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RESUMO 
 

Investigação do Efeito Antidepressivo da Riparina III: Alterações Comportamentais, 
Neuroquímicas e Avaliação do Estresse Oxidativo. CARLA THICIANE 
VASCONCELOS DE MELO. Orientador (a): Profa. Dra. Fr ancisca Cléa Florenço de 
Sousa. Tese de Doutorado. Programa de Pós-graduação em Farmacologia. 
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2012. 
 
A depressão é uma doença recorrente e incapacitante cujo tratamento está relacionado com 
modulações nos sistemas monoaminérgicos em diversas áreas cerebrais. A riparina III 
(ripIII), isolada do fruto verde de Aniba riparia, apresentou, em estudos prévios, efeito 
antidepressivo. Dessa forma, objetivando investigar o potencial antidepressivo da ripIII, 
foram realizados testes comportamentais como o nado forçado (TNF), suspensão da cauda 
(TSC), hipotermia induzida por apomorfina e campo aberto. Para avaliar o envolvimento 
das monoaminas, os animais foram pré-tratados com antagonistas específicos para 
receptores 5-HT1A, 5-HT2A/2C e 5-HT3 de serotonina (5-HT), D1 e D2 de dopamina (DA) e 
α1 e α2 de noradrenalina (NA) no TNF. Além disso, os animais pré-tratados com ripIII e 
submetidos ou não ao TNF tiveram as áreas cerebrais hipocampo, corpo estriado e córtex 
pré-frontal retiradas para detecção dos níveis de monoaminas ou para realização dos 
experimentos de estresse oxidativo, investigando a atividade enzimática da catalase e 
superóxido dismutase, quantificando os níveis de glutationa reduzida (GSH) e 
nitrito/nitrato, além do grau de lipoperoxidação. A ripIII foi administrada agudamente, por 
via oral, na dose de 50 mg/kg, em todos os testes. Os resultados mostraram que a ripIII 
apresentou efeito antidepressivo nos modelos TNF e TSC sugerindo ser específico, uma 
vez que os animais não apresentaram alterações na atividade locomotora no  campo aberto. 
Além disso, no TNF, os antagonistas sulpirida (D2), prazosina (α1), ioimbina (α2), NAN-
190 (5-HT1A) e ondansentron (5-HT3) reverteram o tempo de imobilidade da ripIII 
sugerindo a participação desses receptores para o efeito da substância, enquanto não houve 
alteração deste efeito na presença dos antagonistas SCH23390 (D1) e ritanserina (5-
HT2A/2C) mostrando o não envolvimento desses receptores no efeito da droga. A ripIII não 
foi capaz de reverter a hipotermia induzida por apomorfina, que na dose utilizada, induz 
hipotermia por modular receptores β-adrenérgicos, sugerindo que o efeito da ripIII não está 
relacionado com esses receptores. A ripIII após o  TNF, em corpo estriado e córtex pré-
frontal, aumentou os níveis de DA, 5-HT e NA, diminuiu os metabólitos DOPAC, HVA, 5-
HIAA e as taxas metabólicas e, no hipocampo, aumentou 5-HT e NA além do metabólito 5-
HIAA, mas manteve as taxas metabólicas. A administraçãode ripIII, antes do TNF, reverteu 
o aumento nos níveis de peroxidação lipídica e nitrito-nitrato, reduziu a atividade da 
catalase mas aumentou os níveis de GSH em hipocampo, corpo estriado e córtex pré-
frontal. Esses parâmetros não foram alterados nos animais não submetidos ao estresse. Em 
conclusão, o estudo sugere uma ação moduladora, exercida por ripIII, sobre o 
funcionamento dos sistemas noradrenérgico, dopaminérgico e serotonérgico, em nível 
central, como mecanismo para o efeito antidepressivo no TNF, bem como a participação de 
propriedades antioxidantes diretas ou indiretas dessa droga, através da capacidade de 
modificar a resposta ao estresse oxidativo neuronal.  
 
Palavras-chave: Etnofarmacologia. Depressão. Antidepressivos. Monoaminas Biogênicas. 
Antioxidantes.  



 
 

 

ABSTRACT  
 

Investigation of Antidepressant Effect of Riparin III: Behavioral and Neurochemical 
Alterations and Evaluation of Oxidative Stress. CARLA THICIANE 
VASCONCELOS DE MELO. Supervisor: Prof. Dr. Francisca Cléa Florenço de 
Sousa. Doctorate’s thesis. Post-graduation Program in Pharmacology. Department of 
Physiology and Pharmacology, UFC, 2012. 
 
Depression is a disabling and recurrent disease whose treatment is related to modulations in 
monoaminergic systems in several brain areas. Riparin III (ripIII), isolated from unripe fruit 
of Aniba riparia, has shown previously antidepressant-like effects. Thus, in order to 
investigate the antidepressant effect of ripIII, behavioral experiments were performed, as 
the forced swim (FST), tail suspension (TST), apomorphine-induced hypothermia and open 
field tests. To assess the involvement of monoaminergic system, animals were pretreated 
with specific antagonists to 5-HT1A-, 5-HT2A/2C-, and 5-HT3-serotonin (5-HT) receptors, to 
D1- and D2-dopamine (DA) receptors and to α1- and α2-noradrenaline (NA) receptors in 
FST. Further, animals pretreated with ripIII and submitted or not to the FST had their brain 
areas such as hippocampus, striatum and prefrontal cortex removed for detection of 
monoamine levels or to carry out the experiments of oxidative stress, in which, it was 
investigated enzymatic activities of catalase and superoxide dismutase, measured the levels 
of reduced glutathione (GSH) and nitrite/nitrate, and lipid peroxidation degree. RipIII was 
acutely administered orally at a dose of 50 mg/kg in all tests. The results showed that ripIII 
presented antidepressant effect on the FST and TST suggesting that this effect is specific, 
since the animals showed no changes in locomotor activity in open field test. In the 
evaluation of monoaminergic systems, the results showed that the antagonists sulpiride 
(D2), prazosin (α1), yohimbine (α2), NAN-190 (5-HT1A) and ondansentron (5-HT3) 
reversed the immobility time of ripIII on the FST suggesting the involvement of these 
receptors, while no change of this effect in the presence of the antagonists SCH23390 (D1) 
and ritanserin (5-HT2A/2C) was observed, suggesting non-participation of these receptors in 
the drug effect. RipIII was unable to reverse the hypothermia induced by apomorphine that 
at the dose used, modulates β-adrenergic receptors inducing hypothermia, suggesting that 
the effect of ripIII is not related to these receptors. RipIII, after FST, in the striatum and 
prefrontal cortex, increased levels of DA, 5-HT and NA, decreased DOPAC, HVA, 5-
HIAA metabolites and decreased metabolic rates, and in the hippocampus, increased 5-HT 
and NA and 5-HIAA metabolite, but maintained metabolic rates. The prior administration 
of ripIII before the forced swimming, reversed the increased levels of lipid peroxidation 
and nitrite-nitrate, reduced the activity of catalase but increased levels of GSH in 
hippocampus, striatum and prefrontal cortex. These parameters were not altered in animals 
not exposed to stress. In conclusion, the study suggests a modulating action exerted by 
ripIII on the functioning of the noradrenergic, dopaminergic and serotonergic levels in the 
brain, as a mechanism for the antidepressant effect in the FST, as well as the participation 
of direct or indirect antioxidant properties of this drug through the ability to modify the 
neuronal response to oxidative stress.  
 
Key-words: Ethnopharmacology. Depression. Antidepressive agents. Biogenic 
monoamines. Antioxidants. 
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INTRODUÇÃO 



 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Considerações gerais sobre a depressão 

  

 A depressão maior é uma condição clínica comum, crônica e recorrente. Está 

frequentemente associada a incapacitação funcional e comprometimento da saúde física. Os 

pacientes deprimidos apresentam limitação da sua atividade e bem-estar além de 

necessitarem de maior utilização dos serviços de saúde (FLECK et al., 2003). Apresenta 

como características, além do humor deprimido, sintomas como redução da energia, 

insônia, diminuição da autoconfiança, choro, diminuição do interesse sexual e de outras 

atividades prazerosas, sentimento de desesperança e desamparo, inabilidades de lidar com 

responsabilidades do dia-a-dia, pessimismo em relação ao futuro, retraimento social e 

diminuição do discurso (FLECK et al., 2003) além de apresentarem alteração do peso e do 

apetite, nervosismo, irritabilidade, distúrbios do sono e deficiências cognitivas incluindo o 

impedimento da habilidade de pensamento, concentração e tomada de decisões 

(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2001). 

 

A complexidade desta doença é ainda maior pelo fato de que ela coexiste com 

outras condições psiquiátricas, como a ansiedade, o que pode levar ao paciente também 

apresentar sintomas autonômicos (tremor, palpitação, boca seca, dor no estômago), 

apresentando grande impacto no curso da doença depressiva levando a recuperação tardia, 

aumentando risco de recaída, incapacidade e tentativas de suicídio (HIRSCHFELD, 2001).    

 

Essa doença atinge aproximadamente 17% da população mundial resultando em 

enorme sofrimento pessoal, assim também como uma sobrecarga econômica e social 

(KESSLER et al., 2003). No Brasil, cerca de 12% da população apresentará depressão no 

seu curso de vida (VALENTINI et al., 2004) e esses índices são mais elevados entre os 

pacientes dos serviços de atenção primária. Um estudo da Organização Mundial da Saúde 

(OMS) conduzido no Rio de Janeiro em 15 centros de atenção primária à saúde mostrou 

uma prevalência de 29,5% para os transtornos depressivos (USTUN; SARTORIUS, 1995). 

A maioria dos indivíduos com depressão é atendida pelos serviços de atenção primária, 
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enquanto apenas uma minoria recebe atendimento de especialistas em saúde mental 

(HANS-ULRICH et al., 2001). Apesar de a depressão apresentar uma prevalência 

relativamente alta nos serviços de atenção primária, seus diagnóstico e tratamento são 

insuficientes. Há falha na detecção do transtorno em até 50% dos casos e provém 

tratamento em apenas um terço deles. Nos pacientes em que o transtorno não é 

diagnosticado ou é subtratado, observa-se a pior evolução (VALENTINI et al., 2004). 

Esses achados contribuem para a conclusão de que a depressão é uma doença de alta 

complexidade e heterogeneidade o que tem tornado difícil definir, diagnosticar e tratar. 

 

A etiologia da depressão ainda não tem sido completamente identificada, mas 

acredita-se que é resultante de anormalidades celulares e moleculares que interagem com 

fatores genéticos e ambientais (KRISHNAN; NESTLER, 2008). O estresse parece ser um 

dos principais fatores ambientais que predispõem um indivíduo a depressão (ANDREWS et 

al., 2011). Em cerca de 60% dos casos, os episódios depressivos são precedidos pela 

ocorrência de fatores estressantes, principalmente de origem psicossocial. Além disso, a 

conhecida influência de fatores genéticos no desenvolvimento da depressão poderia ser 

decorrente de um aumento da sensibilidade a eventos estressantes (JOCA et al., 2003). 

Corroborando com essas informações, um estudo longitudinal com ampla amostra 

comunitária mostrou que 88,1% dos casos de depressão diagnosticados estavam 

relacionados com algum evento estressante e que apenas 11,9% pareceram ter etiologia 

endógena, ou seja, o episódio depressivo surgiu sem nenhum engatilhador ambiental 

(KELLER et al., 2007). 

  

De alguma forma, a relação entre o estresse e a depressão deve ser mediada no 

cérebro, mas as causas neurobiológicas da depressão são notoriamente desconhecidas 

(BERTON; NESTLER, 2006). No entanto, sabe-se que os neurotransmissores 

monoaminérgicos, noradrenalina, serotonina e dopamina, estão envolvidos diretamente ou 

indiretamente nos camimhos bioquímicos da depressão (KRISHNAN; NESTLER, 2008) 

uma vez que todos os antidepressivos utilizados clinicamente agem sobre as monoaminas 

através de diversos mecanismos (MAYORGA et al., 2001; Cryan et al., 2004; 

DZIEDZICKA-WAZYLEWSKA et al., 2006). As principais argumentações sugerem que 
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os níveis de noradrenalina, serotonina e dopamina estão diminuídos no cérebro de pacientes 

deprimidos (SAPOLSKY, 2004), então, uma vez que os níveis dessas monoaminas são 

regulados por controle homeostático (BEST et al., 2010), o estresse de alguma forma 

perturba esse controle e altera a quantidade dessas aminas causando a depressão 

(ANDREWS et al., 2011). 

  

Projeções do impacto da depressão para o ano de 2020 colocam-na em segundo 

lugar no “ranking” das doenças incapacitantes, superada apenas pelas doenças cardíacas. 

Neste contexto, a descoberta de novos fármacos, eficazes, isentos de efeitos colaterais e 

com reduzida toxicidade, isto é, com menor risco em situações de “overdose”, representa 

significativo investimento em saúde pública, correspondendo, no início desse milênio, o 

mercado da ordem de 10-20 bilhões de dólares (ROMEIRO et al., 2003).  

 

Sendo assim, conforme essas informações, apesar de não ser conhecido 

completamente a etiologia da depressão, acredita-se que o estresse possa ser um dos 

principais fatores desencadeantes e que o tratamento com antidepressivos envolve a 

modulação dos sistemas monoaminérgicos, o que dá suporte para a investigação desses 

processos no presente trabalho. 

 

1.2 Neurotransmissão monoaminérgica e seu envolvimento na depressão  

 

Nos últimos 30 anos, a neuroquímica é a área que vem recebendo maior destaque 

nas pesquisas sobre a fisiopatologia da depressão. Isto teve início a partir do descobrimento 

do mecanismo de ação de alguns fármacos. Por exemplo, o uso crônico da reserpina no 

tratamento de pacientes com hipertensão ou esquizofrenia apresentava um risco de 

desenvolvimento da depressão em 25% dos casos (ROMEIRO et al., 2003). Essa evidência 

clínica, associada com o mecanismo de ação deste fármaco, que consiste na inibição do 

armazenamento de 5-HT e NA nas vesículas das terminações nervosas, suportou a hipótese 

que afirma que a depressão é causada por uma depleção dos níveis das monoaminas 

transmissoras, particularmente a serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) e, em menor 

extensão, a dopamina (DA), em certos locais no cérebro, enquanto a mania resulta de um 
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excesso funcional (MANJI et al., 2001). Este mecanismo foi estudado inicialmente em 

relação as alterações agudas sobre os níveis sinápticos dos neurotransmissores na tentativa 

de estabelecer hipóteses sobre a fisiopatologia dos transtornos do humor. A partir da 

observação de que essas hipóteses eram muito limitadas na sua capacidade de explicar a 

fisiopatologia, foram propostas hipóteses mais complexas, focalizando as alterações em 

múltiplos sistemas de neurotransmissão e as adaptações celulares e moleculares aos 

medicamentos antidepressivos (LAFER; VALLADA FILHO, 1999). 

 

Os sistemas monoaminérgicos se originam em pequenos núcleos no tronco cerebral 

e mesencefálico e projetam-se difusamente pelo córtex e sistema límbico. Esses sistemas 

são compostos por neurônios que contém NA, 5-HT e DA. Esses neurotransmissores 

exercem efeitos de modulação e integração sobre outras atividades corticais e subcorticais e 

estão envolvidos na regulação da atividade psicomotora, apetite, sono e humor (LAFER; 

VALLADA FILHO, 1999).  

 

Pelo fato de os antidepressivos aumentarem os níveis das monoaminas algumas 

horas após a administração, mas demorarem cerca de 2 a 3 semanas para exercer seu efeito 

terapêutico, foi necessário o estabelecimento de hipóteses que explicassem esta latência na 

resposta e que levassem em conta os efeitos adaptativos dos receptores na administração de 

antidepressivos (TRIVEDI et al., 2006). Sendo assim, foi postulado que alterações da 

função dos sistemas de neurotransmissores podem ocorrer através da mudança na 

sensibilidade de receptores pré- e pós-sinápticos, sem alteração da quantidade do próprio 

receptor. Essa observação permitiu que a hipótese de deficiência de neurotransmissores 

fosse modificada, e, em seu lugar, proposta a hipótese de dessenssibilização dos receptores. 

