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Resumo

Lopes, W. L. Papel de receptores de serotonina de tipo 5-HT; do Nucleo Mediano da Rafe
na resposta ao estresse de restricdo. 2014. Monografia. Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Brasil.

Palavras chaves: serotonina, estresse, depressao, nucleo mediano da rafe, 5-HT5.

A serotonina (5-HT) é um neurotransmissor que regula diversos processos fisioldgicos e
comportamentais e esta envolvida na adaptacdo a eventos aversivos, como a imobilizacao
forcada. DisfuncBes no sistema serotoninérgico estdo associadas a diversos transtornos
psiquidtricos, como a depressdao, dessa forma, o tratamento crénico com drogas
antidepressivas aumenta a disponibilidade de 5-HT na fenda sindptica. As projecdes
serotoninérgicas que partem do Nucleo Mediano da Rafe (NMnR) em direcdo ao
Hipocampo Dorsal, seriam as responsaveis pela adaptacao ao estresse. Além do receptor 5-
HTia, O receptor 5-HT;, presente em diversas estruturas encefdlicas, dentre elas, o
hipocampo e o NMnR, vem ganhando destaque devido ao seu provavel papel na adaptacao
ao estresse e na génese da depressdo, porém na literatura ndo ha dados referentes ao
papel destes receptores frente a um tratamento intra-cerebral. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi estudar o papel dos receptores de serotonina de tipo 5-HT; do NMnR em
animais previamente expostos ao estresse de restricdo e testados no labirinto em cruz
elevado (LCE) 24 horas depois. Para tanto, ratos com canulas-guia direcionadas ao NMnR
foram submetidos a restricdo forcada aguda de duas horas e 24 horas depois receberam
injecdes intracerebrais no NMnR de salina, LP44 e SB258741 (agonista e antagonista de
5HT;, respectivamente), de forma a compor os seguintes grupos: salina+salina, salina+LP-
44, SB-258741+salina e SB-258741+LP-44. Imediatamente apds as injecbes, os animais
foram submetidos ao teste no LCE, tendo seus comportamentos filmados para posterior
analise comportamental. Por fim, foi realizada a perfusao transcardiaca seguida da analise
histolégica dos sitios de injecdo. No grupo controle, os animais apenas receberam os
tratamentos intracerebrais e foram testados no LCE, sem exposi¢ao prévia a restri¢cao. Foi
utilizada analise de variancia (ANOVA) de uma e de duas vias, considerando-se os fatores
tratamento e condicdo experimental. Os resultados obtidos mostram que um tratamento
com agonista intra-NMnR leva a uma atenuacdo dos efeitos comportamentais induzidos
pelo estresse de restricdo. Por outro lado, o tratamento prévio com o antagonista foi capaz
de bloquear esses efeitos.
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Introdugao

O termo depressdo é utilizado tanto para se referir a um estado afetivo natural,
como por exemplo, a tristeza, quanto para designar uma sindrome, um sintoma ou uma
doenca. A depressdao pode surgir em diversos quadros clinicos, dentre os quais podemos
destacar o estresse pds-traumatico, o alcoolismo e a esquizofrenia (PORTO DEL, 1999).

Enquanto sintoma, a depressdo pode surgir em diversos quadros clinicos, como o
estresse pds-traumatico, a esquizofrenia e o alcoolismo, além de ocorrer também como
uma resposta a situagdes estressantes. Enquanto sindrome, a depressdo altera ndo
somente o humor, mas também inclui altera¢Ges cognitivas, psicomotoras e vegetativas.
Por fim, enquanto doenca, a depressao tem sido classificada de vdrias formas, dentre as
guais podemos destacar o transtorno depressivo maior (TDM), a melancolia, a depressao
integrante do transtorno bipolar tipos | e Il (PORTO DEL, 1999). A depressdao também pode
ser uma manifestacdo de doencas fisicas, ou um efeito colateral do uso de drogas e
medicamentos, dessa forma, quando ndo é possivel detectar a natureza do transtorno ou
gue esta ndo seja evidente (auséncia de um estressor, perdas, luto e problemas
interpessoais), exames fisicos e laboratoriais devem ser realizados para descartar condi¢des
fisicas ou medicamentosas. Neste caso, a elimina¢do dos fatores de causa pode resultar no
desaparecimento dos sintomas da depressdao (GREVET; CORDIOLI; FLECK, 2005).

A maior parte das pesquisas clinicas disponiveis atualmente utiliza o Manual
Estatistico dos Transtornos Mentais (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
- DSM), elaborado pela American Psychiatric Association (APA), que define a forma mais
comum da sindrome da depressdo como sendo o transtorno depressivo maior (TDM). O
conceito de depressao maior foi introduzido inicialmente ha cerca de 30 anos no DSM-III
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders: DSM-III). Os critérios subsequentes
de depressdao maior, presentes no DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders: DSM-1V), diferem ligeiramente dos presentes no DSM-IIl, sendo os critérios
muito abrangentes e, dessa forma, pouco precisos (PARKER; BROTCHIE, 2009). De acordo
com o DSM-IV, para que o TDM seja diagnosticado é necessario que esteja presente,
diariamente, por pelo menos duas semanas consecutivas, no minimo dois dos seguintes

sintomas: desinteresse e desprazer pela maioria das atividades cotidianas, significativos
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ganho ou perda de peso, juntamente com aumento ou perda de apetite, agitacdo ou
lentiddo psicomotora, fadiga ou perda de energia, sentimentos de culpa excessivos,
dificuldade de concentracdo mental, pensamentos recorrentes sobre morte ou tentativa de
suicidio, humor deprimido na maior parte do dia (em criangas e adolescentes o humor
pode ser irritdvel, ao invés de triste) insGnia ou excesso de sono e, por fim, de acordo com
Del Porto (1999), a redugdo do interesse sexual também pode servir como parte do
diagndstico do TDM.

A Organizagdo Mundial de Saude estima que, em 2020, a depressao sera a segunda
maior questdo de saude publica e incapacidade que acometera a populagdo mundial e que
havera uma mudanca nas necessidades de saude da populacdo devido ao fato de que
doencgas como a depressao, e outros disturbios psiquiatricos, estdo substituindo com rapidez
os problemas causados por doencas infecciosas e desnutricdo (WHO, 2012). De acordo com
o Boletim Brasileiro de Avaliacdo de Tecnologias em Salude (mar¢o de 2012) a depressao é
um problema de saude publica que, anualmente, acarreta gastos econémicos estimados em
83 bilhdes de ddlares nos Estados Unidos e de 118 bilhdes de euros na Europa, uma vez que
os pacientes deprimidos apresentam limitacGes de suas atividades cotidianas, buscando,
assim, servicos de saude publica com maior frequéncia. Ainda de acordo com o Boletim
Brasileiro de Avaliacdo de Tecnologia em Saude (marco de 2012), em uma amostra realizada
na cidade de Sdo Paulo (SP), em 2003, foi estimada que 12,6% da populacdo apresentavam
quadros de depressdao; em Porto Alegre (RS) esse numero foi em torno dos 12,4% e no
Distrito Federal (DF) foi de 11,9%. Segundo o DSM-IV, o TDM é duas vezes mais frequente
em mulheres adolescentes e adultas do que em adolescentes e adultos do sexo masculino.
Além disso, Fleck e cols. (2009) mostraram que a reincidéncia de episédios de depressdo é
de aproximadamente 80% ao longo da vida.

