielmeyera coriacea mostra interacdo entre extrato
ou fracdo e os ligantes serotoninérgicos, sugerindo envolvimento da neurotransmissao
serotoninérgica no efeito anti-imobilidade observado no TNF (GOULART et al.,
2007; OTOBONE et al., 2007). Em adicdo, o EH de caule de Kielmeyera coriacea
produz inibi¢io de recaptagdo sinaptossomal de [*H] 5-HT, [°H] noradrenalina (NA) e
[*H] dopamina (DA) dependente da concentragdo, com atividade preferencial sobre a
5-HT (GOULART et al., 2007). A inibicdo da recaptacdo destes neurotransmissores ¢
um mecanismo de a¢cdo comum a muitos compostos antidepressivos.

A investigacdo fitoquimica do EH de folhas e caule de Kielmeyera coriacea
resultou no isolamento ¢ identificagdo de dez xantonas, dois triterpenos e um bifenil, e
revelou a existéncia de diferengas quimicas entre estas partes da planta. Dentre estas
diferencas a de maior destaque foi a presenga das xantonas 1,3,7-trihidroxi-2-(3-
metilbut-2-enil)-xantona (Figura 1) e 1,3,5-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona,
encontradas apenas no caule ¢ ndo nas folhas (CORTEZ et al., 1998). Isso sugere que
existe uma estreita relagdo entre a atividade anti-imobilidade observada para o EH ¢
para a fracdo DcM de caule da Kielmeyera coriacea e a presenca de xantonas na sua

constituigao.
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Figura 1: 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona

Extraido de Cortez et al., 1998

A microinjecdo da 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona ou de
antagonistas 5-HT;x (Wayioes3s ou pindolol) no NDR, ndo alteram o tempo de
imobilidade em ratos submetidos ao TNF. No entanto, o tratamento associado com
antagonistas de receptores 5-HT 4 (Wayigos3s ou pindolol) e a mesma xantona reduziu
significativamente o tempo de imobilidade, mostrando interagdo entre os compostos
(MARTINS, 2005).

A xantona sintética [(R, S)-2-N-(6-cloro-2-xantonemetil)-amino-1-propanol]
exerce efeito anti-imobilidade no TNF, reduz a atividade locomotora no TCA, e
produz efeito anticonvulsivante no teste de convulsdo induzido por picrotoxina
(JASTRZEBSKA-WIESED et al.,, 2003). Outros estudos mostram que derivados
hidroxilados sintéticos de xantona (OHISHI et al., 2000) e xantonas obtidas da
Gentiana kochiana, uma planta utilizada popularmente para auxiliar na digestdo e
estimular o apetite (TOMIC et al., 2005), possuem a capacidade de inibir a enzima
monoamina oxidase (MAQ), mecanismo conhecido de uma classe de antidepressivos
(inibidores da MAQ), o que possibilita estabelecer uma relagdo entre xantonas e

potencial de atividade antidepressiva.



A grande diversidade de constituintes presentes nas plantas medicinais permite
que sua utilizagdo ndo se limite apenas como fonte natural de farmaco, mas também
como fonte de matéria-prima para obtencdo de substancias ativas isoladas ou de
moléculas prototipo para desenvolvimento de farmacos (YUNES; PEDROSA;
CECHINEL FILHO, 2001).

Existe no Brasil uma predominancia de estudos realizados com extratos
vegetais brutos ou fragdes obtidas de plantas medicinais (fitoterapicos), porém
trabalhos envolvendo atividade farmacoldgica e toxicoldgica de principios ativos
puros sdo ainda pouco representativos (PINTO et al., 2002). No entanto, o uso de
substancias puras proporciona vantagens em relacdo aos produtos de composi¢do
complexa como composicdo quimica conhecida e auséncia de qualquer outra
substancia ativa além daquela determinada, facilitando o controle da qualidade.

Reconhecida a importancia dos receptores 5-HT;p do NMR e seu
envolvimento na etiologia, expressdo e tratamento da depressdo, o presente estudo
buscou determinar o envolvimento dos neurénios do NMR de ratos na modulagdo da
imobilidade produzida no TNF e atividade locomotora no TCA, através da
microinje¢do intra-NMR de ligantes serotoninérgicos, e verificar o efeito da 1,3,7-
trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona microinjetada intra-NMR e sua interagdo com

ligantes especificos 5-HT 4, em ratos submetidos aos mesmos testes comportamentais.



OBJETIVOS

1- Verificar o envolvimento dos neurdnios serotoninérgicos do NMR na
modulagdo da imobilidade produzida no TNF e da atividade locomotora observada no
TCA, através da microinje¢@o intra-NMR do agonista seletivo 5-HT;4, 8-OHDPAT, e
do antagonista seletivo 5-HT; 5, Way o635, € de sua associagdo, em ratos.

2-  Verificar o efeito da 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona
microinjetada intra-NMR, e sua interagdo com os ligantes de receptores SHTx,
Wayi00635 € 8 —-OHDPAT, em ratos submetidos aos testes comportamentais do nado

forgado e campo aberto.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta da planta
A Kielmeyera coriacea, foi coletada na regido de Mogi Guagu (S.P.) em julho
de 1999. Uma amostra da espécie estd depositada no herbario do Instituto Botanico do

estado de Sao Paulo sob n°® SP 298463.