Tal hipótese propunha que o atraso no aparecimento do efeito terapêutico dos 

antidepressivos estava relacionado a alterações no número e sensibilidade dos receptores 

monoaminérgicos (LAFER; VALLADA FILHO, 1999) restabelecendo o controle 

homeostático das monoaminas transmissoras nas diversas regiões cerebrais (BEST et al., 

2010). 
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1.2.1 Síntese das monoaminas  

 
Dentre as monoaminas, as catecolaminas, substâncias que possuem um núcleo 

catecol (anel benzeno com dois grupamentos hidroxil adjacentes) e uma cadeia lateral de 

etilamina ou um de seus derivados (FELDMAN et al., 1997), como noradrenalina (NA) e 

dopamina (DA), são sintetizadas a partir do aminoácido aromático L-tirosina. Duas reações 

transformam tirosina em DA: a primeira é catalisada pela enzima tirosina hidroxilase (TH) 

a qual converte tirosina em L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA). A TH é considerada a 

enzima limitante nesta síntese (FELDMAN et al., 1997). O segundo passo é a 

descarboxilação da DOPA, catalisada pela enzima DOPA descarboxilase, a qual produz 

DA que sofre ação da dopamina β-hidroxilase para tornar-se NA (Figura 1).  

 

Figura 1 - Síntese das catecolaminas 
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Após serem sintetizadas as catecolaminas se difundem pela fenda sináptica e 

podem ser catabolizadas pelas enzimas monoamina oxidase (MAO) e catecol o-metil 

transferase (COMT) que estão amplamente distribuídas no corpo e SNC. A MAO está 

localizada na parte externa da membrana mitocondrial (COSTA; SANDLER, 1972) e pela 

sua localização intracelular, tem um papel estratégico na inativação das catecolaminas que 

estão livres na fenda sináptica. A COMT age nas catecolaminas extraneuronais. Os 

metabólitos produzidos pela ação destas enzimas são: o ácido dihidroxifenilacético 

(DOPAC) e ácido homovanílico (HVA) (Figura 2).  

 
Figura 2 - Metabolização de dopamina no cérebro 

 

 
Fonte: RANG et al., 2007 

 
O processo de captação das monoaminas foi originalmente descrito por AXELROD 

(1971) e é de suma importância para a finalização da ação do neurotransmissor na fenda 

sináptica. A captação é mediada por um carreador ou transportador localizado no lado 

externo do neurônio catecolaminérgico, e é saturável, obedecendo a cinética de Michaelis-

Menten. Um processo de transporte seletivo para NA é encontrado apenas nos neurônios 

noradrenérgicos, enquanto um transportador com especificidade diferente é encontrado nos 

neurônios dopaminérgicos. Estes transportadores fazem parte de uma grande família de 

neurotransportadores (AMARA; KUHAR, 1993). O processo de captação é dependente de 

energia, desde que ele pode ser inibido pela incubação a baixas temperaturas ou por 

inibidores metabólicos. O processo depende do gradiente de Na+ e de Cl-. Este transporte 

pode ser inibido por drogas como os antidepressivos.  
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O neurotransmissor serotonina é sintetizado a partir do aminoácido triptofano nos 

neurônios do núcleo da rafe mediana mesencefálica. Por suas características hidrofílicas a 

serotonina não é capaz de atravessar a barreira hematoencefálica (BHE), e é sintetizada no 

SNC. Sua síntese ocorre através da captação ativa do triptofano plasmático por carreadores 

de aminoácidos neutros na BHE, por esta razão a variação do triptofano plasmático 

influencia profundamente a produção de serotonina nos núcleos da rafe (BLUNDELL, 

1992). A enzima triptofano hidroxilase, presente nos neurônios serotoninérgicos dos 

núcleos da rafe, converte o aminoácido triptofano em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) a partir 

de uma hidroxilação na posição cinco do anel aromático do aminoácido. A seguir, o 5-HTP 

é descarboxilado pela enzima acidoamino-aromático decarboxilase (AADC), formando 

então a 5- hidroxitriptamina ou serotonina (EATON et al., 1993; AZMITIA, 2001). O 

AADC também é encontrado em neurônios catecolaminérgicos onde é responsável pela 

conversão da 3,4-dihidroxifenilalamina (DOPA) em dopamina (SIEGEL, 1999) (Figura 3). 

Figura 3 - Síntese e degradação da 5-HT 
 

 

Fonte: RANG et al., 2007 
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A hidroxilação inicial do triptofano em 5-HTP pela enzima triptofano hidroxilase é 

alvo de estratégias para bloquear a síntese de serotonina. O inibidor enzimático mais 

utilizado em trabalhos experimentais é o paraclorofenilalanina (PCPA). In vivo, o PCPA 

inibe irreversivelmente a enzima triptofano hidroxilase, incorporando-se à enzima para 

produzir uma proteína inativa. Esta inativação produz marcante depleção de estoques de 

serotonina no cérebro, tecidos periféricos e sangue de ratos e cães (KOE; WEISSMAN, 

1966). Seu pico de ação é alcançado rapidamente, 2-3 dias após a administração, podendo 

diminuir até 90% os níveis de serotonina. Ao contrário das outras drogas utilizadas para 

depletar a serotonina, como anfetaminas, diidroxitriptamina que são neurotoxinas, o PCPA 

não produz dano à inervação serotoninérgica. Mesmo com a acentuada diminuição dos 

níveis de serotonina, os níveis de outras catecolaminas sofrem pouca ação desta droga, 

deixando evidente a especificidade do PCPA (KOE, 1971). Após a síntese, a serotonina é 

armazenada em vesículas através de um mecanismo mediado por bomba de prótons. A 

despolarização do neurônio serotoninérgico induz a liberação vesicular deste 

neurotransmissor na fenda sináptica, através de um processo dependente de Ca++. Esta 

liberação é controlada por autoreceptores pré-sinápticos. 

 

Uma vez liberada na fenda sináptica, a serotonina tem sua ação encerrada pelo 

transportador SERT, localizado nos neurônios serotoninérgicos. Trata-se de uma proteína 

transmembrana pertencente à família de transportadores de neurotransmissores dependentes 

de Na+/Cl-, que capta a serotonina, regulando seus níveis na sinapse. Drogas psicoativas, 

como a fluoxetina, a paroxetina, a fluvoxamina, o citalopram, utilizadas no tratamento da 

depressão, transtornos de ansiedade e outras desordens psiquiátricas, se ligam seletivamente 

à SERT inibindo a recaptação de serotonina (LESCH, 2005). Um outro processo para 

terminar a ação da serotonina é a degradação enzimática pela enzima monoamina oxidase 

(MAO) localizada no terminal pré-sináptico e na membrana mitocondrial. A MAO tipo A 

ou tipo B converte a serotonina em 5-hidroxiindolacetaldeido (5-HIAA) e este produto é 

oxidado por um NAD+-desidrogenase aldeído-dependente, formando ácido 5-

hidroxiindoacético (5-HIAA) (ZIGMOND et al., 1999). 
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1.2.2 Sistema dopaminérgico e depressão 

 
A DA constitui cerca de 80% do conteúdo de catecolaminas no cérebro. Projeções 

originárias de áreas cerebrais que sintetizam este neurotransmissor originam quatro vias 

axonais: (1) Nigro-estriatal; (2) mesolímbica; (3) mesocortical e (4) tuberoinfundibular 

(Figura 4). 

 
Figura 4 - Principais vias dopaminérgicas no SNC 

 

 
Fonte: MACEDO, 2005. 

 

As projeções que constituem a via nigroestriatal originam-se de neurônios 

sintetizadores de DA do mesencéfalo e substância negra pars compacta (SNpc) que 

inervam o estriado dorsal (caudado-putamen). A via nigroestriatal está envolvida no 

controle dos movimentos e sua degeneração leva a doenças como a doença de Parkinson 
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(GERFEN, 1992; LANG; LOZANO, 1998a, b). A via mesocortical origina-se na área 

tegmentar ventral (ATV) e inerva diferentes regiões do córtex frontal. Esta via parece estar 

envolvida em alguns aspectos do aprendizado e memória (LE MOAL; SIMON, 1991; 

FELDMAN et al., 1997). A via mesolímbica origina-se na ATV e inerva o estriado ventral 

(núcleo accumbens), o tubérculo olfatório e partes do sistema límbico (FELDMAN et al., 

1997). Esta via foi implicada no comportamento motivacional e emoções (KOOB; 

BLOOM, 1988; KOOB, 1992). A via tuberoinfundibular inicia a partir de células dos 

núcleos arqueado e periventricular do hipotálamo (FELDMAN et al., 1997). As projeções 

desta via alcançam a eminência média do hipotálamo onde ocorre liberação de DA nos 

espaços perivasculares do plexo capilar do sistema hipotalâmico-hipofisário. Por esta via a 

DA é tranportada para a hipófise anterior onde atua inibindo a liberação de prolactina. 

 

Os receptores dopaminérgicos dividem-se em duas famílias: a família D1-símile, a 

qual inclui os subtipos D1 e D5 e a família D2-símile, que inclui os subtipos D2, D3 e D4. 

Esses receptores realizam suas ações por se acoplarem e ativarem diferentes complexos de 

proteínas G. Os receptores D1-símile interagem com o complexo de proteínas Gs, 

resultando em ativação da adenilil ciclase e aumento nos níveis de AMPc intracelular. 

Esses receptores estão localizados principalmente no neurônio pós-sináptico. Os receptores 

D2-símile interagem com um complexo de proteínas Gi com consequente inibição da 

produção de AMPc (CIVELLI et al., 1993; COOPER et al., 1991; DE KEYSER, 1993).  

Além disso, a família de receptores D2-símile bloqueia os canais de cálcio e abrem os 

canais de potássio, através do mecanismo da hidrólise do fosfolipídio, aumentando assim o 

trifosfato de inositol (IP3) (Quadro 1). 
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Quadro 1 - Propriedades e localizações dos subtipos de receptores dopaminérgicos 

Fonte: RANG et al., 2007 

  

Estudos têm demonstrado que a dopamina apresenta importante papel nas desordens 

afetivas através da regulação do humor (DAILLY et al., 2004; MILLAN, 2004). De fato, 

alguns estudos mostram que os metabólitos da dopamina estão reduzidos no fluido 

cerebroespinhal e no plasma de pacientes deprimidos (SEE et al., 1992; MITANI et al., 

2006; SHER et al., 2006) e a administração de agonistas dopaminérgicos melhora o humor 

em pacientes bipolar (JIMERSON, 1987). Além disso, está bem aceito que a eficácia 

clínica de neurolépticos na mania está relacionado com o bloqueio dos receptores 

dopaminérgicos e que os estados depressivos tem sido reportados dentre os efeitos 

colaterais de neurolépticos (JIMERSON, 1987). Outra evidência importante é o fato de que 

a administração de antidepressivos aumenta o nível de dopamina no córtex frontal 

(WILLIAN, 2004). 

 

 Alguns estudos mostraram que o tratamento de pacientes com baixas doses de 

sulpirida, um antagonista dos receptores dopaminérgicos tipo D2, proporcionou um leve 

 
Distribuição 
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pré- e pós-
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aumento na sensação de bem-estar. Esta observação pode ser relevante para a eficácia da 

baixa dose de sulpirida como antidepressivo (DEL ZOMPO et al., 1990; RUTHER et al., 

1999) e que, provavelmente, sua ação se deve ao bloqueio nos receptores pré-sinápticos 

dopaminérgicos do tipo D2/D3. (DRAGO et al., 2000; PAPP; WIERONSKA, 2000). No 

entanto, em doses mais altas, a sulpirida perde a especificidade para os receptores pré-

sinápticos e passa a bloquear também os receptores D2/D3 pós-sinápticos, causando assim 

depressão (WILLNER, 2002).  

 

 Dessa forma, a sulpirida está sendo usada em modelos animais de depressão para 

analisar o mecanismo de ação de drogas antidepressivas (WILLNER, 2002). Isso se deve 

ao fato de que essa droga antagonizou os efeitos da bupropiona, agonista dopaminérgico 

indireto, nos modelos do nado forçado e suspensão da cauda em camundongos (YAMADA 

et al., 2004). Apesar da maioria dos estudos mostrarem o envolvimento apenas do receptor 

dopaminérgico D2 nos distúrbios afetivos, alguns autores acreditam que o receptor D1 

também possua alguma participação. De fato, o antagonista dos receptores D1, SCH23390, 

bloqueou o efeito antidepressivo da bupropiona no teste do nado forçado em camundongos 

(YAMADA et al., 2004), sugerindo assim, também a participação do receptor D1 no efeito 

antidepressivo de drogas. 

 

1.2.3. Sistema serotoninérgico e depressão 

 

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) tem sido descrito como um 

neurotransmissor modulatório amplamente distribuído no sistema nervoso central. Os 

neurônios serotoninérgicos estão localizados nos núcleos da rafe e consistem em numerosos 

e distintos grupos de neurônios do tronco cerebral que estão organizados ao longo da linha 

média originando projeções ascendentes e descendentes. (ZIGMOND et al., 1999). Estes 

núcleos recebem aferentes de várias regiões do SNC incluindo o córtex, hipotálamo, núcleo 

reticular, tronco cerebral e medula espinhal (ADELL et al., 2002). Além da serotonina 

foram também identificados nos núcleos da rafe terminais contendo outros 

neurotransmissores incluindo norepinefrina, dopamina, acetilcolina, ácido gama-amino-
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butirico (GABA) e substância P. Os neurônios da rafe por sua vez, inervam praticamente 

todas as regiões do encéfalo, enviando axônios colaterais a áreas do cérebro com funções 

relacionadas (AZMITIA, 2001) (Figura 5). 

 
Figura 5 - Vias serotoninérgicas no cérebro 

 

 

Fonte: Minneman; Wecker, 2005 

  

A serotonina possui diversos receptores amplamente distribuídos no organismo. 

Esses receptores foram divididos em 7 famílias, entre eles: 5-HT1; 5-HT2; 5-HT3; 5-HT4; 5-

HT5; 5-HT6; 5-HT7. Com exceção do receptor 5-HT3, pertencente à família de receptores 

acoplados a canais iônicos seletivamente permeáveis a sódio (Na+), potássio (K+) e cálcio 

(Ca++), os demais receptores estão incluídos na superfamília de receptores acoplados a 

proteína G (metabotrópicos). Sua estimulação afeta várias enzimas efetoras incluindo 

adenilil ciclase, fosfolipase A e C e canais de cátions, especialmente canais de K+ e Ca++, 

através da ativação de proteínas G específicas. Existem no mínimo 14 subtipos diferentes 

de receptores serotoninérgicos que foram clonados de tecidos de mamíferos (BARNES; 

SHARP, 1999; RAYMOND et al., 2001). Alguns estudos mostram que alguns receptores 

serotonérgicos estão envolvidos na depressão, como, por exemplo, o receptor 5-HT1A , 5-

HT2A/2C e 5-HT3 (CRYAN et al., 2005).  
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A família 5-HT1 contém receptores que são acoplados negativamente a adenilil 

ciclase e inclui os receptores 5-HT 1A, 1B, 1D, 1E e 1F. O receptor 5-HT1A foi o primeiro a 

ser clonado e além de inibir a síntese de AMPc também leva a hiperpolarização da célula 

através da ativação de canais de potássio. Este receptor, nos núcleos da rafe localiza-se em 

terminais pré-sinápticos e atua como autoreceptor somato-dendrítico enquanto nas áreas 

alvo dos neurônios serotoninérgicos, como o hipocampo, septo, amígdala, hipotálamo e 

neocórtex ele corresponde a heteroreceptores localizados em terminais pós-sinápticos 

(LANFUMEY, 2000). O receptor 5-HT1B é expresso tanto em neurônios serotoninérgicos 

como não-serotoninérgicos, atuando como auto- e hetero-receptores, respectivamente. Este 

receptor está distribuído em diferentes regiões do SNC, como no globo pálido e na 

substância negra, onde encontra-se predominantemente ao nível pré-sináptico (SARI, 

2004). O receptor 5-HT1D é conhecido por suas funções inibitórias atuando como 

autoreceptor nos terminais serotoninérgicos (DEL ANGEL-MEZA et al., 2002) inibindo a 

liberação de serotonina na rafe mesencefálica, hipocampo e córtex frontal (RAYMOND et 

al., 2001).  

 

A família 5-HT2 possui três subtipos de receptores sendo eles classificados como 5-

HT2A, 5-HT2B e 5-HT2C. Eles atuam ativando a fosfolipase C aumentando os níveis de Ca++ 

intracelular. Os receptores 5HT2A estão localizados em áreas corticais, particularmente no 

córtex frontal, também estão localizados no claustrum, núcleos da base e núcleo olfatório 

(BARNES; SHARP, 1999). 