A depressdao pode apresentar diversas causas. Quando nos referimos ao fator
genético, um dos principais problemas para o estudo da depressdao é que, em geral,
necessita-se de familias grandes com muitos casos da doenca (LAFER; FILHO, 1999). De
acordo com o DSM-IV, a incidéncia de TDM entre parentes bioldgicos de primeiro grau chega
a ser até trés vezes maior, quando comparada com a populacdo em geral. Além disso, um
estudo feito por Kendler e colaboradores (1995) mostrou que em individuos com alto risco

genético de depressdo (aqueles em que um irmdo ja desenvolveu o transtorno depressivo)
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as chances de se desenvolver o TDM chegam a ser até 2,6 vezes maior, quando comparados
com individuos de baixo risco genético de depressdo (aqueles nos quais o irmao nunca havia
sido portador da doenca). Por fim, individuos com um maior risco genético para desenvolver
a depressdo sao mais sensiveis a eventos estressantes ambientais.

Nos ultimos 30 anos a neuroquimica foi a drea de maior destaque nas pesquisas que
investigaram a fisiopatologia dos transtornos de humor, como a depressao, levando ao
estabelecimento de hipdéteses fisiopatoldgicas para o TDM, com a alteracdo de multiplos
sistemas de neurotransmissao e adapta¢des moleculares aos antidepressivos (LAFER; FILHO,
1999).

As principais teorias relativas a base biolégica da depressao envolvem estudos
relacionados aos neurotransmissores cerebrais e seus receptores, porém existem outras
teorias sendo investigadas. A principal hipdtese que envolve neurotransmissores cerebrais é
relacionada as monoaminas (BAHLS, 1999). As monoaminas subdividem-se em duas
categorias: as catecolaminas e indolaminas. A categoria das catecolaminas é composta pela
dopamina (DA), noradrenalina (NA) e adrenalina (AD), ja a categora das indolaminas inclui a
serotonina (5-HT)e a histamina (ALVARENGA, 2007; GOLAN et al., 2009). A hipdtese de que
as monoaminas estdo relacionadas com a depressdao se baseia na deficiéncia das aminas
biogénicas, parcitularmente NA, DA, e 5-HT em pacientes depressivos (ABBAS et al., 2009).
Além disso, o atual conhecimento da complexa relacdo entre os sistemas de
neurotransmissores cerebrais trouxe para o foco dos estudos neurobiolégicos da depressao
os receptores dos neurotransmissores. O interesse a respeito da importancia dos receptores
deriva dos seguintes achados: a deplecao de monoaminas provoca aumento do numero de
receptores pds-sinapticos (up-regulation); em estudos pdés-morte em cérebros de pacientes
suicidas foi observado um aumento no nimero de receptores de serotonina de tipo 5-HT,¢
no cortex frontal (BAHLS, 1999).

A 5-HT, também chamada de 5-hidroxitriptamina, € um neurotransmissor de acao
excitatéria e inibitoria que exerce fung¢des relacionadas com a regulacdo de processos
fisioldgicos e comportamentais, como humor, dor, sono, aprendizagem e memoria, fome,
sede, medo, comportamento agressivo, ritmos circadianos, estresse, atividade locomotora,
além de processos relacionados a recompensa e reforco (CIFARIELLO; POMPILI; GASBARRI,
2008; SCHENKEL, 2011). A sintese de 5-HT depende da disposicdo de duas enzimas,
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primeiramente da enzima triptofano hidroxilase (TPH) e posteriormente da enzima 5-
Hidroxitriptofano descarboxilase. A sintese desse neurotransmissor pode ser controlada pela
quantidade de triptofano presente no fluido extracelular dos neurbnios serotoninérgicos,
mas como o triptofano é um aminodcido adquirido na dieta, uma alimentagdo pobre em
triptofano pode causar uma diminuicdo nos niveis de 5-HT. Por outro lado, a degradacado da
5-HT se da, principalmente, pela enzima monoaminooxidase (MAQ), que regula os niveis de
5-HT nos tecidos neurais. Uma vez na sinapse, a serotonina pode interagir com receptores
pré e pds-sinapticos. Além da interacdo com os receptores pré-sinapticos, a 5-HT também
pode sofrer recaptacdo, um processo de extrema importancia no controle da viabilidade da
5-HT na fenda sinaptica e também sensivel a acdo de alguns farmacos (SCHENKEL, 2011). A
recaptacdo é realizada por proteinas de transporte que se ligam a 5-HT liberada na fenda
sindptica e a transportam através da membrana plasmatica do neurbnio pré-sinaptico
(SGHENDO; MIFSUD, 2012).

Disfungdes no sistema serotoninérgico sao associadas a diversos transtornos, como
o TDM (SARGENT et al., 2000). Dessa forma, o tratamento croénico com drogas
antidepressivas aumenta a disposicdo de 5-HT na fenda sindptica e a taxa de
neurotransmissao serotoninérgica (SCHENKEL, 2011).

Até os anos 80, havia apenas duas classes de antidepressivos, os antidepressivos
triciclicos (ADT) e os inibidores de monoaminooxidase (IMAQO). O mecanismo de acdo dos
ADT consiste na reducdao da recaptacao de 5-HT e NA através do bloqueio dos seus
respectivos transportadores de recaptacdo presentes na fenda sindptica, aumentando,
assim, a disponibilidade desses dois neurotransmissores na fenda sindptica. Ja os IMAO
atuam inibindo a degradacdo de 5-HT realizada pelas MAO. Apesar de serem muito
eficazes, esses medicamentos apresentavam efeitos colaterais indesejaveis devido a baixa
seletividade farmacoldgica e se houvesse a administracdo em altas doses poderiam ser
letais (MORENO, R.; MORENO, D.; SOARES, 1999, GOLAN et al., 2009).

Nas ultimas duas décadas, novas classes de antidepressivos surgiram, sendo que
estas apresentam menos efeitos colaterais em comparacdo aos ADT, além de maior
seletividade farmacoldgica (MORENO, R.; MORENO, D.; SOARES, 1999). No final da década
de 80, o tratamento da depressdo foi revolucionado com a introducdo dos Inibidores

Seletivos de Recaptacdo de Serotonina (ISRS). Os ISRS estdo, atualmente, entre as drogas
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mais prescritas para o tratamento da depressao e de outros transtornos psicoldgicos, como
a ansiedade, a esquizofrenia e o transtorno do panico (CIFARIELLO; POMPILI; GASBARRI,
2008). A recaptagdo de um neurotransmissor reduz o seu nivel na fenda sindptica mais
rapidamente do que a difusdo, dessa forma, limita os efeitos dos neurotransmissores
liberados na sinapse (SGHENDO; MIFSUD, 2012), assim, ao inibir a recaptacdo de 5-HT para
0 neurdnio pré-sindptico, os ISRS aumentam os niveis de 5-HT na fenda sindptica. Seu
mecanismo de acdo é semelhante ao dos ADT, porém sdo muito mais seletivos para os
transportadores de 5-HT e, por isso, apresentam menos efeitos adversos (GOLAN et al.,
2009; DOZE; PEREZ, 2012).

Foram identificados quatorze subtipos de receptores de 5-HT, estes receptores estdo
agrupados em sete familias, sendo todos eles receptores acoplados a uma proteina-G,
exceto o receptor 5-HT3; que é um canal i6nico (CIFARIELLO; POMPILI; GASBARRI, 2008). O
receptor 5-HT; é o mais recente identificado, descoberto em 1993, é um receptor pds-
sindptico com sete dominios transmembranicos, acoplado a uma proteina-G que, a partir de
um segundo mensageiro, leva a formacdao de adenil ciclase, ou simplesmente cAMP
(BONAVENTURE et al., 2011). No encéfalo, os receptores 5-HT; estdo distribuidos no cértex,
tdlamo e nucleos da rafe, principalmente no NMnR, além do hipocampo, uma estrutura
relacionada com a aprendizagem e memoaria (BONAVENTURE et al., 2011).