3.2 Obtencao do EH e fracionamento

O caule de Kielmeyera coriacea foi exaustivamente extraido com etanol/agua
(9:1) a temperatura ambiente durante 7 dias. O solvente foi evaporado em
evaporadores rotativos a pressdo reduzida e apods, o extrato foi liofilizado e
armazenado em freezer. O EH foi fracionado em cromatografia de coluna a vacuo,
obtendo-se seis fragdes, que também foram liofilizadas apds a eliminagdo do solvente
organico em evaporador rotatério. As fragdes ativas foram analisadas em
cromatografia de camada delgada e fracionadas por cromatografia em gel de
SEPHADEX® LH-20 utilizando-se como fase mével sistemas isocraticos (CORTEZ et

al., 1998).

3.3 Isolamento e identificacdo da 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-
xantona

A 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona foi isolada através de
cromatografia liquida em coluna de fase reversa. Também foi identificada por métodos
espectrométricos através da analise dos espectros e por comparagdo com os dados da

literatura (CORTEZ et al., 1998).



3.4 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 230-250 g, agrupados em
4 animais por caixa, com livre acesso a dgua e ragao. Os animais foram mantidos em
um biotério com temperatura controlada a 23°C + 1°C com ciclo claro/escuro de 12 h
(7:00-19:00 hs).

Os experimentos foram realizados apods aprovagdo pelo Comité de Etica
Experimental Animal da Universidade Estadual de Maringa (Parecer n° 041/2004-

CEEA).

3.5 Drogas utilizadas

R(+)-8-hidroxi-dipropilaminotetralina Hidrobrometo (8-OHDPAT), Sigma-
RBI (Research Biochemicals International): agonista seletivo de receptor 5-HTia
solubilizado em salina estéril.

N-[2-(4[2-Metoxifenil } -1 Piperazinil) etil]-N-2-
piridinilciclohexanecarboxamida) (Wayjgee3s), Sigma-RBI (Research Biochemicals
International): antagonista seletivo de receptor 5-HT;4 solubilizado em salina estéril.

1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona, (xantona), obtida a partir do EH
de caule de Kielmeyera coriacea solubilizada em salina estéril contendo tween 80 a

2% (veiculo).

3.6 Procedimento cirtrgico

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotdxica para implantagdo de
canulas (15 x 0.6 mm), de acordo com os parametros, previamente calculados a partir
do Atlas de Paxinos e Watson (2005).

Apos os ratos serem devidamente anestesiados com quetamina (70 mg/kg) e

xilazina (12 mg/kg) por via intramuscular, foi realizado a tricotomia na regido da



cabeca, e entdo os animais foram posicionados no aparelho estereotaxico. A assepsia e
a administragdo do anestésico local, cloridrato de lidocaina subcutaneamente (1
ml/kg), foram realizadas na cabega do rato. Apos inicio da agdo do anestésico local, o
escalpo foi cortado com auxilio de uma tesoura. As bordas do corte cirtrgico foram
mantidas abertas deixando a mostra o crdnio do animal com os pontos de referéncia
(bregma e lambda). Por fim, foi marcado com uma lapiseira de ponta fina a regido
onde o cranio deveria ser perfurado e, com o auxilio de uma broca odontolégica em
baixa velocidade, foi realizada a perfuragao usando as seguintes coordenadas, a partir
do bregma, de acordo com o atlas de Paxinos ¢ Watson (2005): antero-posterior = -7,6
mm, dorso-ventral = 6,9 mm e médio-lateral = 2,9 mm, com um angulo de 22°. A
canula foi entdo implantada lentamente mantendo-se 2,0 mm acima do ponto de
microinjecdo desejado, o NMR, e fixada ao cranio do animal por meio de uma resina
acrilica (JET) que cobre toda a area aberta. Para que a resina se fixasse e ndo se
desprendesse durante o periodo de recuperagdo antes dos testes (5 a 6 dias), foi
perfurado um ponto para insercdo de um parafuso 6ptico do lado oposto ao ponto de
insercao da canula-guia. A canula-guia foi selada com um fio de ago inox de mesmo
comprimento, para protegé-la de obstrucdo, que s6 foi retirado no momento da

microinje¢do durante a sessdo experimental.



Figura 2: Cirurgia estereotaxica

Finalmente, foi administrado profilaticamente, como cuidado pos-operatorio,
0,3 ml de pentabittico veterinario refor¢ado (uma associagdo com cinco antibioticos

de amplo espectro), por via intramuscular.

3.7 Microinjecio no NMR

As microinjegdes foram realizadas com o auxilio de uma agulha Mizzy (17
mm) conectada a uma microseringa Hamilton de 10 pl por meio de um tubo de
polietileno (PE-10), cinco ou seis dias apds a cirurgia. A agulha foi introduzida no
interior da canula-guia ultrapassando 2,0 mm desta, a fim de atingir o NMR. Com o
auxilio de uma bomba de infusdo, as microinje¢des foram realizadas em tempo e
volume constantes (0,25u1/30s), permanecendo a agulha por 30 s adicionais no sitio
intra-encefalico, para evitar refluxo da solugdo injetada e permitir uma melhor difusdo
da droga. Os animais receberam sempre duas microinjegdes, com intervalo de tempo
entre elas de 10 min. O tempo entre a ultima injecdo e os testes comportamentais
também foi de 10 min.