 

 O receptor 5-HT3, como mencionado anteriormente, é um canal iônico 

seletivamente permeável a íons Na+, K+ e Ca++, sendo distribuído tanto centralmente em 

grande concentração no corpo estriado, substância negra e tubérculo olfatório e hipocampo 

e indiretamente promovem o aumento da liberação de DA estriatal (WALSTAB et al., 

2010).  

 

Os receptores 5-HT4, 5-HT6 e 5-HT7 estão acoplados a proteína Gs a qual ativa a 

adenilil ciclase. A família do receptor 5-HT5 contém dois subtipos 5-HT5A e 5-HT5B. 

Acredita-se que o tipo 5-HT5A esteja acoplado negativamente a adenilil ciclase enquanto 
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que o 5-HT5B está ligado a outro sistema efetor ainda não muito bem caracterizado 

(BARNES; SHARP, 1999). 

 

A serotonina tem sido implicada na regulação de atividades que regem o 

comportamento (JACOBS; FORNAL, 1999; WOODS et al., 2012), apetite 

(TRIFUNOVIC; REILLY, 2006; BELLO; LIANG, 2011), ritmo circadiano (JIANG et al., 

2000), sono/vigília (THASE, 2000) e fenômenos cognitivos como aprendizado e memória e 

processos autonômicos (McNAMARA; SKELTON, 1993), além da regulação do estresse e 

depressão (STARR et al., 2012). A serotonina é um dos muitos neurotransmissores que 

participam do controle hipotalâmico sobre a secreção da hipófise, participando da regulação 

da secreção de hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), prolactina e hormônio de 

crescimento (SIEGEL, 1999). No hipocampo, a 5-HT aumenta os receptores para 

hormônios glicocorticóides os quais diminuem a síntese de hormônio liberador de 

corticotrofina (CRH) no hipotálamo inibindo então o estímulo do hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH) da hipófise anterior sobre as glândulas adrenais regulando 

dessa forma a influência do estresse sobre o hipocampo (SOUTHWICK et al., 2005). 

 

Por suas ações, os neurônios serotonérgicos e receptores são alvos para uma ampla 

variedade de drogas, como antipsicóticos, ansiolíticos, antieméticos e antidepressivos. Por 

exemplo, a buspirona, um agonista parcial dos receptores 5-HT1A, mas que também 

apresenta baixa afinidade pelos receptores 5-HT2, foi inicialmente utilizada para o 

tratamento da ansiedade, mas atualmente tem sido verificada sua importância para a 

melhoria de diversas patologias como alívio dos sintomas da depressão, ataxia e fobia 

social (LOANE; POLITIS, 2012). Além disso, os fármacos mais utilizados para o 

tratamento da depressão são inibidores da receptação de serotonina, como a fluoxetina e 

paroxetina (AGUIAR et al., 2011) 

 
1.2.4. Sistema noradrenérgico e depressão 

  

O locus ceruleus (LC), localizado na ponte, é um sistema de projeção generalizado 

que libera noradrenalina para todo o sistema nervoso central.  Os axônios deixam o LC em 
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diversos tratos, mas logo depois espalham-se para inervar praticamente todas as partes do 

encéfalo: todo o córtex cerebral, o tálamo, o hipotálamo, o bulbo olfatório, o cerebelo, o 

mesencéfalo e a medula espinhal (SALGADO et al., 2012) (Figura 6). 

 

Figura 6 - Vias noradrenérgicas no cérebro 

 

 

Fonte: Minneman; Wecker, 2005 

  

A manipulação do sistema noradrenérgico foi uma das primeiras ferramentas 

relevantes adaptadas para a compreensão dos eventos moleculares para a regulação do 

humor, desde a primeira observação empírica da administração da reserpina, apresentando 

efeitos depressivos (BAUMEISTER et al., 2003). Acredita-se que a noradrenalina modula 

o humor particularmente através da atividade dos receptores inibitórios α2-pré-sinápticos. 

Uma vez ativados eles causam downregulation do tônus noradrenérgico no SNC causando 

depressão. Estudos in vitro mostram que a NA modula a transmissão sináptica e a 

excitabilidade celular no córtex. Contudo, a NA exerce efeitos inibitórios e excitatórios e 

essas ações distintas podem ser atribuídas a diferentes concentrações de NA liberadas 

levando a ativação de diferentes subtipos de receptores adrenérgicos específicos nos 

circuitos-alvo (SALGADO et al., 2012). A NA liga-se a receptores adrenérgicos 
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localizados pós-sinapticamente aos α1, α2 e β ou pré-sinapticamente aos α2 e β2. Todos os 

receptores adrenérgicos trabalham através da interação com proteínas G. Os receptores β 

estimulam a adenilato ciclase e aumentam os níveis intracelulares de AMPc, o receptor α1 

causa liberação de Ca++ intracelular, via fosfolipase C e a ativação dos receptores α2 

diminui a atividade da adenilato ciclase (LIUKAITIS, 2005; SVOBODA et al., 2004) 

  

 Os receptores adrenérgicos que medeiam ações da adrenalina e noradrenalina 

podem ser encontrados perifericamente e centralmente. No SNC humano e de 

camundongos, são encontrados no hipocampo (SZOT et al., 2004; 2005). O receptor α2, em 

camundongos, é encontrado em regiões cerebrais envolvidas no processo de informações 

sensoriais e no controle de atividades motoras e emocionais relacionadas, com os núcleos 

acumbens, caudado e putamen, tubérculo olfatóro, septo lateral, hipocampo, amígdala e 

córtex frontal (HOLMBERG et al., 2003).  

 

A noradrenalina tem sido relacionada ao controle do desenvolvimento da 

plasticidade, ao estado de despertar e ao ciclo sono-vigília. O funcionamento 

noradrenérgico alterado tem sido implicado em distúrbios como o transtorno do déficit de 

atenção e hiperatividade (TDAH), depressão, ansiedade e recuperação após lesão cerebral 

traumática (TIMMONS et al., 2004). Certos componentes do sistema noradrenérgico 

parecem estar envolvidos com excitação e medo, enquanto outros, em conjunto com 

componentes mesolímbicos dopaminérgicos, com motivação e prazer. Assim, a ansiedade e 

a perda de prazer características da melancolia e da depressão atípica podem estar 

relacionadas à desregulação do sistema noradrenérgico (SCHILDKRAUT, 1965; KANDEL 

et al., 2000; KALIA, 2005; YUDOFSKY; HALES, 2006). 

 
 O receptor α2 está desregulado na depressão maior, onde os pacientes têm maior 

densidade deste receptor que os controles normais (GURGUIS et al., 1999). Achados 

obtidos com uma substância ligante agonista seletiva a proteínas G em cérebros de pessoas 

com depressão que cometeram suicídio comparados com controles sem depressão sugerem 

o envolvimento desses receptores na patogênese do distúrbio do humor (GONZALEZ-

MAESO et al., 2002). 
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 Estudos com psicofármacos têm possibilitado, também, alguns achados relevantes a 

cerca do funcionamento dos receptores de neurotransmissores cerebrais. O lento início do 

efeito das drogas antidepressivas parece refletir o tempo requerido para o desenvolvimento 

de mudanças adaptativas com a dessenssibilização dos autorreceptores pré-sinápticos 

controlando a liberação de neurotransmissores. Pesquisa com o antidepressivo reboxetina, 

inibidor seletivo da receptação de noradrenalina, por exemplo, indicou que o tratamento 

crônico aumenta marcadamente o efeito da reboxetina na noradrenalina extracelular no 

hipocampo dorsal de ratos e que este efeito pode ser secundário a dessenssibilização dos 

α2-adrenérgicos hipocampais (PARINI et al., 2005). 

  

1.3 Estresse e depressão. 

  

A depressão é uma doença complexa cuja etiologia não está totalmente esclarecida, 

uma vez que a hipótese monoaminérgica não explica totalmente a patogênese dos distúrbios 

do humor, mas acredita-se que pode estar relacionada com fatores endógenos, como 

alterações genéticas ou, na maioria dos casos, relacionadas com fatores ambientais, sendo 

um dos mais importantes, o estresse (PAULINO et al., 2009).  

 

O termo estresse foi empregado pela primeira vez por Hans Selye (1936) para 

descrever uma ameaça real ou potencial à homeostasia. Atualmente, além dos fatores 

físicos, os fatores psicológicos, como novidade ou problemas sociais, também são aceitos 

como agentes estressores capazes de induzir alterações comportamentais e fisiológicas 

significativas (JOCA et al., 2003; PAULINO et al., 2009).  

 

O estresse é capaz de estimular a liberação do hormônio cortisol pela glândula 

suprarenal através da estimulação do eixo-hipotalâmico-hipofisário-adrenal (HHA). O 

cortisol permite a preparação do organismo para desafios fisiológicos ou ambientais e é 

importante para a consolidação da resposta ao estresse. No entanto, a persistência e/ou a 

intensidade exagerada do estresse, bem como a incapacidade do organismo em atenuar a 

sua exacerbação, podem tornar o eixo HHA hiperreativo, com prejuízos potenciais ao 

organismo (KRISHNAN; NESTLER, 2008; SAVITZ; DREVETZ, 2009).  
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A ativação do eixo HHA pelo estresse gera um aumento na liberação de cortisol 

que, em altas concentrações, atua em áreas cerebrais envolvidas com a depressão, como o 

hipocampo, que tem como função exercer uma ação de retroalimentação negativa sobre o 

eixo. No entanto, como o nível de cortisol está elevado ocorre uma dessenssibilização dos 

receptores de glicocorticoides no hipocampo impedindo o controle. Assim, a influência do 

cortisol sobre esta área cerebral específica leva a eventos neurotóxicos nesta região, com a 

produção de radicais livres levando ao dano cerebral, evidenciado pela diminuição da 

neurogênese e diminuição da ramificação dendrítica, predispondo ao desenvolvimento da 

depressão (NESTLER et al., 2002a; FUCHS, 2007). 

 

Inúmeras linhas de pesquisa revelam uma estreita conexão entre a excessiva 

ativação do eixo HHA e a depressão. Por exemplo, cerca de metade dos pacientes 

deprimidos apresentam hipercortisolemia e ritmicidade do cortisol interrompida 

(SACHAR; BARON, 1979) que pode ser revertida pelo tratamento com antidepressivos 

(HOLSBOER, 2001). Além disso, existem evidências do aumento dos níveis de fator de 

liberação de corticotripina (CRF) no fluido cerebroespinhal, do aumento do cortisol livre na 

urina e da diminuição da supressão do cortisol plasmático após a administração de 

dexametasona em pacientes deprimidos (NESTLER et al., 2002a; SOUTHWICK et al., 

2005). Em pessoas saudáveis a administração de dexametasona suprime o hormônio 

adrenocorticotrópico (ACTH) e a liberação de cortisol pela ligação aos receptores de 

glicocorticóides por retroalimentação negativa. Em pacientes deprimidos, se a supressão do 

ACTH pela dexametasona está diminuída, a normalização ocorre durante um tratamento 

eficaz com antidepressivos (GREDEN et al., 1983; HOLSBOER et al., 1982). Estudos 

mostraram que em pacientes com a síndrome de Cushing, desordem marcada cronicamente 

pelos altos índices de cortisol no plasma, frequentemente apresentam altos índices de 

depressão (SONINO; FAVA, 2002) criando um forte argumento para a influência da 

desregulação do sistema de estresse e o desenvolvimento do estado depressivo. Além 

desses relatos existem outros inúmeros trabalhos que reportam que os sintomas depressivos 

devem estar relacionados a mecanismos adaptativos em resposta a ameaças e fatores 

estressantes (PRICE  et al., 1994; NESSE, 2000, 2004; WATSON; ANDREWS, 2002; 

ALLEN; BADCOCK, 2003, 2006; HAGEN, 2003; GILBERT, 2006; HORWITZ; 
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WAKEFIELD, 2007; ANDREWS; THOMSON JR., 2009; NESSE; ELLSWORTH, 2009, 

PRICE, 2009). 

  

É baseado nessas informações que pesquisadores têm utilizado modelos animais, 

tais como o nado forçado ou suspensão da cauda, como ferramentas farmacológicas, através 

da pré-exposição a evento altamente estressante e inescapável, na avaliação do 

desenvolvimento de alterações comportamentais, fisiológicas, neuroquímicas e 

antioxidantes (JOCA et al., 2003), uma vez que o nado forçado também é capaz de gerar 

estresse oxidativo ao aumentar a produção de radicais livres, podendo contribuir também 

para gerar danos neuronais e induzir depressão. Dessa forma, é necessário também 

investigar se esses modelos são capazes de induzir estresse oxidativo e, dessa forma, 

identificar novos alvos terapêuticos para o tratamento da depressão. 

 

1.3.1 Espécies reativas derivadas do oxigênio (ERO) e a depressão 

 

1.3.1.1 Radicais livres e mecanismos de defesa antioxidante 

 

 Os radicais livres têm sido implicados na toxicidade de numerosos agentes químicos 

e na patogênese de muitas doenças, tais como doenças inflamatórias, doença de Parkinson, 

de Alzheimer e epilepsia, dentre outras. A lista dessas doenças é cada vez maior e isso se 

deve, pelo menos em parte, ao fato de que essas moléculas reativas podem produzir a maior 

parte das alterações teciduais identificadas em uma grande variedade de processos danosos. 

Muitas dessas alterações, porém, podem ser conseqüência e não causa do dano (KEHRER, 

1993). 

 

Radicais livres são moléculas que possuem um ou mais elétrons desemparelhados. 

Em geral, são instáveis e têm vida muito curta, devido à natureza livre de seus elétrons, que 

os tornam hábeis a reagir com diversos compostos ou alvos celulares, de modo a obter uma 

maior estabilidade química conferida pelo emparelhamento de elétrons. Essas moléculas 



41 
 

 

causam danos teciduais por interagirem com carboidratos, ácidos nucléicos (DNA), lipídios 

e proteínas (HALLIWELL, 1994). 

 

Por sua elevada reatividade, os radicais livres, formados a partir de transferências de 

elétrons, podem reagir e formar uma série de espécies reativas, como as espécies reativas 

do oxigênio (ROS) e, quando não neutralizadas, podem levar ao estresse oxidativo, 

exacerbar a inflamação e promover dano tecidual. Dentre esses radicais estão as espécies 

reativas do oxigênio (ROS), como o superóxido (O2
·-); radical hidroxila (OH·); radical 

peróxido (ROO·) e o peróxido de hidrogênio (H2O2); bem como as espécies reativas do 

nitrogênio (RNS), como o óxido nítrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO·) e espécies reativas 

do cloro (RCS) como o ácido hipocloroso (HOCl) (MOSLEY et al., 2006). 

 

Essas espécies químicas são abundantes na natureza, produzidas normalmente no 

metabolismo celular e encontradas no meio ambiente. São facilmente formadas com 

exposição excessiva a luz solar, poluição, álcool, inseticidas, radiação, exercício intenso, 

etc. No entanto, existem sistemas enzimáticos antioxidantes protetores, como a superóxido 

dismutase (SOD), a catalase, a glutationa reduzida, glutationa peroxidase e redutase, e 

sistemas não-enzimáticos, que neutralizam os radicais livres, como  a vitamina E, a 

vitamina C, dentre outras substâncias capazes de inativar ou reduzir a formação dos radicais 

livres (MOSLEY et al., 2006). 

 

A catalase é uma hemeproteína citoplasmática que catalisa a redução de peróxido de 

hidrogênio em água e oxigênio (SCOTT et al., 1991). Pode ser encontrada no cérebro, no 

sangue, medula óssea, mucosas, rim e fígado. Sua atividade é dependente de NADPH 

(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). As glutationa peroxidases (GSH-Px) são as principais 

enzimas responsáveis pela remoção de peróxido de hidrogênio gerado pelas SOD no citosol 

e mitocôndria e peróxidos orgânicos para seus correspondentes alcoóis, à custa da 

conversão da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG) (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997). Elas promovem a redução de H2O2, à custa de GSH, para formar 

GSSG e água (FIGURA 7). 
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Figura 7 – Integração dos sistemas de defesa enzimáticos 
 

 

Fonte: BARBOSA et al., 2010 

 

A glutationa (GSH, L-γ-glutamil-L-cisteinil-glicina), um tripeptídeo formado por 

resíduos de glicina, cisteína e ácido glutâmico, existe em concentrações milimolares em 

todas as células humanas e desempenha outros papéis igualmente importantes no 

metabolismo de xenobióticos e na síntese de leucotrienos (HALLIWELL, 1994). A GSH 

pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da 

célula, protegendo-a contra a lesão resultante da exposição a agentes como íons ferro, 

oxigênio hiperbárico, radiações ionizantes e luz ultravioleta (FERREIRA; MATSUBARA, 

1997). Além disto, diminui a suscetibilidade à lesão renal decorrente da isquemia e 

reperfusão; atua como transportadora e reservatório da cisteína e participa da detoxificação 

de agentes químicos e da eliminação de produtos da lipoperoxidação. Pode ser requerida, 

ainda, para a síntese de DNA, de proteína e de algumas prostaglandinas (SHAN et al., 

1990). 