Vem sendo estabelecida a relacdo direta do receptor 5-HT; com trés fenOmenos
fisiolégicos intimamente relacionados: os ritmos circadianos, o sono e o humor (HEDLUND,
2009). Além disso, pesquisas recentes sugerem que este receptor esteja relacionado com a
depressao, fazendo com que ele ganhe cada vez mais anten¢do (HEDLUND; SUTCLIFFE, 2004;
MNIE-FILALI et al., 2011), uma vez que varios antidepressivos e antipsicéticos ja conhecidos
bloqueiam os 5-HT; (HEDLUND, 2009, SARKISYAN; ROBERTS; HEDLUND, 2010, STAHL, 2010,
ROBERTS; HEDLUND, 2012).

Além da importancia do sistema serotoninérgico, outro fator que também tem sido
associado a etiologia da depressdo é o estresse, de forma que, cerca de 60% dos casos de
depressdo sdo precedidos por eventos ou fatores estressantes. Em 1936, o fisiologista
canadense Hans Selye, introduziu o termo “stress” no campo da saude para designar a
resposta geral e inespecifica do organismo a uma situacao estressante. O estresse provém

do estado gerado pela percepc¢do de estimulos que provocam excitacdo emocional e geram
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diversas alteracdes, dentre as quais, podemos destacar a perturbacdo da homeostasia,
fazendo com que se inicie um processo de adaptac¢do. A resposta ao estressor compreende
aspectos cognitivos, comportamentais e fisioldgicos, visando propiciar uma melhor
percepcdo da situacdo e um processamento mais rdpido da informagdao disponivel,
possibilitando a busca por solugcdes a partir de condutas rapidas e vigorosas.
Posteriormente, o termo passou a designar, também, a situacao que desencadeia o evento
estressante. Se analisarmos do ponto de vista evolutivo, o estresse esta ligado a situacdes
de defesa dos animais, assim como o medo e a ansiedade. Dessa forma, diferentes
estruturas cerebrais, assim como diferentes mecanismos neurais e enddcrinos, estdo
envolvidos na resposta ao estresse que, por sua vez, varia dependendo do nivel e da forma
de ameaca (MARGIS et al., 2003).

Nesse sentido, foram estabelecidos trés eixos de resposta fisioldgica ao estresse. O
eixo neural se ativa imediatamente, frente a uma situacdo de estresse. O eixo
neuroenddcrino tem sua ativacdo mais lenta, necessitando de condicGes de estresse mais
duradouras. O eixo enddcrino se caracteriza por um disparo mais lento e por efeitos mais
duradouros que os anteriores, além disso, as condi¢cdes de estresse devem ser mantidas
por ainda mais tempo (MARGIS et al., 2003).

Evidéncias da literatura reforcam o papel do estresse na génese da depressao, uma
vez que a neurotransmissdao serotoninérgica é sensivel ao estresse, dessa forma, a
diminuicdo da neurotransmisdao serotoninérgica causada por eventos estressores, como a
imobilizacdo forcada, diminui a adaptacdo a estes eventos e predispde o desenvolvimento
da depressdao (DEAKIN; GRAEFF, 1991). Estressores induzem o aumento da secrecdo de
glicocorticéides, como a corticosterona em roedores e o cortisol em humanos, através da
ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA). O sistema serotonérgico estd presente
na modulacdo dos efeitos dos glicocorticdides em transtornos do humor, dessa forma,
alteragdes sobre a acao da neurotransmissao serotonérgica sobre o eixo HPA podem ser
vistas como contribuicOes para as alteracdes enddcrinas observadas na depressao
(SARKISYAN; ROBERTS; HEDLUND, 2010). Esta hipdtese é reforcada pela observacdo de que
0 sucesso do tratamento da depressdo com antidepressivos serotoninérgicos ndo sé
melhora o0s sintomas depressivos, mas também restaura os niveis normais de

glicocorticéides.
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Varios estudos na ultima década mostraram que os receptores 5-HT; hipocampais
estdo intima e complexamente envolvidos com o eixo HPA-serotoninérgico, de foma que,
estudos comportamentais, utilizando o modelo de estresse por imobilizacdo, tem mostrado
um aumento tanto em niveis de glicocorticdides, quanto na expressao de RNAm para
receptores 5-HT7 no hipocampo. Essa relacdo do eixo HPA-serotoninérgico liga o estresse, os
glicocorticoides e os receptores 5-HT; do hipocampo, sugerindo que modula¢des nesses
receptores podem produzir efeitos antidepressivos (NANDAM; JHAVERI; BARTLETT, 2007;
BONAVENTURE et al., 2011).

O Nducleo Mediano da Rafe (NMnR) e o Nucleo Dorsal da Rafe (NDR) contém corpos
celulares da maior parte dos neurbnios serotoninérgicos que inervam o prosencéfalo
(CALIZO et al., 2011). Deakin e Graeff (1991) sugeriram que proje¢des serotoninérgicas que
partem do Nucleo Mediano da Rafe (NMnR) em direcao ao hipocampo, uma estrutura rica
em receptores de 5-HT, seriam as responsaveis pela adaptagdo ao estresse repetido. Porém,
0 prejuizo da neurotransmissdo serotoninérgica hipocampal, causado por eventos
estressores cronicos, dificultaria a adaptacdo a esse estresse e predisporia o
desenvolvimento da depressdao (DEAKIN; GRAEFF, 1991). A hipotese de Deakin e Graeff foi
reforcada com os experimentos realizados por Kennett e cols. (1985a; 1987), os quais
mostraram que a exposicao ao estesse de restricdao inescapavel levava a uma diminuicao da
atividade exploratéria de um campo aberto 24 horas depois. Esta diminuicdo era atenuada
guando os animais eram tratados com o 8-OH-DPAT, um agonista de receptores de tipo 5-
HTia, e desaparecia quando os animais eram repetidamente expostos a restricdo.
Reforcando o papel da serotonina, o tratamento crénico com 5-MeDMT, um agonista de
receptores de serotonina de tipo 5-HT,, simultaneamente ao estresse de restricdo repetido
induziu sinais da chamada Sindrome Serotoninérgica, sugerindo que a adaptagao ao estresse
estaria acompanhada de um fortalecimento da neurotransmissdo mediada por 5-HT;.
Entretanto, os sitios cerebrais envolvidos na mediacdo desses efeitos nao foram
investigados.

Posteriormente, vérios trabalhos na literatura mostraram que o Hipocampo Dorsal
estaria envolvido na mediacdo de parte desses efeitos. Nesse sentido, a facilitacdo da

neurotransmissdo serotoninérgica (PADOVAN; GUIMARAES, 1993) mediada por 5-HTia no
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hipocampo (JOCA; PADOVAN; GUIMARAES, 2003) ou no NMnR (NETTO et al., 2002;
ALMEIDA et al., 2013) é capaz de atenuar os efeitos da exposi¢cdo a estressores inescapaveis.

Varios modelos animais tém sido usados na investigacdo de hipéteses e de farmacos
relacionados a depressdo, principalmente em roedores. Os principais modelos animais que
envolvem a exposicdo a estressores inescapdveis sdao: o desamparo aprendido (proposto por
Seligman em 1975), o nado for¢ado (proposto por Porsolt e colaboradores em 1977), a
restricdo forcada seguida pelo teste no labirinto em cruz elevado (PADOVAN; GUIMARAES,
2000) ou campo aberto (KENNETT; DICKINSON; CURZON, 1985a). O labirinto em cruz
elevado (LCE) é um dos modelos de ansiedade mais utilizados em todo o mundo. O LCE é
composto por quatro bracos elevados, aproximadamente 50 cm do chdo e opostos, dois
destes bragos apresentam paredes e, por isso, sdo denominados de bragos fechados,
enguanto que os outros dois bracos ndo possuem paredes e sdo chamados de bracos
abertos. O uso do LCE se baseia no conflito gerado pela tendéncia natural de roedores em
explorar locais novos e evitar situacGes potencialmente perigosas (INeC), ou seja, este
comportamento é atribuido a aversdao natural dos ratos pelos bracos abertos. Também é
assumido que os niveis de exploracdo exibidos por um animal no LCE é resultado de uma
“competicdo” entre dois sistemas: um sistema exploratério que promove respostas
investigatérias e um sistema de medo e ansiedade que inibe a exploragdo. Um principio
muito importante é o de que estes dois sistemas funcionam independentemente entre eles,
dessa forma, um aumento na atividade exploratéria pode ser resultado tanto da reducao do
sistema de medo e ansiedade quanto do aumento do sistema exploratdrio (WEISS et al.,
1998).