Assim, para a realizagdo da curva dose-efeito, o esquema de administragdo foi:



- salina + veiculo (controle)

- 8-OHDPAT (0,2; 0,4; 0,6; 1,2; 2,5; 5,0 ug) + veiculo
- Way 0635 (0,1; 0,2; 0,4; 1,2; 2,5; 5,0 ug) + veiculo

- salina + xantona (0,1; 0,2 ou 0,3 ng)

Para o tratamento associado de drogas:

- salina + veiculo (controle)

- 8-OHDPAT 5,0 pg + veiculo (8-OHDPAT 5,0 nug)

- Way 0635 2,5 ou 5,0 pug + veiculo (Wayigos35 2,5 ou 5,0 ug)
- salina + xantona 0,2 ou 0,3 ng (xantona 0,2 ou 0,3 ng)
- Way0635 2,5 ou 5,0 pg + 8-OHDPAT 5.0 pg

- Way 0635 2,5 ou 5,0 pug + xantona 0,2 ng

- 8-OHDPAT 5,0 ug + xantona 0,3 ng

3.8 Testes Comportamentais

3.8.1 Teste do nado forcado (TNF)

No quinto e sexto dias ap6s a cirurgia, os ratos foram individualmente forcados
a nadar em um recipiente cilindrico aberto (didmetro 30 cm, altura 60 cm), contendo
45 cm de agua a temperatura controlada (25 + 1°C). O teste empregado foi
essencialmente similar aquele descrito por Porsolt e colaboradores (1978), exceto pelo
nivel de agua. O nivel de agua foi aumentado (45 cm) a fim de aumentar a
sensibilidade do teste. Com esta modificacdo, os animais ndo tocam suas caudas no
fundo do cilindro. Este procedimento é consistente com a pratica de outros autores
(DETKE; LUCKI, 1996), e ¢ considerado o método atualmente padronizado. Os
animais foram expostos a um pré-teste por 15 min, 24 h antes do teste do nado (5 min).
O teste do nado foi gravado durante os 5 min para posterior medida do tempo de

imobilidade observada pelo experimentador. Neste teste, cada animal é considerado



imoével quando ele para de nadar e permanece flutuando, fazendo somente movimentos
suficientes necessarios para manter sua cabeca acima da dgua. Apds o teste os animais

foram removidos da agua, secados, e colocados nas gaiolas.

Figura 3: Teste do nado for¢cado

3.8.2 Teste do campo aberto (TCA)

E complementar ao TNF e avalia a atividade locomotora diferenciando efeito
psicoestimulante de antidepressivo.

No quinto ou sexto dia apds a cirurgia, os animais foram colocados
individualmente no aparato do TCA, que consiste em uma caixa de madeira (100 X
100 cm) com 40 cm de altura, dividido em 25 quadrados idénticos. Durante um
periodo de 5 min, o nimero de quadrados visitados (quatro patas colocadas no mesmo
quadrado) foi contado para a avaliagdo da atividade locomotora. Duas luzes
fluorescentes forneceram iluminagdo aérea difusa (200 lux no nivel da arena) (Royce,
1977).

Os animais utilizados no TCA foram diferentes dos utilizados no TNF, ja que o
TNF ¢ considerado um modelo estressor produzindo alteragdes neuroquimicas e
neuroenddcrinas, principalmente quanto a neurotransmissao serotoninérgica (KIRBY;

ALLEN; LUCKI, 1995), podendo vir a interferir nos resultados de locomogao.



3.9 Analise histoldgica

Para verificar a posicdo exata da canula no animal, apdés o término dos
experimentos, os animais foram anestesiados com tiopental e posteriormente
sacrificados com éter, para realizacdo da perfusdo transcardiaca com solucdo salina,
seguida de formol 10%. Os encéfalos foram retirados e mantidos em formol 10% por
cerca de 5 dias. Apos este periodo, foram congelados e entdo foram realizadas sec¢des
coronais de 50 um de espessura, com o auxilio de um micrétomo de congelamento. Os
cortes foram preparados em laminas de microscopia previamente gelatinizadas, e
posteriormente foram corados com vermelho neutro para visualizagdo em microscopio
optico do local da microinje¢ao. SO foram considerados, na analise estatistica, ratos
nos quais a agulha de microinje¢do estava localizada dentro do NMR (PAXINOS;

WATSON, 2005).

Figura 4: Localizag¢do da agulha de microinjecdo intra-NMR de ratos

3.10 Anailise estatistica
Os resultados foram apresentados como média + EPM. Nos estudos da curva

dose-efeito dos ligantes 5-HT; A e da xantona, a analise estatistica foi realizada através



de ANOVA de um fator seguida pelo teste de Dunnett, utilizando o programa
GraphPad Prism versao 4,0.

No estudo das associagdes entre ligantes e dos ligantes com a xantona, a analise
estatistica foi realizada através de ANOVA de dois fatores, onde foram observados o
fator 1 (primeira microinje¢do), fator 2 (segunda microinjecdo) e a interacdo entre eles.
Quando obtido um valor de F significativo, foi realizado a comparagao entre os grupos
através do teste de contraste. As diferencas significativas obtidas pelo teste de
contraste foram indicadas através de simbolos nas tabelas. Os dados foram analisados
com o auxilio do programa Statistica 7,0. Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos para valores de p<0,05.