 

O dano oxidativo ocorre nos organismos celulares devido ao desequilíbrio entre a 

produção dos radicais livres e as defesas antioxidantes celulares. Através da respiração 

celular normal ou da respiração mitocondrial desregulada, grandes quantidades de ROS 

podem ser produzidos e desencadearem efeitos deletérios no delicado equilíbrio neuronal 

do SNC. O estresse oxidativo está realmente implicado como sendo a principal causa da 
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injúria neuronal em várias doenças neurológicas, incluindo a depressão (MUSTAK et al., 

2010). 

 

Alguns dos mais destrutivos radicais livres gerados no organismo derivam do 

oxigênio (O2). Então, a molécula mais importante para a manutenção da vida pode também 

provocar danos celulares, podendo levar a destruição de órgãos e do próprio organismo. O 

acúmulo dos danos ao longo da vida causados por moléculas vitais em órgãos está 

relacionado ao envelhecimento e ao desenvolvimento de doenças relacionadas com a idade 

(NICHOLLS, 2008). 

 

O radical superóxido (O2
•-) é o produto da adição de um elétron a molécula de 

oxigênio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Muitas moléculas biológicas como, por 

exemplo, a hemoglobina, miogobina, catecolaminas e alguns constituintes dos sistemas de 

transporte de elétrons mitocondriais (TURRENS et al., 1985) e microssômicos (JAKOBY; 

ZIEGLER, 1990) reagem com o O2 convertendo-o em O2
•-. Adicionalmente, fagócitos 

ativados (neutrófilos, monócitos, macrófagos e eosinófilos) geram o O2
•- em grande 

quantidade, com a finalidade de destruir microorganismos estranhos ao organismo. Esse 

mecanismo de proteção natural pode tornar-se nocivo nos processos de inflamação crônica 

(MOSLEY et al., 2006). 

 

O radical hidroxila (OH•) é a espécie de oxigênio mais reativa em sistemas 

biológicos; age rapidamente no local em que é produzido, sendo potencialmente capaz de 

causar alterações nas bases purínicas e pirimidínicas, levando a inativação ou a mutação do 

DNA, inibir diversas proteínas (constituintes das membranas celulares e enzimas) através 

da oxidação dos seus grupamentos sulfidrila (-SH) a pontes dissulfeto (-SS) e iniciar a 

peroxidação de lipídeos, especialmente ácidos graxos poliinsaturados de membranas e 

lipoproteínas (MOSLEY et al., 2006).  

 

Radicais do tipo hidroxila são gerados nos sistemas biológicos principalmente por 

radiações ionizantes e através da reação que envolve um metal de transição, o radical 
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superóxido e o peróxido de hidrogênio. Devido ao alto teor de água das células, sua 

exposição às radiações ionizantes (raios X e gama), pode resultar na formação do radical 

hidroxila, através do processo de radiólise da água (HALLIWELL, 1994). Os íons 

metálicos (de ferro ou cobre) possuem a habilidade de mover elétrons, o que constitui a 

base para a iniciação e propagação de muitas das reações de radicais livres mais nocivas. 

Assim, o OH• é formado pela interação entre um íon metálico (Fe3+), o O2
•- e o H2O2, de 

acordo com a seguinte equação: 

 

              Fe3+ + O2
·-                 Fe2+ + O2 

                                      

                                  H2O2                  Fe3+ + OH- + OH••••  

                                                (reação de Fenton) 

 

O H2O2 não é especialmente tóxico, a menos que esteja em altas concentrações nas 

células. Outra característica dessa molécula é que ela possui a capacidade de se difundir 

rapidamente através das membranas celulares podendo então se distribuir por sítios 

distantes dos quais ela foi gerada. Além disso, na presença de metais de transição, mais 

comumente o Fe2+, mas também o Cu1+, o H2O2 é reduzido à radical hidroxil (OH•) via 

reações de Haber-Weiss ou Fenton (NICHOLLS, 2008). 

 

Essa via de produção do OH• tem sido bastante estudada, embora o seu papel 

patológico não esteja bem definido, a existência de proteínas de transporte para o ferro e o 

cobre, utilizadas pelas células para minimizar a presença de íons metálicos livres, indicam 

que tais reações podem ser prejudiciais para os sistemas biológicos (MOSLEY et al., 2006). 

 

O óxido nítrico (NO) funciona como um mensageiro intracelular de produção 

endógena que desempenha um importante papel em praticamente todos os sistemas do 

organismo (EISERICH et al., 1998), embora exerça diversas funções fisiológicas úteis, em 

excesso pode ser nocivo. Em determinadas condições o NO e o O2
•- podem interagir, 

resultando em um produto muito tóxico, o peroxinitrito (ONOO-): 

O2
•-+ NO• → ONOO- 
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O peroxinitrito (ONOO-) é capaz de reagir prontamente com diversas moléculas: 

proteínas, lipídeos, carboidratos e ácidos nucléicos, danificando-as. Além disso, seus 

prováveis produtos de decomposição, OH•, dióxido de nitrogênio e outros, possuem 

semelhante potencial deletério, consequentemente, a toxicidade do NO pode ser explicada, 

pelo menos em parte, por sua reação com o O2
•-. O aumento da produção de ONOO- tem 

sido associado a diversos processos patológicos (WANG et al., 2002). 

 

Todos os componentes celulares são suscetíveis à ação das ROS, porém a 

membrana é um dos mais atingidos, em decorrência da peroxidação lipídica, que acarreta 

alterações na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares. Consequentemente, 

há perda da seletividade na troca iônica e liberação do conteúdo de organelas, como as 

enzimas hidrolíticas dos lisossomas, e formação de produtos citotóxicos (como o 

malonildialdeído - MDA), culminando com a morte celular. A peroxidação lipídica também 

pode estar associada aos mecanismos de envelhecimento, de câncer e de doenças 

neurodegenerativas, como a doença de Parkinson. Assim como na formação das ROS, nem 

sempre os processos de peroxidação lipídica são prejudiciais, pois seus produtos são 

importantes na reação em cascata a partir do ácido aracdônico (formação de 

prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatória. Todavia, o excesso de tais produtos 

pode ser lesivo (NAKAMURA; LIPTON, 2009).  

 

Um dos processos oxidativos mais amplamente estudados é aquele onde ocorre a 

quebra dos lipídios das membranas celulares e a formação do radical peroxil (LOO•). Este 

processo, chamado de peroxidação lipídica, é extremamente complexo e lesivo.  Uma vez 

iniciado, pode ser propagado, já que o radical peroxil formado pode reiniciar o processo, e 

este pode ocorrer indefinidamente. A lipoperoxidação é uma reação em cadeia, 

representada pelas etapas de iniciação, propagação e terminação. Estas etapas estão 

apresentadas nas reações seguintes, onde L representa o lipídio: 

 

LH + OH� (ou LO�)                 L.+ H2O (ou LOH)   (Iniciação)  

L� + O2                LOO�  (Propagação)  

LH + LOO��               L�+ LOOH (Propagação)  
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LOO� + L�               LOOL (Terminação)  

LOO� + LOO�               LOOL + O2 (Terminação)  

 

A reação inicia-se com o sequestro do hidrogênio do ácido graxo poliinsaturado 

(LH) da membrana celular. Tal sequestro pode ser realizado pelo OH� ou pelo LO� (radical 

alcoxila), com consequente formação do L� (radical lipídico). Na primeira equação de 

propagação, o L� reage rapidamente com o O2, resultando em LOO� (radical peroxila), que, 

por sua vez, sequestra novo hidrogênio do ácido graxo polinsaturado, formando novamente 

o L� na segunda equação de propagação. O término da lipoperoxidação ocorre quando os 

radicais (L� e LOO�) produzidos nas etapas anteriores propagam-se até formarem 

complexos mais estáveis (NAKAMURA; LIPTON, 2009).  

 

Vários estudos já comprovaram que os ROS podem ser causa ou consequência de 

doenças humanas associadas ao estresse oxidativo. Por isso, antioxidantes naturais e 

sintéticos têm sido recomendados para o alívio dos sinais e sintomas destas doenças e até 

mesmo, para bloquear sua evolução (NAKAMURA; LIPTON, 2009). 

 

Os antioxidantes podem atuar em diferentes aspectos na proteção dos organismos 

contra os radicais livres. O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres é 

impedir a sua geração, principalmente através da inibição das reações em cadeia com os 

íons metálicos (ferro e cobre). Os antioxidantes devem ser substâncias capazes de inativar 

os radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou por fontes exógenas, impedindo o 

dano aos lipídeos, às proteínas, aos ácidos graxos e ao DNA, evitando assim as lesões aos 

constituintes celulares e a consequente morte celular (NAKAMURA; LIPTON, 2009).  

 

Os compostos antioxidantes podem ter origem endógena, como as enzimas catalase, 

superóxido dismutase e a glutationa, ou serem exógenos, provenientes, por exemplo, da 

dieta. Muitos estudos destacam os tocoferóis (vitamina E), o ácido ascórbico (vitamina C), 

o selênio, os carotenóides e principalmente os polifenóis, que têm sido amplamente 

estudados nos últimos anos, principalmente por inibirem a peroxidação lipídica e a 

lipoxigenase (EL-AGAMEY et al., 2004; OMONI; ALUKO, 2005).  
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 1.3.1.2 Estresse oxidativo e depressão 

  
 A exposição ao estresse pode induzir diversas patologias psiquiátricas, incluindo a 

depressão (de KLOET et al., 2005). Alterações na biologia oxidativa estão sendo 

reconhecidas amplamente como rota crítica do dano que envolve a fisiopatologia das 

doenças psiquiátricas induzidas pelo estresse (BERK, 2007). O aumento do estresse 

oxidativo ocorre na depressão maior como evidenciado pela deficiência de defesas 

antioxidantes no plasma em associação com o aumento da peroxidação lipídica nesses 

pacientes (OZCAN et al., 2004). 

 

A depressão é considerada um problema médico uma vez que os pacientes que 

apresentam esse distúrbio estão em risco aumentado de adquirir doenças graves. 

Recentemente, estudos mostraram o estreito relacionamento entre a depressão e o dano 

oxidativo do DNA (MUSTAK et al., 2010). A depressão é caracterizada pela ativação da 

resposta inflamatória com o aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias. Essas 

citocinas e as substâncias reativas de nitrogênio e oxigênio induzidas por citocinas 

aumentam a injúria do tecido e a peroxidação lipídica (DANTZER et al., 2011). As 

espécies reativas de nitrogênio e oxigênio contribuem para o dano no tecido e lesão do 

DNA ao reagir com biomoléculas como os lipídios (GEHRMANN et al., 2010) proteínas e 

ácidos nucleicos (van BERLO et al., 2010). Além disso, o estresse psicológico, que 

acompanha a depressão severa, é capaz de aumentar a peroxidação lipídica (YAGER et al., 

2010). 

  

Além disso, nas desordens do humor, o estresse oxidativo engatilha ou exacerba 

inúmeras rotas de danos como a disfunção mitocondrial, desregulação da homeostase do 

cálcio (AMOROSO et al., 2000), interrupção dos caminhos energéticos 

(PAPADOPOULOS et al., 1997), danos nos precursores neuronais, impedimento da 

neurogênese (KROEMER, 1997) e indução de eventos de sinalização na morte celular 

apoptótica (CREAGAN et al., 2002). Esses eventos contribuem significativamente na 

fisiopatologia das desordens depressivas, como evidenciado pelas alterações morfológicas 

(atrofia) no cérebro características da depressão induzida pelo estresse (COTTER et al., 

2002). 
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Para contrabalancear esses danos, existem vários mecanismos de defesa 

antioxidantes no cérebro que neutralizam os efeitos danosos das espécies reativas de 

nitrogênio e oxigênio. Contudo, com a depressão, a perda da eficiência dos mecanismos de 

defesa antioxidantes e as alterações do sistema de citocinas pró-inflamatórias resultam no 

aumento da formação de radicais livres devido a ativação de células fagocíticas (KIM; 

KIM, 2010). Além disso, as espécies reativas podem induzir dano neuronal via depleção do 

sistema antioxidante não-enzimático no cérebro (LESGARDS et al., 2011) e diminuição da 

atividade das enzimas antioxidantes como a glutationa S-transferase, glutationa peroxidase, 

catalase e superóxido dismutase (LESGARDS et al., 2011). 

 

Sabe-se que drogas antidepressivas têm apresentado supra regulação da expressão 

gênica e aumento da atividade de uma importante enzima neuroprotetora antioxidante como 

a superóxido dismutase (KOLLA et al., 2005). Baseado nesses achados, deve-se esperar 

que drogas antidepressivas possam atuar também em outros defensores antioxidantes, 

devido aos inúmeros mecanismos antioxidantes existentes, além da SOD, podendo ser úteis 

em contrabalancear os efeitos deletérios produzidos por substâncias reativas do oxigênio.  

 

1.4 Áreas cerebrais envolvidas na depressão. 

 

Por muitos anos os distúrbios depressivos têm sido relacionados diretamente a 

anormalidades nos sistemas de neurotransmissão monoaminérgica. Atualmente, é aceito 

que esta condição patológica é caracterizada por profundas alterações na estrutura, função e 

responsividade cerebral (BERTON; NESTLER, 2006; PITTENGER; DUMAN, 2008). 

Consequentemente, pacientes deprimidos apresentam uma incapacidade em se adaptar ao 

ambiente e podem estar mais vulneráveis a desafios ou experiências estressantes. 

Geralmente, os padrões de mudanças metabólicas durante os episódios de depressão maior 

sugerem que determinadas estruturas que apresentam um papel fundamental nas respostas 

de estresse (hipocampo) e áreas que modulam ou inibem a expressão emocional são 

atingidas (cortex pré-frontal subgenual) (DREVETS, 2001). A ativação patológica de 

determinadas áreas cerebrais é acompanhada de anormalidades estruturais. Dessa forma, 

análises de neuroimagem e post-mortem de pacientes com depressão revelam mudanças 
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estruturais na região límbica e frontal, incluindo o hipocampo, estriado, amígdala e córtex 

pré-frontal (DREVETS, 2000; 2001; JARACZ, 2008). 

  

 O hipocampo é a região mais extensivamente estudada no contexto da depressão e 

os resultados encontrados sugerem que reduções no volume hipocampal estão associadas 

com o distúrbio depressivo. De modo interessante, pequenos volumes hipocampais têm 

sido mais comumente encontrados em pacientes que apresentaram diversos episódios de 

depressão quando comparados com aqueles em remissão ou que estavam em seu primeiro 

episódio (CAETANO et al., 2004; FRODL et al., 2004, 2006; JARACZ, 2008; 

LORENZETTI et al., 2009). Isto sugere que a redução do volume hipocampal está 

relacionada com a severidade da doença (McQUEEN et al., 2003).  

 

De modo semelhante, existem relatos consistentes de que há redução no volume do 

córtex pré-frontal em pacientes com depressão, especificante no córtex pré-frontal 

dorsolateral, orbitofrontal e subgenual (KONARSKI et al., 2008). Além dessas duas 

regiões, estudos mostram que a exposição ao estresse intenso pode levar a morte de células 

neuronais no corpo estriado, incluindo o caudado e putamen. Além disso, a redução do 

volume estriatal tem sido relatada em estudos de pacientes com depressão maior e dentre 

esses cerca de 72% não responderam ao teste da supressão com dexametasona (HAYNES 

et al., 2004). 

 

Essas regiões são parte do circuito límbico-córtico-talâmico que apresenta um papel 

integral no processo cognitivo e emocional (SOARES; MANN, 1997). O fato de todas 

essas regiões, em algum grau, funcionarem patologicamente na depressão dá suporte a um 

modelo neural de depressão no qual a disfunções em determinadas áreas que modulam ou 

inibem o comportamento emocional pode resultar em manifestações emocionais, 

motivacionais, cognitivas e comportamentais da depressão. 