Apesar de ser um dos modelos animais para o estudo dos transtornos de ansiedade,
o LCE é uma excelente ferramenta para avaliar os efeitos comportamentais da exposicao a
eventos estressores incontrolaveis, ja que a pré-exposicdo a estressores incontrolaveis pode
intensificar a aversdo ocasionada pela exposicdo aos bracos abertos do LCE. Dessa forma, a
utilizacdo conjunta do teste de restricdo forcada e do LCE se mostra um excelente modelo
animal para o estudo da depressdo (PADOVAN; GUIMARAES, 2000).

Varios trabalhos ja foram realizados com a administracdo de agonistas e antagonistas
de 5-HT; em diferentes modelos. Reducdo do tempo de imobilidade no teste de suspensdo

pela cauda foi observada apds tratamento com antagonistas de 5-HT, (ABBAS et al., 2009;
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SARKISYAN; ROBERTES; HEDLUND, 2010). Utilizando o teste do nado forcado, Mnie-Filali e
colaboradores (2011) mostraram uma reduc¢do do tempo de imobilidade. Outros trabalhos
mostraram que um tratamento realizado com agonista de 5-HT; facilitou a formacdo de
novas memorias em ratos (CIFARIELLO; POMPILI; GASBARRI, 2008; BONAVENTURE et al.,
2011). Além disso, Bonaventure e colaboradores (2011), observaram que durante o tempo
de consolidagdo da memdria, a expressao de RNAm de 5-HT; mostrou-se mais elevada. Estes
resultados sugerem que o bloqueio dos receptores 5-HT; pode ter atividade antidepressiva
também em humanos, uma vez que poderiam bloquear a formagao de novas memorias
relacionadas aos eventos aversivos.

Dados anteriores de nosso laboratério (Almeida e colaboradores, 2013) mostram que
a facilitacdo da neurotransmissdo serotoninérgica no NMnR é capaz de atenuar os efeitos do
estresse de nado forgado. Entretanto, esses efeitos nao foram totalmente bloqueados pelo
tratamento prévio com WAY100635, um antagonista seletivo de 5-HT;5 (FORSTER et al.,
1995). Embora o 8-OH-DPAT tenha sido descrito inicialmente como agonista de 5-HT;a
(ADELL et al., 1993, BOSKER et al., 1994, ADELL; ARTIGAS, 1998), este composto também
apresenta afinidade por 5-HT; (BARD et al., 1993, LOVENBERG et al., 1993, RUAT et al., 1993,
THOMAS et al., 1998, HOYER et al., 2002), sugerindo que os receptores de serotonina de tipo
5-HT; do NMnR estejam envolvidos na adaptacao ao estresse de nado forgado.

Dessa maneira, considerando-se as evidéncias anteriormente apresentadas, a
hipdtese de nosso trabalho é a de que a adaptacdo ao estresse envolve a facilitacdo da

neurotransmissdo serotoninérgica mediada por 5-HT7 no NMnR.
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Objetivos

O objetivo geral do trabalho foi investigar o papel dos receptores de 5-HT de tipo 5-
HT; do Nucleo Mediano da Rafe na resposta ao estresse de restricdo por imobilizacao
forcada.
Especificamente, os objetivos foram:
e Realizar uma curva dose-resposta para o agonista (LP-44) e o antagonista (SB-
258741) de 5-HT; administrados no NMnR;
e Investigar se o tratamento intra-NMnR com LP-44 e/ou SB-258741 induz alteragdo
na atividade exploratéria no LCE 24 horas depois de um evento estressor

incontrolavel (restricdo forcada).
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Materiais e Métodos

1. Animais:

Foram utilizados 99 ratos machos da linhagem Wistar provenientes do Biotério
Central da Universidade de S3o Paulo do Campus Ribeirdao Preto, com aproximadamente
sete semanas de idade e peso entre 300 e 350g. Os animais foram mantidos no biotério do
laboratério por dois dias para ambientacdo, sendo colocados aos pares em caixas de
acrilico (35 x 19 x 25 cm) forradas com serragem e livre acesso a agua e comida. O biotério
foi mantido em ciclo claro-escuro de doze horas (inicio do periodo claro as 6:30 am). A
temperatura ambiente do biotério foi mantida em 23 +/-1°C.

Este projeto foi submetido & apreciacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da USP — campus Ribeirdo Preto e aprovado no protocolado 2014.1.231.53.9. E
importante destacar que os procedimentos adotados neste projeto ja foram anteriormente

aprovados por essa comissdao em outros processos (06.1.1131.53.0; 12.1.354.53.1).

2. Equipamentos utilizados:

Para a cirurgia estereotaxica:

e Aparelhos estereotaxicos (Stoelting);

e Canulas guia de aco inox (14 mm) com um nd de fio metalico soldado a 4 mm de
uma das pontas para facilitar a fixacdo da canula ao capacete de acrilico;

e Cimento acrilico de uso odontoldgico para moldagem da prétese utilizada para
protecdo do cranio e fixacao da canula guia;

e Pequenos parafusos (usados em armacdo de 6culos) para auxiliar na fixacdo do
acrilico;

e Mandris de aco inox (14 mm) para impedir o entupimento da luz da canula e
evitar o contato do tecido vivo com o meio externo;

e Instrumentos cirurgicos (pinga, tesoura, bisturi e espatula);

e Mini-retifica para perfuragdo dssea (Dremel);
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e Anestésico geral 2, 2, 2-tribromoetanol a 2,5% (Sigma-Aldrich, 250mg/kg, a
10ml/kg; i.p.) diluido em agua destilada;

e Solucdo hidroalcodlica de iodo 2% para limpeza e desinfeccao da regido da cirurgia
e dos pontos de injecao;

e Anestésico local cloridrato de lidocaina (Novocol 100, S.S. White-Brasil, 0,2mg/ml,
a 0,2ml/animal; s.c.) associado a vasoconstritor noradrenalina 0,04%;

e Anti-inflamatério, analgésico e antitérmico flunixina meglumina, 5mg/ml
(Banamine Injetavel; Schering-Plough; 2,5mg/kg, a 1ml/kg de peso corporal; s.c.);

e Associacdo antibidtica de amplo espectro (Pentabidtico, Fort Dodge, 240.000 Ul;

0,2ml/animal; i.m.) diluida em 4gua destilada.

No procedimento de restricdo forcada:

e Gaiolas de ago inox (20 cm x 6,5 cm), com teto removivel e ajustavel.

Para os experimentos:
e Agulhas gengivais (BD Precision Glide 0,60 x 25 23G1) (15,5 mm) para injecdo
intracerebral;
e Segmentos de polietileno;
e Seringas Hamilton de 10ul;
e Bomba de infusdo para administracdo central (Insight e KdScientific);
e Antagonista de 5-HT; SB-258741;
e Agonista de 5-HT; LP-44.

As doses que foram utilizadas tanto do agonista, quanto do antagonista de 5-HT5,
foram definidas em estudo piloto através da curva dose-resposta para cada um dos
farmacos, e foram baseadas em dados da literatura (MONTI et al., 2008), de modo que as
doses utilizadas na curva dose-resposta para o agonista (LP-44) foram 0,1; 0,3 e 1,0
nmol/0,2uL, enquanto que para o antagonista (SB-258741) foram 0,03; 0,1 e 0,3
nmol/0,2uL.
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Para o teste do labirinto em cruz elevado LCE:
e Um LCE elevado 50 cm do solo (figural);
e Uma camera filmadora, acima do LCE que filma o comportamento do animal e

transmite a informacdo gravada para um computador para registro das imagens

para analise posterior.