4. RESULTADOS

4.1 Efeito da microinjecio intra-NMR de ligantes 5-HT54 ou de xantona
em ratos submetidos ao TNF e TCA.

A tabela 1 mostra os resultados obtidos com a microinje¢do intra-NMR
(0,25ul/30seg) de salina, agonista seletivo de receptores 5-HT 4, 8-OHDPAT (0,2; 0,4;
0,6; 1,2; 2,5 e 5,0 nug), antagonista seletivo de receptores 5-HTa, Wayioos3s (0,1; 0,2;
0,4; 1,2; 2,5 e 5,0 pg) seguidos de veiculo ou salina seguida de xantona (0,1; 0,2 ou 0,3
ng), para avaliagdo do tempo de imobilidade no TNF ou para verificagcdo do numero de
cruzamentos no TCA.

ANOVA de um fator seguida pelo teste de Dunnett, mostrou que a
microinje¢do de 8-OHDPAT, na dose de 5,0 pg aumentou [Fe9) =3,721; p<0,01] o

tempo de imobilidade, enquanto a microinjecdo de Wayjops3s, na dose de 2,5 pg



[Fe63= 3,910); p<0,01], e de xantona na dose de 0,3 ng [F33= 9,463; p<0,001],
reduziram o tempo de imobilidade quando comparados ao grupo controle (*p<0,05).
O nuimero de cruzamentos observados no TCA nao foi alterado significativamente com
a microinjecdo de 8-OHDPAT, Way o635 ou xantona [Fs¢5= 2,270; p>0,05], [F 665~
2,842; p>0,05] e [Fi3s= 3,061; p>0,05], respectivamente, comparados ao grupo

controle.

4.2 Efeito da associacio entre Wayigezs € 8-OHDPAT microinjetados
intra-NMR em ratos submetidos ao TNF e TCA.

A tabela 2 mostra os resultados da microinjecdo intra-NMR (0,25ul/30seg) de
veiculo ou do agonista 5-HT;s, 8-OHDPAT 5,0 pg, em ratos pré-tratados com uma
microinjecdo intra-NMR (0,25ul/30seg) de salina, ou do antagonista 5-HTja,

Wayi0635 2,5 ou 5,0 pug e submetidos ao TNF ou TCA.

ANOVA de dois fatores mostrou efeito significativo para a microinje¢ao do
Way 100635 [F(2,63= 8,176; p<0,001], do 8-OHDPAT 5,0 pg [F(1,63= 10,150; p<0,01] e
interagdo significativa para a associagdo Wayioos3s + 8-OHDPAT 5,0 pg [Fo63=
3,717; p<0,05]. O teste de contraste indicou diferenca significativa entre o Wayos3s
2,5 ug e o controle ("p<0,01), e ambas as associa¢des de Way oos3s (2,5 € 5,0 pg) + 8-
OHDPAT 5,0 pg (**p<0,01) foram diferentes de 8-OHDPAT 5,0 pg, mostrando que o
efeito significativo observado para o Way gps3s em ANOVA, corresponde a dose de 2,5
ug e ainda, que ambas as doses de Way o635 interagem significativamente com o 8-
OHDPAT 5,0 ng, revertendo o aumento do tempo de imobilidade promovido pelo
agonista.

Na avaliagdo da atividade locomotora, medida através do ntmero de

cruzamentos no TCA, ANOVA de dois fatores ndo mostrou efeito para as



microinjecdes de Wayioos3s [Fo,60= 1,353; p>0,05] ou 8-OHDPAT 5,0 pg [F(i60=
0,012; p>0,05], porém mostrou interagdo para Wayioos3s + 8-OHDPAT 5,0 ug [F2,60=
4,704; p<0,05]. O teste de contraste indicou diferenga entre a associacdo Wayoos35 5,0
pg + 8-OHDPAT 5,0 pg e 8-OHDAPT 5,0 pg (*p<0,05), mostrando que a associacdo
aumentou o numero de cruzamentos, porém os valores foram semelhantes aos do

grupo controle.

4.3 Efeito da associacio entre Wayjge3s € a dose inefetiva da xantona,
microinjetados intra-NMR de ratos submetidos ao TNF e TCA.

A tabela 3 mostra os resultados da microinjecdo intra-NMR (0,25ul/30seg) de
veiculo ou xantona na dose inefetiva (0,2 ng), em ratos pré-tratados com microinje¢ao
intra-NMR (0,25u1/30seg) de salina ou do antagonista 5-HT;a, Way 00635 nas doses de
2,5 ou 5,0 pug e submetidos ao TNF e TCA.

ANOVA de dois fatores mostrou efeito significativo para a microinje¢do do
Wayi00635 [Fo,60= 10,300; p<0,001], bem como uma interagdo significativa para a
associacdo Wayigoe3s + xantona 0,2 ng [Fpe0= 4,141; p<0,05], porém ndo mostrou
efeito significativo para a xantona 0,2 ng [F(; 60= 0,673; p>0,05]. O teste de contraste
indicou diferenca significativa entre Wayjos3s 2,5 ng e o controle (" p<0,001), e
ambas as associa¢des de Waygoe3s (2,5 € 5,0 pg) + xantona 0,2 ng foram diferentes da
xantona 0,2 ng (**p<0,01), mostrando que o efeito significativo observado para o
Wayi00635 em ANOVA, corresponde a dose de 2,5 pg e ainda, que ambas as doses de
Wayigo3s interagem significativamente com a xantona 0,2 ng, facilitando o
aparecimento do efeito anti-imobilidade.