  

O estresse tem sido implicado em algumas mudanças volumétricas no cérebro de 

pacientes deprimidos. Mais especificamente, tem sido reportado que a desregulação do eixo 

HHA e as mudanças subsequentes na secreção de glicocorticóides podem resultar em 



50 
 

 

ambas, remodelação reversível e morte celular irreversível, em regiões límbicas e frontais, 

que pode resultar em mudanças volumétricas e subsequente funcionamento patológico visto 

em pacientes com depressão (DREVETS, 2001; McEWEN, 2007; SAPOLSKY, 2000). De 

modo relevante, o hipocampo, o córtex pré-frontal e o corpo estriado expressam ambos 

receptores de mineralocorticóides e glicocorticóides, tornando-se alvos da ação do cortisol 

e, portanto, particularmente susceptíveis a atrofia neuronal induzida pelo estresse 

(HERMAN et al., 2003, 2005; MITRA; SAPOLSKY, 2008).  

 

1.5 Plantas medicinais e ação sobre o SNC 

 

Os produtos naturais, notavelmente os originados de plantas, têm sido uma 

importante fonte de agentes terapêuticos, muitos dos quais se constituem em modelos para 

a síntese de um grande número de fármacos (CALIXTO, 2005). Dessa forma, as plantas 

medicinais tornaram-se o grande alvo das indústrias farmacêuticas e institutos de pesquisa 

na busca de novas drogas e compostos com atividade terapêutica (EVANS, 1996). 

 

Assim, a procura por novos compostos isolados de plantas com ação no SNC tem 

aumentado muito nas últimas décadas. Várias formulações com extratos de plantas usados 

como ansiolíticos, antidepressivos ou na melhora da cognição, como erva de São João 

(Hypericum perforatum), ginseng (Panax ginseng), kava (Piper methysticum), gingko 

(Gingo biloba), valeriana (Valeriana officinalis) foram introduzidas na prática médica, 

depois de estudos comprovando sua eficácia e segurança e para os quais já existem 

numerosos ensaios clínicos randomizados e controlados (LINDE et al., 2011). Mas pouco 

se estudou no tocante a plantas da flora brasileira, como por exemplo, Matricaria 

chamomilla, Passiflora incarnata, Erythrina velutina, Protium heptaphyllum, Aniba 

riparia, entre outras. Os compostos ativos isolados dessas plantas, muitas vezes se mostram 

bastante similares com o de drogas alopáticas usadas clinicamente, necessitando de mais 

estudos para avaliação da segurança e assim incentivar mais pesquisadores e investidores a 

alavancar a pesquisa clínica desses compostos com o objetivo de fortalecer o uso de 

fitoterápicos e aumentar o número de fármacos disponíveis. 
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A idéia primordial na indicação do uso de fitoterápicos na medicina humana não é 

substituir medicamentos registrados e já comercializados, mas sim aumentar a opção 

terapêutica dos profissionais de saúde ofertando medicamentos equivalentes, também 

registrados, talvez mais baratos, com espectro de ação mais adequados e, com indicações 

terapêuticas complementares às medicações existentes, mas sempre em estrita obediência 

aos preceitos éticos que regem o emprego de xenobióticos (produto estranho ao organismo 

humano, nele introduzido com finalidades terapêuticas) na espécie humana.  

 

Para contribuir com a pesquisa de substâncias isoladas de plantas com ação no 

sistema nervoso central, este estudo visa investigar o efeito antidepressivo de riparina III 

(ripIII), isolada da planta Aniba riparia (Nees) Mez, da família Lauraceae. 

 

1.6 A Família Lauraceae 

  

As plantas da família Lauraceae têm distribuição pantropical, sendo bem 

representadas na América, Ásia tropical, Austrália e Madagascar, e pouco expressivas no 

sul da África, possuindo 2.500 espécies subordinadas a 50 gêneros (ROHWER, 1986; 

WERFF & RICHTER, 1996). No Brasil, ocorrem 19 gêneros e cerca de 390 espécies que 

habitam, em sua maior parte, as florestas pluviais e também as restingas e os cerrados 

(BARROSO, 1978). São árvores e arbustos encontrados nas florestas tropicais e 

subtropicais com casca, folhas verdes e frutos.  

 

Os principais gêneros incluem Aniba (40 spp.), Ocotea (300-400 spp.), Persea (150 

spp.), Cinnamomum (250 spp.), Litsea (400 spp.), Neolitsea (80 spp.), Lindera (100 spp.), 

Laurus (2 spp.) e Cryptocarya (200-250 spp.) (EVANS, 1996). Algumas espécies têm sido 

utilizadas pelas indústrias para a fabricação de diversos produtos, porém, a maioria das 

espécies tem seu uso restrito às comunidades tradicionais que detêm o conhecimento 

empírico da utilização dessas plantas.  
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As Lauraceae destacam-se entre as demais famílias pela sua importância econômica 

que é conhecida desde os tempos remotos, através de documentos da China de 2800 a.C., 

onde já era empregado o óleo de Cinnamomum camphora e de outras espécies do gênero na 

medicina (SANGIRARDI JR., 1984). As folhas de Laurus nobilis, o loureiro, eram 

utilizadas pelos antigos gregos e romanos para confeccionar coroas, com as quais se 

homenageavam guerreiros e atletas vitoriosos, e estão entre os condimentos conhecidos da 

culinária de todo o mundo. O produto alimentício mais comercializado em quase toda a 

América é o fruto de Persea americana, o abacateiro, do qual também se extrai, do 

mesocarpo e da semente, o óleo para a fabricação de cosméticos.  

 

Atualmente, o potencial econômico das espécies dessa família é usado na culinária 

(Persea americana, P. gratissima, Laurus nobilis), em marcenaria (O. organensis, Aniba 

firmula, A. terminalis) e construção civil (Ocotea acutifolia, O. acyphylla, O. 

catharinensis), na fabricação de papel (Ocotea puberula, O. elegans), na indústria de 

perfumaria e na indústria química (A. roseadora, A. carnellita, A. parviflora) e, ainda, na 

medicina popular (Ocotea aciphylla, O. spectabilis, O. pulchella, O. teleiandra, Laurus 

nobilis e Aniba riparia) (MARQUES, 2001). Essa importância econômica que as 

Lauraceae apresentam e a inexistência de programas efetivos de manejo florestal são alguns 

dos fatores que colocam sob perigo de extinção da maior parte de suas espécies (ARAÚJO, 

1994). 

 

1.6.1 Aniba riparia (Nees) Mez 

Aniba é um gênero que compreende cerca de 40 espécies de arbustos e árvores de 

planície, com o centro da sua diversidade na Amazônia e nas Guianas, podendo estender-se 

para os Andes, as montanhas do norte da Venezuela e leste e sul do Brasil (CASTELO-

BRANCO et al., 2000).  

 

Uma de suas espécies, a Aniba riparia (Nees) Mez é conhecida popularmente como 

“louro”, “louro-faia” ou “pau-rosa” (MARQUES, 2001). Essa planta apresenta folhas 

cartáceas, foscas em ambas as faces, reticulação aureolada, ramos de 3 mm de espessura, 
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marrons e lenticelados, pecíolo canaliculado, engrossado na base e gema terminal menor 

que 4 mm (VICENTINI et al., 1999) (FIGURA 8). 

 

O estudo químico das cascas do caule de Aniba riparia revelaram a presença de 

alguns flavonóides, benzilbenzoatos e benzaldeídos (FERNANDES et al., 1978; FRANÇA 

et al., 1976). Além disso, o estudo realizado por Barbosa-Filho e colaboradores (1987), com 

o fruto verde da planta, mostrou a presença de uma grande variedade de substâncias, cujas 

principais são neoglicanas, benzilbenzoatos, feniletilaminas (O-metil-tiramina) e alguns 

alcalóides, mais especificamente alcamidas (feniletilamidas de ácido benzóico). 

Figura 8 - Aniba riparia (Nees) Mez. 
 

 

Fonte:http://www.bio.uu.nl/~herba/Guyana/VTGG/Lauraceae/Aniba/slides/
Aniba%20riparia%201.html. Último acesso: Abril, 2012. 
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1.6.2 Alcamidas 

 

As alcamidas naturais constituem uma classe especial de alcalóides contendo uma 

função amida restrita a poucos representantes na natureza (CATÃO et al., 2005). Do ponto 

de vista biogênico, as alcamidas representam uma classe distinta de produtos naturais que 

se forma ao serem conjugadas nas diferentes rotas metabólicas, sendo, portanto, 

metabólitos secundários, cuja estrutura geral se origina da condensação de um ácido graxo 

insaturado e uma amina, formando assim, uma amida (alcamida) (HOFER et al., 1986). 

 

O grupo funcional amida é ubíquo; encontra-se em todos os organismos vivos 

constituindo as uniões peptídicas, isto é, uma união entre os aminoácidos para a formação 

da estrutura primária de uma proteína, base funcional da vida. As amidas como produtos 

naturais, por outro lado, não são tão abundantes. No entanto, as alcamidas são consideradas 

compostos bioativos, isto é, uma pequena quantidade desses compostos apresenta uma 

resposta notável nas células receptoras (TORRES & CHAVEZ, 2001). 

 

As alcamidas podem ser formadas a partir de feniletilaminas naturais, como a 

tiramina e a dopamina, com ácidos orgânicos. A tiramina tem sido freqüentemente 

encontrada em conjugados formando alcamidas em algumas plantas, como por exemplo, na 

forma de N-trans-coumaroil-tiramina na espécie Piper sanctum (MATA et al., 2004), na 

forma de N-feruroil-tiramina na Piper argyrophylum (SINGH et al., 1996) e na forma de N-

benzoil-tiramina na Aniba riparia (BARBOSA-FILHO et al., 1987), além de seus análogos. 

 

Do fruto não maduro da planta Aniba riparia foram isoladas algumas alcamidas, 

como por exemplo, o éter metílico de N-benzoil-tiramina (riparina I), assim como alguns de 

seus análogos substituídos, (O-metil)-N-2-hidroxibenzoil-tiramina (riparina II) e (O-metil)-

N-2,6-dihidroxibenzoil-tiramina (riparina III), sendo que o principal composto isolado do 

fruto verde de Aniba riparia foi a alcamida riparina III, que representou 34% de todos os 

componentes extraídos (BARBOSA-FILHO et al., 1987). Essas amidas ou alcamidas foram 

denominadas riparinas em homenagem a planta (BARBOSA-FILHO et al., 1997). 
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 Posteriormente, essas alcamidas naturais encontradas na planta Aniba riparia foram 

sintetizadas por Barbosa-Filho et al., (1990). 

  
 

1.6.3 Riparina III (O-metil-N-2,6-dihidroxibenzoil- tiramina) 

 

Isolada do fruto verde de Aniba riparia, a riparina III é um alcalóide do ciclo não 

heterocíclico, mais especificamente, uma alcamida natural, caracterizada como uma 

feniletilamida de ácido benzóico, é o componente majoritário isolado do fruto não maduro. 

É formada da união da tiramina, uma feniletilamina, e o ácido benzóico. Apresenta duas 

substituições no anel do ácido benzóico, acrescentando duas hidroxilas. Além disso, o anel 

da tiramina apresenta um metil ligado ao oxigênio formando uma função éter (FIGURA 8). 

 
 

Figura 9 - Estrutura química da riparina III. 
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1.6.4 Propriedades Farmacológicas das Alcamidas Naturais de Aniba riparia 

  

O uso tradicional desta planta não é registrado na literatura, no entanto, estudos 

farmacológicos com os constituintes maiores isolados, as riparinas I, II e III, mostram 

alguns efeitos biológicos. 

 

 Algumas evidências mostram que o extrato dos frutos e dos cálices persistentes de 

Aniba riparia apresentam efeitos antimicrobianos contra Candida albicans, Bacillus 

cereus, Klebsiela pneumonie e Staphylococcus aureus (MARQUES, 2001). A partir daí, 
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surgiram interesses por parte de alguns pesquisadores em verificar a potencialidade 

farmacológica das amidas naturais isoladas do fruto verde de Aniba riparia, riparina I e III, 

além de uma análoga sintetizada, riparina XIII, sobre cepas de microorganismos 

multirresistentes de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. As amidas mostraram-se 

eficazes frente às cepas de ambos microorganismos, no entanto, o maior percentual de 

atividade foi contra as cepas de S. aureus. Além disso, foram testadas drogas usadas 

rotineiramente na clínica médica como, por exemplo, penicilina, ampicilina e lincomicina 

contra S. aureus e, tetraciclina, ampicilina, sulfametoxazol-trimetropina e cloranfenicol 

contra E. coli e, observou-se que a sensibilidade destas cepas frente a esses antimicrobianos 

foi menor que a das riparinas, mesmo tratando-se de cepas multirresistentes (CATÃO et al., 

2005). 

 

 Alguns estudos foram feitos com relação a toxicidade aguda das amidas de Aniba 

riparia e os resultados obtidos mostraram que as três substâncias (riparina I, II e III) 

quando administradas por via oral (v.o.) em doses de até 1 g/kg não causaram mortes de 

camundongos em até 48h. A toxicidade, por via intraperitoneal (i.p.), em doses semelhantes 

de riparina I e II também não foram letais. Contudo, a riparina III causou mortes de forma 

dose dependente e o valor da DL50 obtida graficamente a partir do gráfico de probitos log-

dose foi de 104,2 mg/kg (CASTELO-BRANCO et al., 2000). Além disso, foram realizados 

testes hipocráticos para verificar se essas amidas, nas doses de 500 mg/kg, v.o. e i.p., para 

riparina I e II, e 500 mg/kg v.o. e 35 mg/kg i.p. para riparina III, provocariam alterações 

centrais, autonômicas ou musculares. Os resultados obtidos mostraram que as três amidas 

não causaram mudanças significantes nas funções descritas acima nas doses analisadas 

(CASTELO-BRANCO et al., 2000). 

 

 Em outras ações farmacológicas estudadas, foi demonstrado que a riparina III 

apresentou potente atividade relaxante no músculo liso. Em concentrações de 8 a 30 µM 

essa amida antagonizou as contrações induzidas por acetilcolina e histamina em íleo de 

cobaia, além de inibir as contrações induzidas por ocitocina e bradicinina em útero de ratas 

virgens. Além disso, em traquéia de cobaia, inibiu o tônus espontâneo (IC50 7,7 µM) e as 
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contrações induzidas por carbacol (IC50 10 µM) (CASTELO-BRANCO et al., 1991; 

CASTELO-BRANCO, 1992).  

 

O efeito espasmolítico da riparina III foi investigado levando em consideração o 

envolvimento do composto com o metabolismo do Ca2+. Foi demonstrado que a riparina III 

é capaz de induzir um efeito espasmolítico, principalmente, devido à inibição de influxo de 

Ca2+ para o meio intracelular e da inibição da liberação dos estoques intracelulares de Ca2+, 

não envolvendo a participação da geração de AMPc (THOMAS et al., 1994). 

 

Além disso, as riparina I, II e III apresentam efeito hipotensor e bradicárdico 

transitório, devido a uma ação que parece envolver, principalmente, um componente de 

origem parassimpática a nível cardíaco (SEIXAS, 1996). 

 

Além desses efeitos investigados por diversos pesquisadores, estudos realizados no 

laboratório de Neurofarmacologia da UFC, por nossa equipe, mostraram que as três 

riparinas apresentam efeitos sobre o sistema nervoso central, além de efeitos analgésicos, 

dados que foram publicados em diversos trabalhos. As investigações sobre o SNC 

mostraram que as três substâncias apresentam efeitos ansiolíticos em modelos animais de 

labirinto em cruz elevado e placa perfurada, com o possível envolvimento do sistema 

gabaérgico (SOUSA et al., 2004; SOUSA et al., 2005; SOUSA et al., 2007; MELO et al., 

2006). A ripIII também apresentou efeito anticonvulsivante em modelo de convulsão 

induzido por pentilenotetrazol e efeito antidepressivo em modelos animais de nado forçado 

e suspensão da cauda, em testes de screening de ações centrais, que geraram uma 

dissertação de mestrado e dois trabalhos publicados (SOUSA et al., 2004; MELO et al., 

2006). Mais recentemente, a ripI apresentou efeito analgésico no teste de contorções 

abdominais e formalina (ARAÚJO et al., 2009), e a ripII, também apresentou efeito 

antidepressivo, com a participação dos sistemas monoaminérgicos em seu efeito 

(TEIXEIRA et al., 2011).  
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2. RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

  

 O uso de produtos naturais como matéria-prima para síntese de substâncias 

bioativas, especialmente fármacos, tem sido amplamente relatado ao longo do tempo. É de 

interesse da medicina o estudo de substâncias isoladas de plantas, uma vez que o efeito 

obtido nos experimentos pode ser atribuído a somente uma substância enquanto extratos 

contém diversos componentes bioativos, podendo gerar dúvida em qual componente 

apresenta os efeitos observados. Com esse pensamento, a ripIII, uma substância pura, 

extraída do fruto maduro da planta Aniba riparia, apresentou algumas propriedades 

farmacológicas mostrando ser uma substância biologicamente ativa. Uma dessas 

propriedades é o seu efeito antidepressivo observado previamente em estudos realizados em 

nosso laboratório (SOUSA et al., 2004). 