Figura 1: Labirinto em Cruz Elevado.

Para o procedimento de perfusdo:

e Tubos de latex com 5 mm de espessura para a montagem do sistema de
perfusdo; agulhas de injecdo ligadas ao tubo de |atex para injecdo das solucdes
no organismo do animal;

e Bomba peristaltica para a infusdo (Sibralab);

e Guilhotina (Bonter Equipamentos) para a retirada da cabeca do animal;

e Instrumentos cirurgicos;

e Uretana 25% (Sigma-Aldrich, 1,25g/kg, a 10ml/kg; i.p.) diluida em agua destilada
como anestésico;

e Solucdo salina 0,9%;

e Solucdo de formaldeido a 4%.
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Para a preparacdo do material histoldgico:
e Aparelho criostato (Leica, modelo Cryocut 1.800) para preparacdo dos cortes
histoldgicos;
e Laminas (Precision Glass Line 26,0 x 76,0 mm) e laminulas (Kinttel-Glass);
e Microscopios (Leica DM5500 e Zeiss JENAMED 2) para anadlise do sitio de injecdo

dos cortes histoldgicos.

Todo o material metadlico utilizado é inoxidavel e foi limpo e desinfetado com alcool

70% antes e depois dos procedimentos.

3. Procedimentos experimentais e estudos comportamentais

Ao chegar ao biotério do laboratério, os animais foram alojados em duplas e
colocados em caixas forradas com serragem, com livre acesso a agua e comida. Apds o
periodo de ambientacdo, de aproximadamente 48 horas, eles foram submetidos aos

procedimentos experimentais descritos nos estudos comportamentais a seguir.

3.1. Efeitos de diferentes doses de LP-44 ou SB-258741 sobre o comportamento

exploratdrio de ratos submetidos ao teste no LCE

Primeiramente, os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
implantacdo de canula-guia direcionada ao NMnR. Para tanto, os animais foram
anestesiados com 2, 2, 2-tribromoetanol e depois foi realizada a tricotomia na regido da
cabeca. Os animais foram fixados no aparelho estereotdxico através do rochedo temporal e
dos incisivos superiores, com a barra dos incisivos -3,3 mm abaixo da linha interaural. Apds
isso, foi feita a limpeza com alcool iodado da regido onde seria realizada a cirurgia e das
regioes onde o animal receberia as inje¢cdes. Foram administrados o cloridrato de lidocaina
associado a vasoconstritor (Novocol 100; s.c.), o anti-inflamatdrio, analgésico e antitérmico
flunixinameglumina 5mg/ml (Banamine Injetavel; s.c.) e a associacdo antibidtica de amplo

espectro (Pentabidtico; i.m.). Apds a administracdo desses medicamentos, foi realizada
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uma incisdo longitudinal, expondo o cranio e removendo o peridsteo por raspagem. Com a
mini-retifica, foram abertos trés orificios no cranio, sendo um deles para a incisdo da
canula, através da qual a agulha sera direcionada para a injecdo intracerebral no NMnR, de
acordo com as coordenadas do Atlas Paxinos e Watson (1997) (antero-posterior: -7,3;
lateralidade: 2,7; profundidade: -7,8; inclinacdo da haste: 182). Os outros dois orificios
foram utilizados para a implantagdo de dois parafusos que auxiliam na fixacdo da protese
de acrilico. Apdés o término da cirurgia, os animais permaneceram em um ambiente
aquecido até retomarem os sentidos. Depois, foram levados ao biotério em suas
respectivas caixas para que se recuperarem durante o periodo de uma semana com livre
acesso a agua e comida.

Apds o periodo de recuperagao, os animais foram divididos em seis grupos, de
acordo com o farmaco e com a dose deste que receberam, além de um grupo controle

tratado apenas com salina, como apresentado na tabela a seguir.

Tabela 1:divisdo dos sete grupos experimentais da curva dose-resposta de LP-44 e SB-258741 de acordo com

o tratamento recebido.

Primeira injecao Segunda injegao
salina Salina
salina LP-44 0,1nmol
salina LP-44 0,3 nmol

Tratamento salina LP-44 1,0nmol
SB-258741 0,03nmol Salina
SB-258741 0,1 nmol Salina
SB-258741 0,3nmol Salina

Os animais foram, entdo, submetidos ao teste no LCE. Imediatamente antes do
teste, os animais receberam duas inje¢des intracerebrais. Para a administragdo intra-NMnR
dos farmacos e salina foi utilizada uma bomba de infusdo (KdScientific, EUA), na qual
seringas de Hamilton de 10ul, foram conectadas a tubos de polietileno (PE 10) com agulhas
gengivais de 13 mm. A velocidade da injegdo foi programada para 0,4 uL/ minuto.

As injecGes intracerebrais foram de Salina (0,2uL), LP-44 (0,3 nmol/0,2uL) e/ou SB-
258741 (0,1 nmol/,2puL), com um intervalo de cinco minutos entre cada inje¢do e cinco
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minutos apds a segunda inje¢ao os animais foram submetidos ao teste no LCE. Os animais
foram colocados no aparato do LCE com a cabega voltada para um dos bragos fechados e
tiveram seus comportamentos registrados durante cinco minutos por meio de um sistema
de video acoplado a um computador.

Terminado o teste no LCE, os ratos foram anestesiados com uretana 25% (i.p.) para
a realizagao da perfusdao com solugdo salina 0,9% e solug¢ao de formaldeido 10%. Por fim, os
animais foram decapitados com a guilhotina para a remoc¢do do encéfalo, sendo tais
estruturas mantidas em solugdao de formaldeido para a realizagao dos cortes histoldgicos,
em secgdes de 50 pm, em um criostato e montagem de laminas para verificagdo, no
microscopio, dos sitios de inje¢cdes, uma vez que foram levados em consideracdo apenas os
animais em que o sitio de inje¢do foi o NMnR.

Os dados foram analisados por meio de um programa de analise estatistica de
computador, de forma que, para a frequéncia de entradas nos bracos fechados (FF) foi
utilizada a média do valor bruto do total de entradas nos bracos fechados para os
diferentes grupos de acordo com a droga. A frequéncia de entrada (FA) e o tempo nos
bracos abertos (TA) foram transformados em porcentagem, seguindo os mesmos
parametros de divisdo de grupos, de acordo com o cdlculo: FA ou TA divididos pelo total de
entradas (FA+FF) ou tempo total (TA+TF) multiplicados por 100, como representado nas

féormulas abaixo.

%FA = 100 x [FA / (FA + TA)]
e
%TA =100 x [TA/ (TA+TF)];
Onde:
FA = frequéncia de entrada nos bracos abertos;
FF = frequéncia de entrada nos bracos fechados;
TA = tempo despendido nos bracos abertos;

TF = tempo despendido nos bracos fechados.
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Apds o calculo das FF, %FA e %TA, os dados foram submetidos a andlise de variancia
de uma via (oneway ANOVA), seguida pelo teste pds-hoc de Duncan. O nivel de

significancia estabelecido é de 0,05.

3.2. Efeito da administragdo intra-NMnR de LP-44 e/ou SB-258741 sobre o
comportamento exploratdrio de ratos previamente estressados e submetidos ao teste no

LCE

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotdxica, como ja descrito
anteriormente, e aproximadamente sete dias depois foram realizados os procedimentos
experimentais. Inicialmente, os animais foram submetidos ao estresse de restricdo. A
restricdo forcada foi realizada durante duas horas em gaiolas de aco inox (20 cm x 6,5 cm),
com teto removivel e ajustdvel que permitia que os animais se movimentassem apenas
para frente e para tras. Apds este procedimento, os animais foram levados de volta as suas
caixas no biotério. Vale ressaltar que, em todos os grupos da condi¢cdo experimental do
estresse de restricdo previamente ao teste, a restricdo forcada foi realizada sempre no
periodo da manha.