Na avaliagdo da atividade locomotora, ANOVA de dois fatores mostrou efeito
para a microinje¢do de Wayioos3s [F2,50= 7,634; p<0,01], porém ndo para a xantona

0,2 ng [Fq,59= 0,036; p>0,05], bem como ndo mostrou interagdo para Wayioe3s +



xantona 0,2 ng [Fps09= 0,298; p>0,05]. O teste de contraste indicou diferenga
significativa entre ambas as doses de Way1g0e35 (2,5 € 5,0 pg) e o controle ('p<0,05),
mostrando que o efeito significativo observado em ANOVA, corresponde as duas

doses do antagonista.

4.4 Efeito da associacao entre 8-OHDPAT e a dose efetiva da xantona,
microinjetados intra-MR de ratos submetidos ao TNF e TCA.

A tabela 4 mostra os resultados da microinje¢do intra-NMR (0,25ul/30seg) de
veiculo ou xantona na dose efetiva (0,3 ng), em ratos pré-tratados com microinjecao
intra-NMR (0,25u1/30seg) de 8-OHDPAT (5,0 pg) ou salina, e submetidos ao TNF e
TCA.

ANOVA de dois fatores mostrou um efeito significativo no tempo de
imobilidade para as microinje¢des de 8-OHDPAT 5,0 pg [F(41y= 10,086; p<0,01] e
xantona 0,3 ng [Fq4ny= 17,280; p<0,001)], mas ndo revelou interacdo entre os
compostos [F41= 0,231; p>0,05] no TNF. Na analise do nimero de cruzamentos no
TCA, ANOVA de dois fatores ndo mostrou alteragdo significativa nem para o agonista
[Fa43= 3,849; p>0,05], nem para a xantona [F43= 3,290; p>0,05], bem como ndo

mostrou interagdo entre eles [F43= 1,317; p>0,05].



Tabela 1: Efeito da microinje¢@o intra-NMR de ligantes 5-HT;5 ou de xantona em
ratos submetidos ao TNF e TCA

Tratamento Tempo de imobilidade Numero de
(s) cruzamentos
Controle 179,2+7.9 164,6+10,7

8-OHDPAT (pg)

0,2 195,949,1 172,8+10,3
0,4 185,6+12,9 152,4+12.3
0,6 157,1+12,3 127,6+11,8
1,2 192,5+11,4 136,0+13,1
2,5 164,4£10,2 156,6+12.4
5,0 217,5+9,6* 126,1+11,8
Wayi00635 (L)
0,1 183,3+9,2 145,0+£11,3
0,2 206,3+11,9 132,5+8,8
0,4 196,3+11,3 168,1+7,1
1,2 182,4+13.3 129,5+14.,9
2,5 139,9+11,2%* 133,1+9,7
5,0 189,0+11,8 126,3+8,4
Xantona (ng)
0,1 210,3+11,0 135,6+6,3
0,2 207,249,8 164,5+6,4
0,3 146,849,1* 172,9+10,7

Meédia £ EPM do tempo de imobilidade no TNF e atividade locomotora no TCA, observados
ap6s microinjecdo (0,25u1/30s) de salina, 8-OHDPAT (0,2; 0,4; 0,6; 1,2; 2,5 ou 5,0 ug), Way
100635 (0,15 0,2; 0,4; 1,2; 2,5 ou 5,0 ug) seguidos de veiculo ou salina seguida de xantona (0,1,
0,2 ou 0,3 ng) no NMR de ratos (n = 8-16). *p<0,05 comparado com o controle (teste de
Dunnett).



Tabela 2: Efeito da associacdo entre Wayops35 € 8-OHDPAT microinjetados intra-
NMR em ratos submetidos ao TNF e TCA.

Way 9635 (1) 8-OHDPAT (ug)
0,0 5,0
TNF TCA TNF TCA
0,0 .181,5+9,4 164,6+13,2 225,149,8 126,1+10,9
2,5 139,9 410,27 133,1£13,2 186,7 £10,2*%*  123,0+£13,2
5,0 189,0+12,5 126,2+15,5 1812 +11,1%*  171,3+14,6%

Meédia + EPM do tempo de imobilidade obtido no TNF e nimero de cruzamentos no TCA,
observados apos microinje¢ao intra-NMR (0,2511/30s) de salina ou Way o635 (2,5 ou 5,0 pg)
seguida de veiculo ou 8-OHDPAT (5,0 ug), em ratos (n = 8-16). "'p<0,01 comparado com
Wayg63s 0,0 + 8-OHDPAT 0,0; *p<0,05 e **p<0,01 comparado com Wayjgess 0,0 + 8-
OHDPAT 5,0 pg (teste de contraste).



Tabela 3: Efeito da associagdo entre Wayjpoe3s € a dose inefetiva da xantona,
microinjetados intra-NMR de ratos submetidos ao TNF e TCA.

Way 90635 (12) Xantona (ng)
0,0 0,2
TNF TCA TNF TCA
0,0 185,0+9,6 164,6+10,4 207,2+11,4 164,5+10,0
2,5 133,310,977 133,1+£10,4" 164,5+9,6%*  143,7+10,0
5,0 189,0£12,7 126,2+12,2" 157,9412,0%*  120,7+10,4

Meédia + EPM do tempo de imobilidade obtido no TNF e atividade locomotora no TCA,
observados apos microinje¢do (0,25ul/30s) intra-NMR de salina ou Way o635 (2,5 ou 5,0 pg)

seguido de veiculo ou xantona (0,2 ng), em ratos (n = 8-14). "p<0,05 ¢

i+

p<0,001 comparado

com Way o35 0,0 + xantona 0,0; **p<0,01 comparado com Way o35 0,0 + xantona 0,2 (teste

de contraste).