 

A depressão é uma doença que apresenta grande impacto para sociedade e para os 

sistemas públicos, já que é uma doença crônica e recorrente e, que em 2020, acredita-se que 

será a segunda maior causa de incapacidade, perdendo apenas para as doenças 

cardiovasculares. Além disso, sua etiologia não está totalmente esclarecida e este fato 

reflete diretamente na falta de medicamentos ideais para o tratamento desta doença, uma 

vez que os fármacos utilizados atualmente apresentam grande latência para o início dos 

seus efeitos terapêuticos. No entanto, acredita-se que o estresse é um fator que pode alterar 

a homeostasia dos sistemas monoaminérgicos e causar produção radicais livres, danosos às 

células neuronais, promovendo alterações em regiões cerebrais como o hipocampo, córtex 

pré-frontal e corpo estriado, levando ao desenvolvimento da depressão, o que liga 

diretamente o estresse a etiologia desta doença. 

 

Portanto, a busca de novos fármacos mais eficazes para o tratamento da depressão 

vinculada ao melhor esclarecimento da sua etiologia nos estimulou a investigar o potencial 

terapêutico da ripIII, através da investigação do seu mecanismo de ação pelo envolvimento 

do sistema monoaminérgico, assim também como a análise de um possível efeito 

antioxidante como parte do efeito antidepressivo, baseado na observação de que há 

produção de radicais livres durante um episódio estressante e que estes contribuem para o 
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desenvolvimento da depressão. Dessa forma, este trabalho torna-se relevante, pois trará 

informações adicionais à literatura de um possível agente para o tratamento da depressão 

cujo mecanismo de ação pode ser semelhante aos antidepressivos convencionais e aumentar 

os níveis de monoaminas, mas também pode esclarecer se há um componente a mais em 

sua ação antidepressiva como a interferência sobre os sistemas antioxidantes promovendo 

conhecimento adicional e contribuindo inclusive para o melhor entendimento da etiologia 

da depressão. 

  

Para se estudar o efeito e, consequentemente, monitorar o desenvolvimento de 

novas drogas com atividade no SNC, têm sido utilizados diversos modelos experimentais, 

que utilizam comportamentos adaptados a cada espécie animal. Sendo assim, como forma 

de justificativa, fizemos uso de um modelo clássico para investigação de drogas 

antidepressivas, o modelo do nado forçado, que conhecidamente induz estresse aos animais 

ao impor a natação forçada sem a possibilidade de escape, fazendo analogia a uma situação 

de estresse intenso que induz ao quadro depressivo. Assim, neste modelo, foram utilizados 

antagonistas monoaminérgicos específicos para cada subtipo de receptor para investigar a 

qual deles o efeito da ripIII estava vinculado. Além disso, foram feitas medições dos níveis 

dessas monoaminas em áreas cerebrais relacionadas à depressão para verificar se havia 

aumento desses níveis, condição primária de melhoria no quadro depressivo. Por fim, ainda 

neste modelo experimental, nas mesmas áreas cerebrais, foi avaliada a indução do estresse 

oxidativo pelo nado e a investigação do possível efeito antioxidante da substância, que 

poderia sugerir um mecanismo a mais para a melhora da depressão.   
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

 Investigar os possíveis mecanismos de ação antidepressivo da ripIII de Aniba 

riparia (Nees) Mez através da análise das alterações comportamentais e neuroquímicas em 

modelos preditivos de depressão, além da investigação dos efeitos da substância sobre o 

estresse oxidativo neuronal nas áreas cerebrais de corpo estriado, hipocampo e córtex pré-

frontal induzido pelo teste do nado forçado em camundongos.  

 

3.2. Objetivos Específicos 

  

• Avaliar o efeito do pré-tratamento com ripIII no modelo preditivo de depressão 

(teste do nado forçado) para realização da curva dose-resposta; 

 

•  Observar o efeito do pré-tratamento com ripIII nos modelos animais de suspensão 

da cauda, campo aberto e hipotermia induzida por apomorfina; 

 

• Investigar a participação dos sistemas dopaminérgico, noradrenérgico e 

serotoninérgico no mecanismo de ação antidepressivo da ripIII no teste do nado 

forçado, através do: 

 
o Pré-tratamento com antagonistas dos receptores D1 e D2-dopaminérgicos; 

o Pré-tratamento com antagonistas dos receptores α1, α2 e β-adrenérgicos; 

o Pré-tratamento com o inibidor da síntese de serotonina; 

o Pré-tratamento com antagonistas dos receptores 5HT1A, 5HT2A/2C, 5HT3-

serotoninérgicos; 

 

• Estudar as alterações neuroquímicas produzidas em corpo estriado, hipocampo e 

córtex pré-frontal de camundongos através da: 
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o  Determinação dos níveis de monoaminas NA, DA e 5-HT e seus 

metabólitos DOPAC, HVA e 5-HIAA 

 

• Analisar o efeito do pré-tratamento com ripIII sobre o estresse oxidativo neuronal 

induzido pelo teste do nado forçado nas áreas cerebrais, corpo estriado, hipocampo 

e córtex pré-frontal, através da: 

 

o Determinação da taxa de peroxidação lipídica (malonildialdeído – MDA) e 

produção de nitrito-nitrato; 

o Verificação da atividade das enzimas antioxidantes catalase e superóxido 

dismutase (SOD) e dos níveis de gutationa reduzida (GSH); 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Material Botânico 

 

A planta Aniba riparia (Nees) Mez foi identificada pelo botânico Klaus Kubitzki da 

Universidade de Hamburgo/Alemanha (BARBOSA-FILHO et al., 1987). As frutas verdes 

de Aniba riparia (material botânico) foram coletadas por Dr. Hipólito F. Paulino-Filho 

(Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”) na região de Humaitá, estado 

do Amazonas, Brasil (BARBOSA-FILHO et al. 1987). O material (frutas verdes) foi cedido 

ao Prof. Dr. José Maria Barbosa-Filho do grupo de pesquisa do Laboratório de Tecnologia 

Farmacêutica da Universidade Federal da Paraíba. 

 

A extração e isolamento foram feitos pelo doutorando Stanley Juan Chavez Gutierrez 

conforme descrito abaixo sob a orientação e supervisão do Prof. Dr. José Maria Barbosa 

Filho que gentilmente nos cedeu a substância isolada e que muito colaborou para realização 

deste estudo. 

 

4.2. Extração e Isolamento 

 

 As frutas verdes (5 kg) foram moídas e extraídas em etanol (temperatura ambiente). 

A solução foi então filtrada e o filtrado foi evaporado. O resíduo (380 g) foi redissolvido 

numa solução aquosa de etanol 60%. A solução foi extraída primeiro com hexano e depois 

com clorofórmio (CHCl3). Os solventes foram evaporados e o extrato hexânico (88 g) foi 

cristalizado com metanol dando triglicerídeos (79 g). A água mãe foi evaporada e o resíduo 

foi submetido a cromatografia (sílica gel). A eluição com solvente de polaridade crescente 

deu na ordem benzilbenzoatos (1 g) e sitosterol (75 mg). O extrato de CHCl3 (59 g) foi 

cristalizado com benzeno (C6H6) dando riparina III (17 g). A água mãe foi evaporada e o 

resíduo tratado da mesma maneira deu na ordem riparina III (3 g), riparina I (305 mg) e 

riparina II (427 mg), entre outros compostos (BARBOSA-FILHO et al., 1987). 
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4.3. Principais equipamentos utilizados 

 
Material  Marca / Modelo 

-Agitador de tubos  Modelo 251, FANEN, SP, Brasil 

-Balança analítica  Modelo H5, Mettler, Suíça 

-Banho Maria  Modelo 102/1, FANEN, SP, Brasil 

-Bomba para HPLC LC-10AD Shimadzu Corp., Japan 

-Centrífuga refrigerada (eppendorf) Modelo Marathon 26 KMR, Fisher Scientific 

-Cubetas de plástico para leitura em 

espectrofotômetro  

Sarstedt, Alemanha Oriental 

-Degaseificador  DGU-2A Shimadzu Corp., Japan 

-Detector eletroquímico  L-ECD-6ª, Shimadzu Corp., Japan; 

-Equipamento de Millipore para filtração à 

vácuo  

Millipore Apparatus, Bedford, MA, USA 

-Espectrofotômetro  Modelo Beckman DU 640B, Fullerton, CA, 

USA  

-Estufa para secagem  Modelo 315 SE FANEM, SP, Brasil 

-Filtros de fibra de vidro  GF/B Whatman, Maidstone, England 

-Freezer a – 70 ºC Modelo ULT 2586-3D14, Revco Scientific, Inc. 

Asheville, N.C. ,USA 

-Homogeneizadores automáticos  

-Integrador C-R6A Chromatopac  Shimadzu Corp., Japan 

-Medidor de pH, modelo B374  Micronal, SP, Brasil 

-Micropipetas  H.E., Pedersen, Dinamarca 

-Sonicador  Modelo PT 10-35. Brinkmann Instruments Inc. 

NY, USA 
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4.4. Drogas e Reagentes 

 
Drogas/Reagentes Origem 

Água Destilada Deionizador 

Álcool etílico P.A. Quimex, Brasil 

Bupropiona Zyban®, Glaxo-Wellcome 

Apomorfina Sigma 

Imipramina Imipra®, Cristália 

Fluoxetina Fluxene®, Eurofarma 

p-clorofenilalanina (PCPA) Sigma-Aldrich, U.S.A 

NAN-190 Sigma-Aldrich, U.S.A 

Ritanserina Sigma-Aldrich, U.S.A 

Ondansentron Sigma-Aldrich, U.S.A 

Prazosina Sigma-Aldrich, U.S.A 

Ioimbina Sigma-Aldrich, U.S.A 

SCH 23390 Sigma-Aldrich, U.S.A 

Sulpirida Sigma-Aldrich, U.S.A 

Tween 80 – Polyoxyethilene Sorbitan 

Mono-oleate 

Sigma-Aldrich, U.S.A 

 

4.5. Animais 

 

 Neste trabalho foram utilizados camundongos albinos da espécie Mus musculus da 

variedade Swiss, machos, com peso variando de 20 - 25 g, provenientes do Biotério Central 

da Universidade Federal do Ceará. 

 

  Durante todos os experimentos, os animais foram mantidos em gaiolas plásticas 

com no máximo 30 animais, em condições ambientais semelhantes (sala com a temperatura 
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de 25 ± 1 ºC), com ciclo claro/escuro alternado de 12 horas, com luzes acesas às 06:00h, 

recebendo ração padrão tipo Purina e água ad libitum.  

O projeto com as metodologias utilizadas na elaboração da presente tese foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEPA), do Departamento de 

Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceará cujo número do protocolo de 

aprovação é 15/08 (ANEXO 1). 

 

4.6. Preparo das drogas. 

 
A ripIII foi dissolvida com Tween 80 a 2% e diluída em água destilada, obtendo-se 

a concentração final de 2,5 e 5,0 mg/mL para ser administrada nas doses 25 e 50 mg/kg, 

respectivamente. Os grupos controles receberam veículo (água destilada emulsificada a 2% 

com Tween 80). O volume total de solução administrada foi de 0,1 mL/10g de peso do 

animal. 

As demais drogas utilizadas neste trabalho foram dissolvidas em água destilada 

momentos antes da administração também em um volume final de 0,1 mL para cada 10 g 

de peso do animal.  

 

4.7. Tratamento dos grupos experimentais 

 

As doses da ripIII foram determinadas por experimentos de curva dose-resposta e, 

as doses das demais drogas, a partir de dados da literatura pertinente. Os animais foram 

tratados com ripIII, de forma aguda, nas doses de 25 e 50 mg/kg através da via oral (v.o.). 

Como referência de drogas antidepressivas, foram utilizados imipramina 10 e 30 mg/kg, via 

intraperitoneal (i.p.), bupropiona 30 mg/kg (i.p.) e fluoxetina 35 mg/kg (i.p.),  nos testes do 

nado forçado, suspensão da cauda e campo aberto. Os animais foram submetidos aos testes 

30 ou 60 minutos (min) após o tratamento intraperitoneal ou oral, respectivamente. Todos 

os testes foram realizados no período entre 07:00 e 13:00h. 
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4.8. Curva dose-resposta para riparina III no teste do nado forçado. 

 

Os animais receberam ripIII, por via oral, nas doses de 5, 10, 12,5, 25, 50 e 100 

mg/kg ou veículo (água destilada emulsificada com 2% tween 80). Após 60 minutos do 

tratamento, os animais foram submetidos ao nado por 5 minutos, onde foi analisado o 

tempo de imobilidade do animal para a escolha da melhor dose para os testes subseqüentes.  

 

4.9. Testes Comportamentais. 

 

4.9.1. Teste do Campo Aberto  

Este teste foi realizado para testar a atividade exploratória do animal (ARCHER, 

1973). O aparato para camundongos é feito de acrílico (paredes transparentes e piso preto, 

30 x 30 x 15 cm) e dividido em 9 quadrantes iguais. Após 30 ou 60 minutos dos 

tratamentos i.p. ou v.o., respectivamente, os animais, um por vez, foram colocados no 

centro do campo aberto onde o número de cruzamentos com as quatro patas (atividade 

locomotora espontânea; ALE) foi registrado durante um tempo de 5 minutos (Quadro 2). 

 

Quadro 2 - Esquema do Teste do Campo Aberto 
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4.9.2. Teste da Hipotermia Induzida por Apomorfina 

A medição da temperatura dos animais foi realizada numa sala (24 ± 1 ºC) no 

período da manhã entre 9:30 e 11:30h. A temperatura colônica foi mensurada com um 

termômetro digital introduzido no reto com vaselina sólida até 1 cm. Para o experimento 

(PUECH et al., 1981) foram selecionados os animais que apresentaram temperatura entre 

36 ºC e 38 ºC (tempo zero; T0). Em seguida, os animais foram tratados com ripIII (25 e 50 

mg/kg; v.o.), veículo (v.o.) ou imipramina (10 mg/kg; i.p.), e, 30 minutos depois receberam 

apomorfina (16 mg/kg, i.p.) ou veículo (i.p.). Após 30 min (T30) do último tratamento foi 

realizada uma nova medição da temperatura colônica para avaliar a hipotermia dos animais. 

As mudanças na temperatura retal (∆T) foram obtidas pela diferença entre as duas medidas 

realizadas (T30 – T0). A variação da temperatura entre os grupos foi analisada para 

expressar o antagonismo da hipotermia induzida pela alta dose de apomorfina (Quadro 3).  

 

Quadro 3 - Esquema do Teste da Hipotermia Induzida por Apomorfina. 
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4.9.3. Teste da Suspensão da Cauda 

 

Para este experimento foram utilizados os seguintes grupos: imipramina (30 mg/kg, 

i.p.), bupropiona (30 mg/kg, i.p.), fluoxetina (35 mg/kg, i.p.), veículo (v.o.) ou riparina III 

(25 e 50 mg/kg; v.o.). Após 30 min do tratamento i.p., ou 60 min do tratamento v.o., os 

animais, um por vez, foram suspensos, presos com uma fita adesiva a cerca de 1 cm da 

ponta da cauda, numa plataforma 58 cm acima da bancada, durante 6 minutos (STERU et 

al., 1985). O parâmetro observado foi o tempo de imobilidade do animal, em segundos 

(Quadro 4). 