24 horas depois, os animais foram divididos em quatro grupos, de acordo com o
tratamento que receberiam. Como ja descrito, os animais receberam duas injec¢des intra-
NMnR com um intervalo de cinco minutos entre elas e cinco minutos apds a segunda
injecdo foram colocados no LCE e tiveram seus comportamentos filmados para posterior
anadlise histoldgica. Foram selecionadas as doses intermedidrias de ambas as drogas (LP-44
0,3 nmol e SB-258741 0,1 nmol) para dar continuidade aos experimentos.

Os quatro grupos em que os animais foram divididos neste estudo estdo

representados na tabela 2.

Tabela 2: divisdo dos quatro tratamentos experimentais da condi¢do experimental dos animais previamente

estressados da memdria aversiva em ratos previamente estressados.

Primeira injecao Segunda inje¢ao
salina Salina
salina LP-44 0,3 nmol
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Tratamento SB-258741 0,1 nmol Salina

SB-258741 0,1 nmol LP-44 0,3 nmol

Terminado o teste no LCE, os animais foram submetidos a perfusdo e tiveram seus

encéfalos removidos para analise histoldgica do sitio de inje¢ao intracerebral.

3.2. Efeito da administragdo intra-NMnR de LP-44 e/ou SB-258741 sobre o

comportamento exploratdrio de ratos testados no LCE (condigao controle)

A condicdo controle foi realizada com animais ndo expostos ao estresse de restricdo.
Vale ressaltar que, a fim de minimizar o nimero de animais utilizados nos experimentos, no
estudo desta condicdo experimental foram utilizados os dados da curva dose-resposta para
trés dos quatro grupos, desta condicdo. Como os procedimentos adotados nestas duas
condicBes sdo os mesmos, os dados referentes ao grupo controle (Salina+Salina), ao grupo
tratado apenas com agonista de 5-HT,, LP-44 (Salina+LP-44), e ao grupo tratado apenas
com o antagonista de 5-HT;, SB-25-8741 (SB-258741+Salina) foram reutilizados dos dados
da curva dose-resposta, sendo realizados novos experimentos apenas para acrescentar o
grupo tratado com ambas as drogas (SB-258741+LP-44). Lembrando que os dados
reutilizados sdo referentes as doses selecionadas de cada droga, 0,3 nmol para o LP-44 e
0,1 nmol para o SB-258741. Os tratamentos experimentais desta condi¢do controle s3ao os
mesmos do estudo anterior e estdo representados na tabela 2.

Para esse estudo, apds a transformagao dos dados obtidos em porcentagens como
descrito no estudo 1, os resultados foram submetidos a andlise de variancia de uma via
(one-way ANOVA), seguida por Analise Discriminativa. Os fatores considerados foram
condicdo experimental (com e sem estresse prévio) e tratamento intracerebral. O nivel de

significancia estabelecido é de 0,05.
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Resultados

Os resultados dos experimentos estdao apresentados nas figuras de 2 a 5.

A figura 2 representa os sitios de injecdes confirmados para o NMnR. Desta forma,

ratos que ndo tiveram o sitio de injecdo confirmado ndo foram considerados na andlise

estatistica. Deve-se destacar que ndo houve alteragao dos planos de coordenadas utilizadas

para atingir o NMnR.

o

Ao
v,‘-\v '
e

Figura 2: Sitios de inje¢do confirmados para o Nicleo Mediano da Rafe. As pranchas contendo

representag¢des esquemadticas de cortes coronais do cérebro de ratos foram retiradas do atlas de Paxinos e

Watson (1986). O numero de pontos indicados nas pranchas é menor que o numero de animais, devido a

sobreposicdo de pontos.
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Nas figuras 3, 4 e 5, estdo representadas as médias +erro padrdo da média (EPM) da
frequéncia de entradas nos bragos fechados (FF - painel superior), da porcentagem da
frequéncia de entradas nos bracos abertos (%FA - painel inferior, barras brancas) e da
porcentagem de tempo despendido nos bragos abertos (%TA - painel inferior, barras
pretas) em relagdo ao total.

A figura 3 mostra os resultados obtidos na curva dose-resposta das drogas
utilizadas. Ndao foram encontradas diferencas significativas apds o tratamento com as
diferentes doses de SB-258741 e/ou LP-44 administrados no NMnR em ratos.

Especificamente, na FF (F;,65=0,82; p>0,05) ndo houve alteracdo com nenhuma das
diferentes doses desses compostos nas entradas dos bragos fechados, quando comparadas
com o grupo controle. Da mesma forma, as andlises da atividade exploratdria dos bracos
abertos, FA (F765=0,28; p>0,05) e TA (F765=0,68; p>0,05) também ndo indicaram diferencgas
estatisticas significativas entre os grupos. Os resultados do teste no LCE estdo

representados nos dois painéis da figura 3.
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Curva dose-resposta
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Figura 3: Auséncia de efeito do LP-44 e do SB-258741 (agonista e antagonista de 5-HT,, respectivamente),
administrados no Nicleo Mediano da Rafe de ratos, sobre a atividade exploratoria no labirinto em cruz
elevado na auséncia de um evento estressor prévio. No painel superior sGo apresentadas as médias + EPM
(erro padrdo das médias) das frequéncias de entradas nos bracos fechados (FF; barras cinzas) dos diferentes
grupos experimentais. No painel inferior estdo representadas as médias + EPM das porcentagens de entrada
(%FA; barras brancas) e tempo (%TA; barras pretas) nos bragos abertos em relagdo ao total. NGo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos, em relagdo ao controle (salina+salina) (ANOVA de uma

via sequida de Duncan). Os numeros apresentados nas barras indicam o nimero de animais por grupo.
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A figura 4 mostra as médias+EPM dos animais que foram expostos ao estresse de
restricdo e que receberam o tratamento intra-NMnR e foram testados no LCE 24 horas
depois (Restrigdo - Injecao + LCE).

A ANOVA de uma via ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos (F335=2,66;
0,05<p<0,10) quanto ao numero de entradas nos bragos fechados (FF). No entanto, embora
os niveis de significancia ndo tenham sido atingidos, ha uma tendéncia a diferenca
(0,05<p<0,10), apresentada pelo grupo Salina+LP-44. O grupo tratado com Salina+LP-44
(7,88+1,17) apresentou uma menor FF em comparacdo ao grupo controle, tratado com
Salina + Salina (12,73%1,51). O tratamento com SB-25741+Salina (13,22+1,68); ndo alterou
a exploracdo dos bracos fechados em relacdo ao controle, assim como o grupo tratado com
SB-258741+LP-44 (11,1210,89).

A ANOVA também ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos quanto a
porcentagem de entradas nos bragos abertos (F; 35=4,57; 0,05<p<0,10). Porém, assim como
para a FF, o grupo tratado com Salina+LP-44 (42,5745,71) apresentou uma %FA bem maior
guando comparado ao controle Salina+Salina (15,68+4,60). O tratamento com SB-
258741+Salina (17,3944,27) ou com SB-258741+LP-44 (26,64%+4,19) ndo alterou a
exploracdo dos bracos abertos em relagdo ao grupo controle.

Com relagao a porcentagem do tempo despendido nos bragos abertos, a ANOVA
nao indicou diferengas significativas (F335=1,02; p>0,05) entre o0s grupos
(Salina+LP44=27,71+7,23; SB258741+Salina=14,00+3,43; SB258741+LP44=18,31+4,65)
guando comparados ao controle (Salina+Salina=10,96+3,77).