Tabela 4: Efeito da associagdo entre 8-OHDPAT e a dose efetiva da xantona,

microinjetados intra-NMR de ratos submetidos ao TNF e TCA.

8-OHDPAT (ng)

Xantona (ng)

0,0 0,3
TNF TCA TNF TCA

0,0 186,1£10,3  164,6+12,6 146,8£12,3  172,9+13,2

5,0 225,1£10,0  126,1£10,4 175,6£11,2  162,8+13,2

Média + EPM do tempo de imobilidade obtido no TNF e atividade locomotora no TCA,
observados ap6s microinjecdo intra-NMR (0,25u1/30s) de 8-OHDPAT (5,0 pg) ou salina,
seguido de xantona (0,3 ng) ou veiculo, em ratos (n = 10-16).



5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o envolvimento dos neurdnios serotoninérgicos do
NMR de ratos, através da microinjecdo de ligantes 5-HT;» e da xantona, no
comportamento de imobilidade produzido no teste de estimulo aversivo
incondicionado do nado for¢ado, e na atividade locomotora no TCA.

A microinje¢do intra-NMR do agonista 5-HT;s, 8-OHDPAT, em ratos,
produziu um aumento no tempo de imobilidade no TNF. A administragdo prévia intra-
NMR do antagonista, Wayjgs3s, bloqueou o efeito produzido pelo 8-OHDPAT,
demonstrando que o efeito do agonista foi mediado por receptores 5-HTa
somatodendriticos localizados no NMR.

Nossos resultados estdo de acordo com a literatura, onde a administragdo de 8-
OHDPAT diretamente em auto-receptores 5-HT;4, no NDR ou NMR, inibe a atividade
de neurdnios serotoninérgicos, levando a uma reducgdo na liberacdo de 5-HT em areas
de projecdo (KREISS; LUCKI, 1994; PORTAS et al.,, 1996; MONTI; JANTOS;
MONTI, 2002). No mesmo sentido, a microinjecdo de 8-OHDPAT diretamente no
NMR promove um efeito ansiolitico em ratos submetidos ao teste do labirinto em
cruz-elevado, mediado por receptores 5-HT;a pré-sinapticos (FILE; GONZALEZ;
ANDREWS, 1996; DE ALMEIDA et al., 1998).

A administragdo sistémica do 8-OHDPAT produz efeito anti-imobilidade no
TNF, ou efeito ansiolitico no teste de vocalizacdo ultrassonica, e tratamento prévio
com Wayigesss, bloqueia o efeito do agonista nos dois modelos experimentais
(MOSER; SANGER, 1999; DE VRY et al., 2004), demonstrando que os efeitos do 8-
OHDPAT sao mediados por receptores 5-HT;54 pos e pré-sinapticos, respectivamente

(DE VRY, 1995).



O 8-OHDPAT microinjetado intra-NDR também aumentou o tempo de
imobilidade de ratos no TNF (MARTINS, 2005). Porém, a dose efetiva do agonista 5-
HT; s administrada no NMR (5,0 pg), foi 16,6 vezes maior do que no NDR (0,3 pg) no
TNF. Nossos resultados estdo de acordo com a afirmagdo de que a inibicdo mediada
por agonistas seletivos em receptores SHT 5 € claramente mais potente em neurdnios
serotoninérgicos do NDR do que no NMR (LECHIN; VAN DER DIJS;
HERNANDEZ-ADRIAN, 2006).

A 1inibigdo nos disparos neuronais promovida pela administragdo sistémica de
agonistas de receptores 5-HT 5 parece ser mais significativa em regides inervadas pelo
NDR (cortex frontal e estriado), do que pelo NMR (hipocampo dorsal e ventral)
(CASANOVAS; LESOURD; ARTIGAS, 1997). A administragdo sistémica do ISRS,
fluoxetina, também aumenta a produ¢do de 5-HT nos nticleos da rafe e reduz sua
liberacdo de forma mais pronunciada no cortex frontal e estriado, em comparagao ao
hipocampo dorsal (HERVAS; ARTIGAS, 1998). Esta maior sensibilidade de auto-
receptores no NDR pode ser devido a maior quantidade (5 vezes) de neurénios
serotoninérgicos (WEISSMANN-NANOPOULOS et al., 1985 apud LECHIN; VAN
DER DIJS; HERNANDEZ-ADRIAN, 2006).

Beck e colaboradores (2004) mostraram que neurdnios ndo serotoninérgicos
apresentam caracteristicas similares aos serotoninérgicos no NDR enquanto que no
NMR, esta semelhanga nao ocorre, e ainda, que a resposta mediada por receptores 5-
HT;a estd presente nos dois tipos de neurénios do NDR e somente em neurdnios
serotoninérgicos do NMR. Assim, a resposta mediada por ligantes 5-HTa
microinjetados intra-NMR demonstra maior especificidade serotoninérgica do que a
mediada pela microinje¢do intra-NDR.

O aumento no tempo de imobilidade promovido pela microinjecdo de 8-

OHDPAT intra-NMR ou NDR, indica que neurdnios serotoninérgicos destas regides



estdo seletivamente envolvidos na modulacdo do comportamento de “desespero
comportamental”, caracterizado pela postura de imobilidade dos animais no TNF.