 
 

Quadro 4 - Esquema do Teste da Suspensão da Cauda. 
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4.9.4. Teste do Nado Forçado 

  

Para o experimento (PORSOLT et al., 1977) foram utilizados tanques de 22 cm de 

diâmetro e 40 cm de altura contendo água fresca a 24 ± 1º C até a metade do tanque, cerca 

de 20 cm. Após 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou v.o., respectivamente, os animais 

foram colocados, um por vez, no tanque onde o tempo de imobilidade, em segundos, foi 

contado durante cinco minutos. O animal foi considerado imóvel quando permaneceu 

flutuando na água, fazendo apenas movimentos suaves necessários para manter a cabeça 

acima da água.  

Para avaliar a participação do sistema monoaminérgico no mecanismo de ação 

antidepressivo da riparina III, foram utilizados antagonistas específicos, em diferentes 

grupos, como descrito a seguir: 

 

4.9.4.1 Avaliação do sistema dopaminérgico: 

Diferentes grupos foram pré-tratados com SCH23390 (SCH; 15 µg/kg, i.p.), 

antagonista dopaminérgico D1 ou sulpirida (SPD; 50 mg/kg, i.p.), antagonista 

dopaminégico D2, 30 minutos antes da administração de riparina III (50 mg/kg, v.o.), 

veículo (água destilada + 2% Tween 80, v.o.) ou bupropiona (30 mg/kg, i.p.). Depois de 60 

minutos da administração da ripIII-50, veículo ou bupropiona, os animais foram colocados 

no cilindro com água onde o tempo de imobilidade por 5 minutos foi avaliado (Quadro 5). 

  

4.9.4.2 Avaliação do sistema noradrenérgico: 

Diferentes grupos foram pré-tratados com prazosina (PRA; 1 mg/kg, i.p.), 

antagonista noradrenérgico α1, ou ioimbina (IOI; 1 mg/kg, i.p.), antagonista noradrenérgico 

α2, 30 minutos antes da administração de riparina III (50 mg/kg, v.o.), veículo (água 

destilada + 2% Tween 80, v.o.) ou imipramina (10 mg/kg, i.p.). Depois de 60 minutos da 

administração da ripIII-50, veículo ou imipramina, os animais foram colocados no cilindro 

com água onde o tempo de imobilidade por 5 minutos foi avaliado (Quadro 5). 
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4.9.4.3 Avaliação do sistema serotonérgico: 

Durante quatro dias consecutivos, sempre pela manhã, os animais foram pré-

tratados com p-clorofenilalanina (PCPA, 100 mg/kg, i.p.), um inibidor da síntese de 

serotonina. No quarto dia de tratamento, os animais receberam riparina III (50 mg/kg; v.o.), 

fluoxetina (35 mg/kg; i.p.) ou veículo, 30 minutos após a última administração de PCPA. 

Em seguida, esperou-se mais 30 minutos para que os animais fossem colocados no cilindro 

com água onde o tempo de imobilidade por 5 minutos foi avaliado (Quadro 5). 

Ainda para avaliação do sistema serotonérgico, diferentes grupos foram pré-tratados 

com NAN-190 (NAN; 0,5 mg/kg, i.p.), antagonista do receptor 5-HT1A, ritanserina (RIT; 4 

mg/kg, i.p.), antagonista do receptor 5-HT2A/2C ou ondansentron (OND; 0,1 mg/kg, i.p.), 

antagonista do receptor 5-HT3, 30 minutos antes da administração de riparina III (50 mg/kg, 

v.o.), veículo (água destilada + 2% Tween 80, v.o.) ou fluoxetina (35 mg/kg, i.p.). Depois 

de 60 minutos da administração da ripIII-50, veículo ou fluoxetina, os animais foram 

colocados no cilindro com água onde o tempo de imobilidade por 5 minutos foi avaliado 

(Quadro 5). 

Quadro 5 - Esquema do Teste do Nado Forçado. 
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4.10. Testes Neuroquímicos. 

 
 Os testes neuroquímicos consistiram em dois tipos de experimentos: 

 1) Os camundongos normais receberam veículo (2% Tween 80 em água destilada) e 

2 horas depois foram sacrificados e dissecados. Os animais tratados com ripIII (25 ou 50 

mg/kg; v.o.) ou veículo foram submetidos ao teste do nado forçado 60 minutos após a 

administração da droga e, 60 minutos depois do teste foram sacrificados por deslocamento 

cervical para dissecação das áreas corpo estriado, hipocampo e córtex pré-frontal para 

detecção dos níveis de monoaminas no HPLC; 

  

2) Os animais que não foram submetidos ao nado forçado, foram tratados com 

ripIII-50 ou veículo (2% Tween80 em água destilada) e depois de 2h foram sacrificados e 

tiveram seus cérebros dissecados para a remoção das áreas. Os animais que foram 

submetidos ao estresse foram tratados com ripIII-50 ou veículo, via oral, e depois de 60 

minutos foram submetidos ao nado forçado e 60 min depois foram sacrificados por 

deslocamento cervical para dissecação das áreas corpo estriado, hipocampo e córtex pré-

frontal para análise do efeito da ripIII sobre o estresse oxidativo neuronal. 

 

4.10.1. Dissecação das áreas cerebrais em estudo 

 

Após o sacrifício por deslocamento cervical, os animais foram decapitados e 

tiveram os encéfalos rapidamente removidos e colocados sobre papel alumínio numa placa 

de Petri com gelo para dissecação das áreas cerebrais a serem estudadas, e, para posterior 

preparo dos homogenatos cerebrais, para detecção dos níveis de monoaminas no HPLC ou 

para técnica de estresse oxidativo (Figura 10). 

 

Para a retirada do córtex pré-frontal (CPF), a porção anterior dos lobos frontais (em 

torno de 1,5 mm a partir do bulbo olfatório) foi removida e feita uma secção bilateral com o 

auxílio de uma tesoura de microdissecação (MACHADO, 1985) (Figura 11).  
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Como as áreas corticais dos ratos/camundongos são geralmente menos evoluídas, 

menos diferenciadas e menos segregadas que o córtex cerebral de primatas, existia uma 

controvérsia na literatura se realmente primatas e roedores possuíam córtex frontal. A 

conclusão (UYLINGS et al., 2003) é que estes animais possuem um córtex frontal que pode 

ser definido anatomicamente e funcionalmente como córtex pré-frontal, o qual é 

subdividido em uma região orbital-símile e outra região que pode incluir as estruturas 

dorsolateral e anterior cingulado-símile. 

 

Após a retirada do córtex pré-frontal acompanhando a fissura sagital mediana, a 

camada cortical cerebral foi retirada das leptomeninges com o auxílio de uma pinça reta de 

microdissecação, a qual, progredindo delicadamente e tangencialmente aos ventrículos 

laterais, divulsionou o cortéx em toda a sua extensão fronto-occiptal. O córtex já 

divulsionado foi rebatido para os lados, expondo parte do hipocampo (Figura 12) que, com 

divulsionamento, foi descolado e retirado. 

 

O corpo estriado foi isolado das estruturas circunjacentes por divulsionamento com 

uma tesoura de microdissecação, sendo a sua retirada orientada pelo diâmetro da porção 

tuberosa visível desses núcleos, após o rebatimento lateral do córtex (Figura 13).  

 

Após o término da dissecação, córtex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado foram 

colocados em eppendorffs devidamente identificados, pesados e conservados a -70°C para 

uso posterior. As áreas foram estocadas durante um período de tempo de no máximo 2 

meses, e, quando utilizados, os tecidos foram considerados como tendo a mesma 

viabilidade para experimentação daqueles que foram ensaiados imediatamente ou 24 h após 

a dissecação (BURKE; GREENBAUN, 1987; FIELDER et al., 1987). 
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Figura 10 - Retirada do encéfalo. 
 

 
 

FONTE: OLIVEIRA, 2009. 

 
 

Figura 11 - Representação da região anatômica no camundongo referente ao córtex 
pré-frontal 

 

 
Fonte: UYLINGS et al., 2003 

Nos roedores as áreas do cingulado anterior, pré-límbica e infralímbica 
formam o córtex pré-frontal.  PL-área cortical pré-límbica; IL- área 
infralímbica cortical; MO – áreas cortical orbital medial; ACV- área 
anterior do cingulado ventral. 
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Figura 12 - Retirada do hipocampo. 
 

 

 

Figura 13 - Retirada do corpo estriado 
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4.10.2 Determinação de monoaminas e metabólitos com HPLC 

 

Para a determinação dos níveis de monoaminas foi utilizado o equipamento de 

HPLC (High Performance Liquid Chromatograph). Na cromatografia líquida clássica, um 

adsorvente (alumina ou sílica) é empacotado em uma coluna e é eluído por um líquido ideal 

(fase móvel). Uma mistura para ser separada é introduzida na coluna e é carregada através 

da mesma por um líquido eluente. Se um composto da mistura (soluto) é adsorvido 

fracamente pela superfície da fase sólida estacionária, ele atravessará a coluna mais 

rapidamente que um outro soluto que seja mais rapidamente adsorvido. Então, a separação 

dos solutos é possível se existem diferenças na adsorção pelo sólido. Os detectores 

eletroquímicos medem a condutância do eluente, ou a corrente associada com a oxidação 

ou redução dos solutos. Para ser capaz de detectar, no primeiro caso os solutos devem ser 

iônicos e no segundo caso, os solutos devem ter a característica de serem relativamente 

fáceis de se oxidarem ou reduzirem. 

 

Detectores eletroquímicos que medem corrente associada com a redução ou 

oxidação de solutos são chamados detectores amperométricos ou coulométricos. Neste 

estudo foi utilizado o tipo amperométrico que reage com uma quantidade muito menor de 

soluto, em torno de 1 %. Todas as técnicas eletroquímicas envolvem a aplicação de um 

potencial para um eletrodo (geralmente de carbono vítreo), oxidação da substância que está 

sendo estudada próximo à superfície do eletrodo seguindo a amplificação e medida da 

corrente produzida. As catecolaminas são oxidadas nos grupos de anel hidroxil para 

produzir um derivado ortoquinona com a liberação de dois elétrons. 

 

4.10.2.1 Procedimento experimental 

 

Após a dissecação das áreas corpo estriado, hipocampo e córtex pré-frontal foram 

feitos homogenatos a 10% com ácido perclórico 0,1M (HClO4) por 30 s e, centrifugados 

por 15 minutos em centrífuga refrigerada a 15.000 rpm. Uma alíquota de 20 µL do 

sobrenadante foi, então, injetada no equipamento de HPLC, para a análise química. 
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Para a análise das monoaminas, uma coluna CLC-ODS(M) com comprimento de 25 

cm, calibre 4,6 mm e diâmetro da partícula de 3 µm, da Shimadzu, Japão, foi utilizada. A 

fase móvel utilizada era composta por tampão ácido cítrico 0,163 M, pH 3,0, contendo 

ácido octanosulfônico sódico, 0,69 M (SOS), como reagente formador do par iônico, 

acetonitrila 4 % v/v e tetrahidrofurano 1,7 % v/v. Noradrenalina (NA), dopamina (DA), 

ácido diidroxifenilacético (DOPAC), ácido homovanílico (HVA), serotonina (5-HT) e 

ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) foram eletronicamente detectados usando um 

detector amperométrico (Modelo L-ECD-6A da Shimadzu, Japan) pela oxidação em um 

eletrodo de carbono vítreo fixado em 0,85 V relativo a um eletrodo de referência de Ag-

AgCl (HALLMAN; JONSSON, 1984). 

 

4.10.2.2 Soluções reagentes  

- Fase móvel  

Foram pesados 15,75 g de ácido cítrico (grupo química, R.J., Brasil) e completado 

para um volume de 400 mL com água puríssima (Milli-Q). Esta solução foi ajustada para 

pH 3,0 com hidróxido de sódio 12,5 M (Reagen, R.J, Brasil). A esta solução foi adicionado 

o SOS 75 mg (Sigma, MO, USA) e completado o volume para 471,5 mL com água Milli-

Q. Em seguida, foi procedida a filtração e degaseificação, e posteriormente adição de 20 

mL de acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, MI, Itália) e 8,5 mL de tetrahidrofurano (Sigma, 

MO, USA) para um volume final de 500 mL.  

 

- Ácido perclórico 0,1 M 

Adicionou-se 1,8 mL de ácido perclórico (Sigma, MO, USA) em um balão 

volumétrico e completo o volume para 300 mL. 

 

- Padrões 

Os padrões foram preparados em uma concentração final de 4 ng/20 µl de solução 

de NA, DA, 5HT, DOPAC, HVA e 5HIAA (Sigma, MO, EUA). A partir da área dos 
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picos desses padrões, as concentrações das amostras foram calculadas utilizando o 

programa Microsoft Excel e os resultados expressos em ng/mg de tecido. 

 

4.10.3. Estresse oxidativo 

4.10.3.1. Determinação da produção de substâncias ácidas reativas com o ácido 

tiobarbitúrico (TBARS). 

 

- Método 

 

O grau de lipoperoxidação foi medido através da determinação das concentrações de 

substâncias reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS), conforme o método de Draper e 

Hadley (1990), seguindo o protocolo a seguir: 

 

Foram preparados homogenatos da área cerebral a 10% em solução de cloreto de 

potássio (KCl) 1,15 %. Um volume de 0,25 mL do homogeneizado foi misturado a 1 mL de 

solução de ácido tricloroacético a 10% e acrescido de 1 mL de solução de ácido 

tiobarbitúrico 0,6%. Após a agitação, essa mistura foi mantida em um banho de água 

fervente (95-100°C) por 15 min., adicionado o n-butanol (2:1 v/v), a seguir resfriada em 

banho de gelo por alguns minutos e posteriormente centrifugada (800xg, 5 min). O 

conteúdo de TBARS foi determinado em espectrofotômetro a 535 nm. Os resultados foram 

expressos em micromol de malonildialdeído (MDA) por mg de proteína. 

 

- Curva-padrão de malonildialdeído (MDA) 

  

A partir da solução padrão de MDA (6 mols), foram preparadas as soluções a 0,627 

µmol; 1,247 µmol; 2,463 µmol; 4,8 µmol; 9,16 µmol e 16,77µmol. O branco foi feito com 

água destilada. A leitura da absorbância foi feita a 532nm para determinação da equação da 

curva-padrão de MDA. 
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- Soluções reagentes: 

Foram utilizadas as seguintes soluções reagentes: 

 

- Solução de Cloreto de potássio 

2,3g de cloreto de potássio (Reagen, RJ, Brasil) foram diluídos para um volume 

final de 200mL de água destilada destilada  

 

- Tampão Fosfato 

NaH2PO4H2O (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) 50mM em água bidestilada, pH 7,4. 

 

- Solução de ácido tricloroacético 

 TCA (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 10 mL mais 90mL de água bidestilada. 

 

- Solução de ácido tiobarbitúrico (TBA) 

 TBA (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 50mg em 50mL de água bidestilada. 

 

 

4.10.3.2. Determinação da produção de nitrito. 

 

- Método da Preparação da Curva-Padrão 

Foram pesados 7mg de NaNO2 e dissolvidos em 10 mL de água bidestilada 

(estoque-10mM) foram feitas as diluições em série (10 e 20x), ficando 1mM, 100µM, 

10µM, 5µM, 2,5µM, 1,25µM, 0,625µM, 0,312µM. Foi feita uma equação da reta para o 

cálculo das concentrações do teste (GREEN et al., 1981). 

 

- Procedimento Experimental 

Foram preparados homogenatos da área cerebral a 10% (p/v) em solução de cloreto 

de potássio (KCl) 1,15 %. Após a centrifugação (800xg, 10 min), os sobrenadantes foram 

coletados e a produção de NO determinada através da reação de Griess. Uma alíquota de 

100 µl do sobrenadante foi incubada com 100 µl do reagente de Griess [sulfanilamida 1 % 

em H3PO4 1 %/N-(-1-naphthyl)-ethylenediamine 0,1 %/ H3PO4 1 % /diluído em água 
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(1:1:1:1)] a temperatura ambiente por 10 minutos.  A absorbância foi medida em 

espectrofotômetro a 550nm. A concentração de nitrito (µM) foi determinada a partir de uma 

curva padrão de NaNO2. 

 

- Solução reagente 

A seguinte solução reagente foi empregada nessa técnica: 

 

- Solução de NaNO2 (10mM) 

NaNO2 (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 7mg em 10mL de água bidestilada. 

Em seguida, foi procedida a filtração e degaseificação, e posteriormente adição de 

20 mL de acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, MI, Itália) e 10 mL de tetrahidrofurano 

(Sigma, St. Louis, MO, EUA) para um volume final de 500 mL.  