Como nenhuma das doses utilizadas dos dois compostos alterou o padrdo de
exploracdo dos ratos no LCE, foram selecionadas, para as etapas seguintes, a dose de cada
droga que mais se assemelhou ao padrdo do grupo controle, sendo estas a dose

intermediaria de cada composto (LP-44 0,3 nmol e SB-258741 0,1 nmol).
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Restricdao - Injecdo + LCE
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Figura 4: Efeito do LP-44 e do SB-258741 (agonista e antagonista de 5-HT,, respectivamente), administrados
no Niucleo Mediano da Rafe de ratos, sobre a atividade exploratoria no labirinto em cruz elevado24h apos
um evento estressor (restricdo forgcada). No painel superior sGo apresentadas as médias + EPM (erro padrdo
das médias) das frequéncias de entradas nos bragos fechados (FF; barras cinzas) dos diferentes grupos
experimentais. No painel inferior estdo representadas as médias +EPM das porcentagens de entrada (%FA;
barras brancas) e tempo (%TA; barras pretas) nos bragos abertos em relagdo ao total. (ANOVA de uma via
seguida de Duncan). O asterisco indica diferenga significativa em relagéo ao controle. Os numeros apresentados

nas barras indicam o nimero de animais por grupo.
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A figura 5 mostra os resultados do experimento no qual os animais ndo estressados
receberam os diferentes tratamentos intra-NMnR antes do teste no LCE.

Quanto ao numero de entradas nos bragos fechados (Fs33,=0,97; p>0,05), a ANOVA
de uma via ndo indicou diferenca significativa entre os grupos (Salina+LP-44=12,43+1,06;
SB-25741+Salina=14,114+1,90; SB-258741+LP44=11,00%£1,35) em relacdo ao controle
(Salina+Salina=11,35+1,10).

Com relacdo a porcentagem de entradas nos bracos abertos, a ANOVA ndo indicou
diferenga (F337=3,36; p>0,05) entre os grupos. Da mesma forma, a ANOVA ndo indicou
nenhuma diferenga significativa com relagdo a porcentagem de entradas nos bragos
abertos (F337=0,18; p>0,05) entre os grupos (Salina+LP-44=21,77+4,26; SB-
258741+Salina=23,58+3,44; SB-258741+LP-44=25,93+6,46) quando comparados ao grupo
controle (Salina+Salina=22,36+2,64). A ANOVA também ndo apresentou diferengas
significativas na porcentagem de tempo despendido nos bragos abertos (F33,=0,34; p>0,05)
entre os grupos (Salina+LP-44=15,52+3,85; SB-258741+Salina=16,98+3,94; SB-258741+LP-
44=16,48+4,42) em relacdo ao grupo controle (Salina+Salina=12,90+£2,35).
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Figura 5: Efeito da administragdo de LP-44 e do SB-258741 (agonista e antagonista de 5-HT,,
respectivamente), no Nucleo Mediano da Rafe de ratos, sobre a atividade exploratoria no labirinto em cruz
elevado na auséncia de um evento estressor prévio (estresse de restri¢géo), sendo esta a condig¢éo controle.
No painel superior estdo apresentadas as médias + EPM (erro padrdo das médias) das frequéncias de entradas
nos bragos fechados (FF; barras cinzas) dos diferentes grupos experimentais. No painel inferior estéo
representadas as médias + EPM das porcentagens de entrada (%FA; barras brancas) e tempo (%TA; barras
pretas) nos bragos abertos em relagdo ao total. (ANOVA de uma via seguida de Duncan).Os numeros

apresentados nas barras indicam o numero de animais por grupo.
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Discussao

Diferentes modelos animais podem ser utilizados na investigacdao dos efeitos gerados
por um farmaco no organismo e/ou dos substratos neurais envolvidos (GRAEFF; NETTO;
ZANGROSSI, 1998). O LCE é um modelo animal muito utilizado e validado para o estudo da
ansiedade. O LCE é um aparato de madeira, constituido por dois bragos fechados e dois
bracos abertos de mesmas dimensdes (50x10 cm), que se cruzam perpendicularmente, 50
cm acima do nivel do solo, havendo uma plataforma central (10x10 cm). Os bragos abertos
sdao cercados por uma barreira de plexiglass, de 1 cm de altura, para evitar possiveis quedas
dos animais, enquanto que os bracos fechados sdo circundados por paredes de 40 cm de
altura (PELLOW et al.,, 1985). Pellow e cols. (1985) validaram as medidas cldssicas para
verificar o nivel de ansiedade no LCE, através da analise dos comportamentos dos ratos,
levando-se em conta o nimero de entradas nos bragos abertos e fechados e o tempo de
permanéncia nos bragos.

O LCE pode ser utilizado como ferramenta para avaliar os efeitos comportamentais
da exposicdo a eventos estressores incontroldveis, como o estresse de restricdo, uma vez
gue a pré-exposicao a estressores incontroldveis pode intensificar a aversdo ocasionada pela
exposicdao aos bracos abertos do LCE, quando o teste é realizado 24 h. ou 48h. apds a
restricdo forcada (PADOVAN; GUIMARAES, 2000). Assim, a utilizacio em conjunto do teste
de restricdo forcada e do LCE se mostra um excelente modelo animal para o estudo da
depressdo (PADOVAN; GUIMARAES, 2000).

No modelo do LCE, é assumido que, de forma geral, as drogas que induzem uma
maior exploracao dos bracos abertos e ao mesmo tempo ndo afetam a atividade locomotora
do animal, apresentam um efeito ansiolitico, de forma que as drogas que fazem com que o
animal explore mais os bracos fechados, também sem alterar sua atividade locomotora,
apresentam efeito ansiogénico (WEISS et al., 1998).

No encéfalo os receptores 5-HT; estdo distribuidos no cértex, tdlamo e nucleos da
rafe, principalmente no NMnR, além do hipocampo (BONAVENTURE et al., 2011). O receptor
5-HT; participa da modulag¢do de processos fisioldgicos como ansiedade, sono, aprendizagem
e memoria e respostas cardiovasculares (CIFARIELLO; POMPILI; GASBARRI, 2008). Além

disso, sabe-se também que este receptor tem um importante papel na adaptacdo ao

34



estresse, uma vez que, apds um evento de estresse agudo foi encontrada uma elevada
quantidade de RNAm para 5-HT; no hipocampo de ratos (CIFARIELLO; POMPILI; GASBARRI,
2008).

A literatura ainda é bastante escassa quanto aos efeitos de farmacos que atuam
sobre 5-HT; quando administrados em estruturas cerebrais especificas, sendo, portanto,
este um trabalho pioneiro no estudo deste receptor intra-NMnR, porém ha evidéncias sobre
os efeitos antidepressivos do tratamento com antagonistas de 5-HT; na adaptacdo a eventos
estressores, quando administrados perifericamente (HEDLUND, 2009, SARKISYAN; ROBERTS;
HEDLUND, 2010, STAHL, 2010, ROBERTS; HEDLUND, 2012). Mnie-Filali et al. (2011)
realizaram um estudo para saber se a administracdo de um antagonista de 5-HT; (SB-
269970, 0,5 mg/Kg, i.p.) teria efeitos sobre a atividade locomotora de ratos submetidos ao
teste do nado forcado. Nesse trabalho, ndo foi encontrada nenhuma alteracdo nesta
atividade, apesar de se observar que o tratamento com o antagonista reduziu o tempo de
imobilidade neste teste, sugerindo um perfil antidepressivo pelo bloqueio de 5-HT;. Da
mesma forma, Wesolowska et al. (2006) também realizam um estudou com antagonista de
5-HT; com diversos modelos animais. Nesse sentido, os pesquisadores buscaram averiguar
se 0 antagonista utilizado (SB-269970 1, 5, 10 e 20 mg/Kg) teria alguma influéncia sobre a
atividade locomotora, o que nao foi observado.

Com base nos resultados encontrados na lieratura, podemos afirmar que os dados
obtidos neste trabalho com a curva dose-resposta do SB-258741 estdo de acordo com a
literatura, apesar de ndo haver informacbes sobre administracdo intracerebral de
antagonistas de 5-HT;. Assim como o SB-258741, o LP-44 também ndo apresentou efeito
sobre a atividade exploratéria dos animais.