O NMR envia projecdes para diferentes areas do sistema limbico, incluindo o
hipocampo dorsal, que estd particularmente implicado na mediacdo de
comportamentos defensivos desencadeados em situacdes de estresse cronico
(DEAKIN; GRAEFF, 1991), como o comportamento de imobilidade no TNF.

Considerando que a depressdo estd relacionada a reducdo da 5-HT em areas
cerebrais inervadas por vias neuronais serotoninérgicas oriundas do NMR (DEAKIN;
GRAEFF, 1991), o aumento no tempo de imobilidade no TNF observado apds a
microinjecdo de 8-OHDPAT diretamente no NMR, sugere reducdo da disponibilidade
e atividade de 5-HT sobre estruturas relacionadas a depressdo, como o hipocampo
dorsal.

O antagonista Way gge35, microinjetado intra-NMR, produziu uma diminui¢ao
no tempo de imobilidade em ratos submetidos ao TNF, provavelmente devido ao
bloqueio dos auto-receptores inibitorios somatodendriticos 5-HT;s e conseqliente
aumento na concentracdo de 5-HT em regides pos-sindpticas. Embora o Waygs35 seja
considerado um antagonista puro, desprovido de atividade intrinseca (FLETCHER et
al.,, 1996), em nosso estudo, o TNF foi sensivel para detectar o efeito da sua
administracdo intra-NMR. Este resultado esta de acordo com um grande numero de
evidéncias que tém demonstrado que o Wayjoes pode aumentar os disparos de
neuronios serotoninérgicos (FORNAL et al., 1996; BJORVATN et al., 2000; HAJOS
et al,, 2001) e a liberagdo de 5-HT nos terminais prosencefalicos (DUDLEY;
DINARDO; GLASS, 1999).

Santos e colaboradores (2005) mostraram que a inje¢do intra-NMR de
Way 00635, facilita a esquiva inibitoria, indicativo de efeito ansiogénico, no teste do

labirinto em T elevado. Além disso, o antagonista Way o635, quando administrado por



via subcutinea, apresentou uma tendéncia em aumentar o tempo de imobilidade de
ratos submetidos ao TNF (MOSER; SANGER, 1999) provavelmente por bloquear
receptores 5-HT 4 pds-sinapticos.

Antagonistas de auto-receptores 5-HT;s tém sido comumente utilizados na
tentativa de acelerar o inicio do efeito clinico na terapia antidepressiva, ja que drogas
como ISRS agem inicialmente, estimulando estes auto-receptores inibitérios SHT;A €
reduzindo a liberacdo de 5-HT nos terminais de projecdo (ARTIGAS et al., 2001).

Cousins ¢ Seiden (2000) relataram que, enquanto doses mais baixas do
antagonista Wayoos35 agem facilitando o aparecimento do efeito da dose sub-efetiva de
fluoxetina, a administracdo sistémica de altas doses do antagonista, atenua seu efeito
antidepressivo, sugerindo que o aumento excessivo nos niveis de 5-HT provocado pelo
produzida pela fluoxetina, se sobrepde a acdo do antagonista, reduzindo os disparos
neuronais, Dessa forma, o aumento excessivo nos niveis de 5-HT, bloqueia os disparos
neuronais serotoninérgicos, reduzindo a liberacdo de 5-HT. Isto estd de acordo com
outros autores que afirmam que a ativacdo excessiva dos auto-receptores 5-HTa
resulta na reducdo da liberagdo de 5-HT nas projecdes neuronais (RUETER;
FORNAL; JACOBS, 1997, apud BLIER; WARD, 2003).

Nossos resultados mostraram um padrdo similar, onde a microinje¢do intra-
NMR de Wayips3s, produziu efeito anti-imobilidade com a dose intermediaria (2,5
pg), mas ndo com a dose mais alta (5,0 pg), ndo apresentando uma relacdo dose-
resposta linear, sugerindo que na maior dose, 0 aumento excessivo nos niveis de 5-HT
no NMR, interferiu na detecgdo do efeito no TNF.

Assim como observado com o Waygoe3s, @ microinjecdo da xantona reduziu o
tempo de imobilidade de ratos submetidos ao TNF, e sua dose inefetiva, interagiu com

o Way 00635, onde o antagonista permitiu o aparecimento do efeito anti-imobilidade. A



interagcdo observada reforca a idéia de que o bloqueio dos auto-receptores inibitorios
desencadeou um aumento na neurotransmissdo serotoninégica e na liberagdo de 5-HT
nas areas de projecdo, refletindo em um efeito bioldgico e sugere que a xantona esta
agindo como antagonista 5-HT4.

A associacdo da microinjecdo prévia do agonista 5-HT;5, 8-OHDPAT 5,0 pg,
com a xantona 0,3 ng, intra-NMR, anulou os efeitos produzidos por cada um dos
compostos no TNF, porém nao houve interagdo estatistica entre eles, o que sugere que
a hiperpolarizagao dos neurdnios serotoninérgicos produzida pela microinjecdo prévia
do agonista, ndo foi revertida pela xantona, a um nivel detectavel no TNF.