Dessa maneira, considerando-se que nao foram observadas altera¢cdes da atividade
exploratdria no LCE com nenhuma das doses dos farmacos, foram selecionadas as doses
intermediarias de ambas as drogas para dar continuidade aos estudos, sendo estas 0,1 nmol
do SB-258741 e 0,3 nmol do LP-44.

Ao analisarmos os resultados referentes aos animais submetidos ao estresse e
tratados com o agonista LP-44 foiobservada uma atenuacdo dos efeitos comportamentais
induzidos pelo estresse de restrigdo em comparagao ao grupo controle Salina+Salina. Por

outro lado, Eriksson et al. (2012) realizaram um estudo com administracdo intraperitoneal
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de dois agonistas de 5-HT7, o LP-44 (1, 3, 5 e 10 mg/kg, i.p.) e 0 AS19 (2, 5 e 10 mg/kg, i.p.).
Neste estudo eles observaram que durante a esquiva passiva, ambos os agonistas utilizados
apresentaram efeito ansiogénico em ratos, mostrando que a ativacdo deste receptor pode
ter relagdo com situagdes de estresse em que ha um aumento da ansiedade. Outros
trabalhos mostraram que um tratamento realizado com agonista de 5-HT; facilitou a
formacdao de novas memdrias em ratos (CIFARIELLO; POMPILI; GASBARRI, 2008;
BONAVENTURE et al., 2011).

Embora esses resultados parecam contraditorios aos dados da literatura, uma
possivel explicacdo envolve a via de administracdo utilizada. A maioria dos trabalhos na
literatura utilizou a via intraperitoneal (i.p.), enguanto que em nosso estudo, a
administracdo foi realizada diretamente no NMnR. Nesse sentido, a administracao periférica
(por via i.p.) faz com que o farmaco seja amplamente distribuido, exercendo sua acdo por
diferentes estruturas cerebrais onde estejam localizados os 5-HT;. Por outro lado, ao
administrar os farmacos intra-NMnR, os efeitos resultantes referem-se a participacao direta
desta estrutura nas respostas comportamentais ao estresse. O efeito antidepressivo
observado com o LP-44 pode ser explicado considerando-se que a via NMnR-Hipocampo é
inibitéria e o receptor 5-HT; esta acoplado a uma proteina Gs. Dessa maneira, a a¢ao de um
agonista de 5-HT7 no NMnR faz com que esta via se mantenha ativa, inibindo o hipocampo
em decorréncia da liberacdo de serotonina nessa Uultima estrutura, uma vez que os
receptores 5-HT;5 estdo associados a umaproteina Gi e estdo amplamente presentes no
hipocampo. Assim, uma vez que o hipocampo tem sido apontado como responsavel pela
formacgao de novas memédrias, como a referente ao estresse de restri¢ao, sua inibicao levaria
a uma interrupgao na formag¢dao da memoria aversiva, 0 que seria expresso como uma
atenuacgado dos efeitos comportamentais do estresse. Tal explicacdao encontra suporte parcial
no trabalho realizado por Mnie-Filali et al. (2011), os quais observaram efeito antidepressivo
no teste do nado forcado em animais que receberam tratamento com SB-269970
diretamente no Hipocampo.

J& os resultados obtidos com o tratamento com SB-258741, mostraram que este
farmaco nao alterou o comportamento dos animais previamente estressados. Uma vez que
a via NMnR-Hipocampo é inibitdria, o bloqueio da mesma faz com que o NMnR deixe de

inibir o hipocampo, pois, uma vez bloqueada, a via ndo libera 5-HT no hipocampo, dessa
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forma, os receptores de serotonina de tipo 5-HT1, ali presentes ndo sao ativados e, portanto,
nao geram uma resposta de atenuacgao dos efeitos comportamentais induzidos pelo estresse
de restricdo. Além disso, quando administrado previamente ao LP-44, o SB-258741 foi capaz
de antagonizar os efeitos do agonista de 5-HT5.

Ao analisarmos os resultados dos estudos com os animais ndo estressados (condicdo
controle), a analise estatistica ndo evidenciou diferengas significativas entre os grupos,
dessa forma, hd uma corroboracdo muitua com os resultados obtidos na curva dose-
resposta, uma vez que os procedimentos experimentais da curva dose-resposta e da
condi¢ao controle s3o 0os mesmos.

Além da participacdo do sistema serotoninérgico mediada pelos receptores 5-HT;, é
possivel que o sistema glutamatérgico também esteja envolvido na mediacdo das
consequéncias comportamentais do estresse, interagindo com o sistema serotoninérgico
(TAO; AUERBACH, 2003). De acordo com Calizo e cols. (2011), a rafe como um todo
apresenta neurdnios serotoninérgicos e ndo-serotoninérgicos, de forma que os neurdnios
nao-serotoninérgicos estdo presentes em quantidades iguais ou maiores aos
serotoninérgicos no NMnR e no NDR (CALIZO et al.,, 2011). Os neurbnios glutamatérgicos
estdo intermixados e co-localizados com neurbnios serotoninérgicos por todas as areas da
rafe, tais co-localizagOes também estdo presentes em regides terminais, como o cortex e o
hipocampo. No entanto, no NMnR e no NDR, os neurbnios glutamatérgicos e
serotoninérgicos estdo presentes em quantidades muito elevadas, quando comparados aos
demais sitios da rafe (CALIZO et al., 2011).

Dados da literatura sugerem que os receptores 5-HT; do NMnR estdo localizados em
nenurénios ndo-serotoninérgicos dessa estrutura, especificamente em neurdnios
glutamatérgicos. Outras duas evidéncias importantes sao que o NMnR recebe projec¢des
glutamatérgicas do NDR e que a estimulacdo de receptores de glutamato de tipo NMDA
presentes no NMnR leva a um aumento nas concentracdes extracelulares de 5-HT tanto no
proprio NMnR quanto no Hipocampo (TAO; AUERBACH, 2003). Em conjunto, esses dados
sugerem que o NMnR apresenta uma circuitaria envolvendo os sistemas serotoninérgico e
glutamatérgico. Nesse sentido, é possivel que a estimulacdo dos receptores 5-HT;
localizados nos interneurdnios glutamatérgicos do NMnR, ou seja, nos neurOnios ndo

serotoninérgicos, aumente a liberacdo de serotonina, a qual, por sua vez, atuara sobre os
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receptores de tipo 5-HTi4 dos neurbnios de projecdo ao hipocampo dorsal, levando a
inibicdo das memdrias aversivas relacionadas ao estresse. Com isso, ocorreria adaptacao
frente ao evento aversivo.

Na figura 6 pode-se observar um esquema referente a circuitaria proposta.

4 N

Hipocampo

Receptor de serotonina de tipo 5-HT5

Receptor de glutamato de tipo NMDA

v

A
.—< Neurdnio serotoninérgico
0—<

Neurodnio glutamatérgico

Figura 6: esquema representativo da circuitaria glutamatérgica e serotoninérgica no NMnR, NDR e no
Hipocampo, envolvendo a neurotransmisséo mediada por receptores 5-HT, e NMDA.

No entanto, varios estudos ainda sdo necessarios a fim de confirmar a existéncia de
tal circuitaria, como por exemplo, estudos envolvendo eletrofisiologia.
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Conclusdo

Os resultados obtidos neste estudo nos permitem concluir que a administracdao de
um agonista de 5-HT; diretamente no NMnR leva a uma atenuacdo das respostas
comportamentais induzidas pela exposicdo a um estressor inescapavel/incontrolavel, o que
estd de acordo com os resultados presentes na literatura (HEDLUND, 2009; SARKISYAN;
ROBERTS; HEDLUND, 2010; STAHL, 2010; MNIE-FILALI et al., 2011; ROBERTS; HEDLUND,
2012).
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