No TCA, ANOVA de um fator ndo mostrou alteracdo na atividade locomotora
para nenhum dos tratamentos. Nossos resultados estdo de acordo com outros que
mostram que a microinjecdo de 8-OHDPAT ou Wayigps3s no NMR ndo produziram
efeito sobre a atividade locomotora de ratos submetidos ao mesmo teste (SANTOS;
ANDRADE; ZANGROSSI, 2005). Entretanto, muitos trabalhos mostram que
microinjecao de 8-OHDPAT no NMR de ratos produziram hiperatividade (HIGGINS;
ELLIOTT, 1991; AVANZI; BRANDAO, 2001; FUNK et al., 2005). Shim e
colaboradores (1997) mostraram que a microinjecao do agonista 8-OHDPAT no NMR,
promoveu uma alta inibi¢cdo na liberacdo de 5-HT hipocampal, porém ndo promoveu
aumento significativo na atividade locomotora, afirmando que células serotoninérgicas
deste nucleo devem exercer pouca influéncia sobre a locomog¢ao. Enquanto o NDR
inerva estruturas principalmente relacionadas com atividade motora como, por
exemplo, os ganglios da base, 0o NMR inerva preferencialmente regides limbicas como
septo medial e hipocampo (McQUADE; SHARP, 1997).

No entanto, nos estudos de associa¢do, detectamos interacdo, onde a
microinjecdo de Wayjpoess 5,0 ug + 8-OHDPAT 5,0 ug aumentou a locomogdo

comparada aos compostos isolados, retornando aos valores de controle. Ainda, no



estudo da associagdo do Wayjgpe3s + xantona houve uma diminui¢do da atividade
locomotora para a microinjecdo do Wayigs3s nas duas doses. A detecgdo de efeito
provavelmente se deve a uma maior sensibilidade do teste estatistico utilizado nos
estudos de associacao.

Segundo Lechin e colaboradores (2006), axdnios serotoninérgicos do NDR
estimulam neurénios dopaminérgicos que por sua vez promovem liberacdo de DA a
nivel estriatal, produzindo hipermotilidade. Axdnios serotoninérgicos do NMR
estimulam neurdnios dopaminérgicos da area tegmental ventral que chegam ao cortex
frontal, que por sua vez promovem inibi¢ao na liberacdo de DA no estriado através de
axonios glutamatérgicos cortico-estriatal. Nossos resultados sugerem que o bloqueio
de receptores inibitorios 5-HT ;4 pelo Waygge35, promoveu um aumento de 5-HT no
NMR e provavelmente modulou os niveis de DA no cortex frontal resultando na
hipolocomog¢do dos animais, apesar do efeito do Wayjgess nao ter sido
estatisticamente significativo no estudo de associagcdo com o 8-OHDPAT.

Diante destes resultados podemos observar que os neurénios do NMR estao
envolvidos na modulagdo da imobilidade produzida no TNF e da atividade locomotora
no TCA, que foram sensiveis para detectar efeito de ligantes de receptores 5-HTa
microinjetados intra-NMR. Assim, a ativa¢do pelo 8-OHDPAT promoveu aumento no
tempo de imobilidade que pode estar relacionado a redu¢@o na liberagdo de 5-HT em
areas de projecdo prosencefalicas, como o hipocampo, ¢ além disso, a dose necessaria
para aparecimento do efeito foi muito maior que a necessaria no NDR. A participagdo
dos receptores 5-HT;s foi confirmada pelo bloqueio do efeito do 8-OHDPAT pelo
Way10063s-

O TNF também foi sensivel para detectar redu¢cdo no tempo de imobilidade
com a microinjecdo intra-NMR do antagonista puro 5-HT; 4, Wayio063s, que pode estar

relacionado ao aumento na liberagdo de 5-HT, promovido pelo bloqueio de receptores



inibitorios 5-HT;4 do NMR. A xantona promoveu uma diminui¢do no tempo de
imobilidade de ratos no TNF, semelhante ao antagonista Wayjgoe35, € houve interagdo
entre eles, mostrando que neurdnios serotoninérgicos do NMR estdo envolvidos no
efeito da xantona. A xantona podera vir a ser prototipo de droga com perfil de
atividade antidepressiva. No TCA, ndo houve alteracdo na atividade locomotora dos
animais na realizagdo da curva dose-efeito, porém, no estudo de associa¢do de drogas
houve diminui¢do no numero de cruzamentos para o Wayjooe3s € interacdo entre os
ligantes 5-HT 4, sugerindo o envolvimento dos neurdnios serotoninérgicos do NMR

na atividade locomotora.



6. CONCLUSOES

Foi observado o envolvimento dos neurdnios serotoninérgicos do NMR na
modulacdo da imobilidade no TNF e da atividade locomotora no TCA, através da
microinjecao de ligantes 5-HT)a.

O 8-OHDPAT aumentou o tempo de imobilidade em ratos submetidos ao TNF
devido a estimulagdo de auto-receptores 5-HT;o do NMR. A participacdo dos
receptores 5-HT 5 foi confirmada pelo bloqueio deste efeito com a microinjecdo
prévia do antagonista seletivo Waygges3s.

O Way o635 diminuiu o tempo de imobilidade em ratos submetidos ao TNF e
diminuiu a atividade locomotora no TCA, devido ao bloqueio de auto-receptores
inibitorios 5-HT ;A do NMR.

A xantona produziu uma diminui¢ao no tempo de imobilidade de ratos no TNF,
semelhante a produzida pelo antagonista Wayjgoe3s, € houve interagdo entre eles,
mostrando que a substancia pura interage com o sistema serotoninérgico ou sofre
interferéncia do mesmo, podendo vir a ser protdtipo de droga com perfil de atividade

antidepressiva.
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