 

4.10.3.3. Determinação da atividade enzimática da catalase (CAT) 

 

- Método 

 

A atividade da catalase tem como princípio a medida da velocidade de produção de 

O2 e H2O à proporção que a H2O2, utilizado como substrato é hidrolisado, de acordo com 

Maehly e Chance (1954) e Chance e Maehly (1955). 

 

A atividade da enzima é medida em 230 nm, através de um espectrofotômetro 

Beckman DU, acoplado a um sistema de modernização da Gilford, USA, o que permitiu 

leituras automáticas em sistema digital e forneceu maior sensibilidade. A atividade 

enzimática é medida através da leitura da variação da absorbância por minuto, durante 6 

minutos e os resultados expressos em µM/min/µg de proteína. 
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- Procedimento Experimental 

 

Foi preparado o meio da reação com H2O2 (18 mL) mais tampão Tris HCl 1M, 

EDTA 5 mM pH 8,0 (1,0 mL) e H2O Milli Q (0,8 mL). Em seguida foi colocado na cubeta 

de quartzo 980 µL do meio de reação mais 20 µL do homogenato a 10%. E feita à leitura 

durante 6 min a temperatura de 37°C em espectrofotômetro a 230nm. A concentração de 

proteína foi determinada pelo método de Lowry et al (1951). 

 

- Soluções reagentes 

 

As seguintes soluções reagentes foram empregadas nessa técnica: 

 

- Tampão Tris HCl 1M, EDTA 5 mM, pH 8,0 

 12,11 g de Trisma Base (1 M) e 0,19 g de EDTA (5 mM) (Sigma, St. Louis, MO, 

EUA) e diluidos em 100 mL de água Mill-Q. O pH foi acertado com HCl 1 M. 

 

- H2O2 para meio de reação 

 10 µL de peridol 30% (Sigma, St. Louis, MO, EUA) diluídos em 10 mL de água 

Mill-Q (qsp). 

 

4.10.3.4. Determinação da concentração da glutationa reduzida (GSH) 

 

- Método 

 

A determinação da concentração da GSH baseia-se na reação do reagente de 

Ellman, o 5,5'-ditiobis (ácido 2-nitrobenzóico) (DTNB) com o tiol livre originando um 

dissulfeto misto mais ácido 2-nitro-5-tiobenzóico. A medida do produto de reação formado 

é feita por leitura da absorbância a 412 nm, conforme descrito anteriormente por Sedlak e 

Lindsay (1988). 
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- Procedimento Experimental 

 

Preparou-se o homogenato a 10% das áreas cerebrais a serem estudadas, em EDTA 

0,02 M, em seguida foi retirado 400 µL desse homogenato e adicionado 320 µL de água 

destilada e mais 80 µL de ácido tricloroacético a 50%.  

 

O material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 min. Em seguida foi 

recolhido 400 µL do sobrenadante e acrescido 800 µL de tampão Tris-HCl 0,4 M, pH 8,9 e 

mais 20 µL de DTNB 0,01 M e após 1 minuto da reação foi feita a leitura da coloração em 

412 nm, através de um espectrofotômetro Beckman DU, acoplado a um sistema de 

modernização da Gilford, USA, o que permitiu leitura automáticas em sistema digital e 

forneceu maior sensibilidade. A concentração da glutationa reduzida foi expressa em 

nanograma de GSH por grama de tecido. 

 

- Curva-padrão de Glutationa (GSH) 
 

A partir da solução padrão de GSH (1mg/mL), foi preparado 4 mL (em triplicata) de 

soluções a 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 µg/mL. O branco foi feito com água destilada (4 mL) e 

a cada tudo das soluções de GSH foi acrescentado 4 mL de tampão Tris HCl 0,4 M (pH 

8,9). Adicionou-se ainda a cada tubo 0,1 mL de DTNB (0,01M) e feita a leitura da 

absorbância a 412 nm após 1 min da adição do DTNB, e determinada a equação da curva 

padrão de GSH. 

 

- Soluções reagentes 

Foram utilizadas as seguintes soluções reagentes: 

 

- Solução de ácido etilenodiaminotetracético  

EDTA (Sigma, St. Louis, MO, EUA), 521,1 mg em 70 mL de água bidestilada, para 

preparar EDTA 0,2M. Em seguida foi retirado 30 mL desta solução inicial e acrescido mais 

270 mL de água bidestilada. 
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- Tampão Tris-HCl 

14,352 gramas de Tris-HCl (Trizma base, Sigma, Brasil) foram diluídos em 30 mL 

de EDTA 0,2 mM, mais 300 mL de água bidestilada, obtendo-se uma concentração de 0,4 

M. O pH foi ajustado com solução HCl 0,1 N (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) para pH 

8,9. 

 

- Solução de ácido 5:5-ditiobis–2-nitrobenzoato 

 DTNB (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 39,6mg em 10 mL de metanol absoluto. 

  

- Solução de ácido tricloroacético 

 TCA (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 50 mL mais 50 mL de água bidestilada. 

 

- Solução de Glutationa 

 GSH (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 50 mg em 50 mL de água bidestilada. 

 

4.10.3.5. Dosagem de proteína 

 

- Método 

A quantidade de proteína em homogenatos de cérebro foi determinada a 25°C 

utilizando albumina sérica bovina com padrão, de acordo com o método previamente 

descrito (LOWRY et al., 1951), que emprega duas reações de formação de cor para analisar 

a concentração protéica fotometricamente. Inicialmente é feita uma reação de biureto de 

baixa eficiência na qual os íons de cobre alcalino produzem uma cor azulada na presença de 

ligações peptídicas. Esta cor biureto é característica de todas as proteínas e fornece uma cor 

básica de fundo para a próxima etapa de ensaio. 

Depois o método emprega uma mistura complexa de sais inorgânicos, o reagente 

Folin-Ciocalteau, que produz uma cor verde azulada intensa na presença de tirosina ou 

triptofano livres ou ligados às proteínas. Como as quantidades desses dois aminoácidos são 

geralmente constantes nas proteínas solúveis, com poucas exceções, a cor das reações 

(verde-azulada) é indicativa da presença de proteína e a intensidade da cor proporcional à 
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concentração. Esta coloração é medida em 750 nm, através de um espectrofotômetro 

Beckman DU, acoplado a um sistema de modernização da Gilford, USA.  

 

- Soluções reagentes 

 As seguintes soluções reagentes foram empregadas nessa técnica: 

 

- Reagente A 

Na2CO3 (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 2% em NaOH (Reagen, Rio de 

Janeiro, RJ, Brasil) 0,1 N. 

 

- Reagente B 

CuSO4.5H2O a 0,5% em NaKC4H4O6.4H2O (Grupo Química, Rio de Janeiro, RJ, 

Brasil) a 1%. 

 

- Reagente C 

 Solução de cobre alcalino (24 mL do reagente A com 1 mL do reagente B, 

misturados no momento de usar). 

 

- Reagente de Folin  

  Ciocalteau - Fenol (Labordin, Piraquara, PR, Brasil) 1:1 em água bidestilada. 

 

- Solução de albumina sérica bovina (Sigma, St Louis, MO, USA)  

1 mg/mL em água bidestilada. 
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4.11. Análise Estatística 

 

 A análise estatística dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism 

versão 4.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego California EUA. Copyright (c) 

1994-1999 por GraphPad Software.  

 

Os resultados que obedeciam a uma distribuição paramétrica foram analisados por 

Análise de Variância (ANOVA) seguido pelo teste de Student Newman Keuls (post hoc). 

Os dados não-paramétricos foram analisados pelo mesmo programa utilizando o teste 

Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunns (post hoc). Para os resultados que 

apresentaram mais de uma variável analisada ao mesmo tempo (temperatura e tempo) 

foram utilizados Two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni (post hoc). 

 

Em todas as análises estatísticas, os valores foram representados pela Média ± Erro 

Padrão da Média (EPM) com o número de animais entre parênteses e foi considerado o 

nível crítico para rejeição da hipótese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05). Os asteriscos 

(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) caracterizam o grau de significância, assim como os 

demais símbolos #, a e b. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Estudos Comportamentais. 

 

5.1.1. Curva dose-resposta. 

 

 A curva de dose-resposta foi realizada no modelo do nado forçado, utilizado como 

teste de escolha para investigação dos mecanismos de ação antidepressiva da riparina III. O 

parâmetro avaliado foi o tempo de imobilidade do animal durante 5 minutos. De acordo 

com a tabela 1 e figura 14, as doses 12,5, 25, 50 e 100 mg/kg diminuíram o tempo de 

imobilidade (ripIII-12,5: 81,71 ± 4,79 (7) p<0,05; ripIII-25: 55,07 ± 11,11 (15) p<0,001; 

ripIII-50: 47,54 ± 5,33 (13) p<0,001 e ripIII-100: 44,70 ± 4,66 (10) p<0,001) comparando 

com o controle (118,9 ± 5,34 (14)) enquanto as doses de 5 e 10 mg/kg (ripIII-5: 109,3 ± 

10,13 (9) p>0,05; ripIII-10: 105,6 ± 11,28 (8) p>0,05) não modificaram o tempo de 

imobilidade do animal.  

Entre as doses analisadas, houve uma diferença dose-dependente no tempo de 

imobilidade quando comparado 12,5 e 50 mg/kg (p<0,05) e 12,5 e 100 mg/kg (p<0,05). A 

dose selecionada para investigação do mecanismo de ação da riparina III foi a de 50 mg/kg 

por ser a menor dose que apresentou o melhor efeito levando em consideração o erro 

padrão da média e o efeito dose-dependente com relação a dose de 12,5 mg/kg.  
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Tabela 1 - Curva de dose-resposta da riparina III no teste do nado forçado em 

camundongos. 

Dose (mg/kg) Tempo de Imobilidade (s) 

Veículo 118,9 ± 5,34 (14) 

RipIII-5 109,3 ± 10,13 (9) 

RipIII-10 105,6 ± 11,28 (8) 

RipIII-12,5 81,71 ± 4,79 (7)* 

RipIII-25 55,07 ± 11,11 (15)*** 

RipIII-50 47,54 ± 5,33 (13)***a 

RipIII-100 44,70 ± 4,66 (10)***a 

Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média (EPM) com o número 

de animais entre parênteses. Foi utilizado One-way ANOVA seguido por Student-

Newman-Keuls como test post hoc. *p<0,05 vs controle; ***p<0,001 vs controle; ap<0,05 

vs ripIII-12,5. 
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Figura 14 - Efeito da riparina III, via oral, sobre o tempo de imobilidade no teste do 

nado forçado em camundongos 
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Controle (veículo) e ripIII (5, 10, 12,5, 25, 50 e 100 mg/kg), mg/kg) foram administrados 

60 min antes do experimento. Os valores apresentam a média ± EPM do tempo de 

imobilidade durante 5 minutos. Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguido por 

Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: *p<0,05 vs controle, 

***p<0,001 vs controle; ap<0,05 vs ripIII 12,5 mg/kg. 
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5.1.2. Teste da Suspensão da Cauda. 

 

 Os animais tratados por via oral com riparina III na dose de 50 mg/kg apresentaram 

diminuição do tempo de imobilidade (ripIII-50: 71,29 ± 6,68 (7) p<0,01), do mesmo modo 

que os animais tratados com imipramina (IMP-30: 26,20 ± 4,55 (10) p<0,001), fluoxetina 

(FLU-35: 40,50 ± 5,42 (8) p<0,001) e bupropiona (BUP-30: 71,50 ± 4,30 (8) p<0,001) 

quando comparados ao grupo controle (113,4 ± 10,90 (8)) (Figura 15). 
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Figura 15 - Efeito da riparina III, imipramina, flu oxetina e bupropiona, via oral, 

sobre o tempo de imobilidade no teste do nado forçado em camundongos 
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Controle (veículo), ripIII (50 mg/kg), IMP (30 mg/kg), FLU (35 mg/kg) e BUP (30 mg/kg) 

foram administrados 60 min antes do experimento. Os valores apresentam a média ± EPM 

do tempo de imobilidade durante 5 minutos. Para análise estatística foi utilizado ANOVA 

seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: **p<0,01 

vs controle; ***p<0,001 vs controle. 
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5.1.3. Teste do Nado Forçado. 

 

 Os animais tratados com riparina III, por via oral, apresentaram uma diminuição do 

tempo de imobilidade em 48,49% na dose de 50 mg/kg (53,47 ± 5,79 (15) p<0,001) assim 

como também houve uma diminuição do tempo de imobilidade em 52,89% da fluoxetina 

(48,91 ± 5,38 (11) p<0,001), em 48,95% da bupropiona (53,00 ± 9,25 (8) p<0,001) e em 

82,54% da imipramina (18,13 ± 2,74 (8) p<0,001) quando comparado com o controle 

(103,8 ± 6,66 (20)) (Figura 16). 
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Figura 16 - Efeito da riparina III, imipramina, bup ropiona e fluoxetina, via oral, 

sobre o tempo de imobilidade, em segundos, no teste do nado forçado em 

camundongos. 

 
 

Con
tro

le

Rip
III

-5
0

IM
P-1

0

BUP-3
0

FLU
-3

5

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110
120

T
em

po
 d

e 
im

ob
ilid

ad
e 

(s
)

 
 
 
Controle (veículo), riparina III (50 mg/kg), imipramina (IMI; 10 mg/kg), bupropiona (BUP; 
30 mg/kg) e fluoxetina (35 mg/kg) foram administrados 60 min antes do experimento. Os 
valores representam a média ± EPM do tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para 
análise estatística foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste 
post hoc. Valores significativos: ***p<0,001 vs controle. 
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5.1.3.1 Envolvimento do sistema dopaminérgico. 

 

Os grupos pré-tratados com SCH23390 (figura 17) ou sulpirida (figura 18) e 

tratados com veículo não diminuíram o tempo de imobilidade (HAL-0,1 + veículo: 103,26 

± 6,26 (10), SCH-15 + veículo: 104,0 ± 5,57 (12); SUL-50 + veículo: 127,80 ± 9,42 (12)) 

em relação ao controle (106,3 ± 6,51(19)).  

 

O grupo pré-tratado com SCH23390 e tratado com ripIII-50 apresentou uma 

diminuição do tempo de imobilidade (SCH-15 + ripIII-50: 42,80 ± 8,91 (10) p<0,001) em 

relação ao controle, portanto, não reverteu o efeito antidepressivo da riparina III.  

 

O grupo pré-tratado com sulpirida e tratado com ripIII-50 reverteu o efeito 

antidepressivo da riparina III (SUL-50 + ripIII-50: 130,2 ± 13,09 (10) p<0,05), pois 

apresentou diferença significativa em relação ao grupo ripIII-50 (56,25 ± 6,09 (16) 

.  

O SCH23390 e sulpirida  reverteram o efeito antidepressivo da bupropiona (SCH-15 

+ BUP-30: 101,00 ± 5,22 (8) p<0,01; SUL-50 + BUP-30: 102,4 ± 5,13 (8) p<0,01) quando 

comparados com o grupo BUP-30 (53,00 ± 9,25 (8)).  
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Figura 17 - Efeito da riparina III (50 mg/kg) e bupropiona (30 mg/kg), via oral, 

sozinhos ou associados com SCH23390 (15 �g/kg), antagonista dos receptores 

dopaminérgicos D1, sobre o tempo de imobilidade (s) no teste do nado forçado em 

camundongos. 
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Controle (veículo), riparina III (RipIII; 50 mg/kg) e bupropiona (BUP; 30 mg/kg), quando 

sozinhos, foram administrados 60 min antes do experimento; quando associados, foram 

administrados 30 min após a administração de SCH23390 (SCH; 15 µg/kg) e, então, 60 

min depois, foram submetidos ao experimento. Os valores representam a média ± EPM do 

tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para análise estatística foi utilizado ANOVA 

seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: 

***p<0,001 vs controle; ap<0,05 vs BUP-30. 
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Figura 18 - Efeito da riparina III (50 mg/kg) e bupropiona (30 mg/kg), via oral, 

sozinhos ou associados com sulpirida (50 mg/kg), antagonista dos receptores 

dopaminérgicos D2, sobre o tempo de imobilidade (s) no teste do nado forçado em 

camundongos. 
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Controle (veículo), riparina III (RipIII; 50 mg/kg) e bupropiona (BUP; 30 mg/kg), quando 

sozinhos, foram administrados 60 min antes do experimento; quando associados, foram 

administrados 30 min após a administração de sulpirida (SUL; 50 mg/kg) e, então, 60 min 

depois, foram submetidos ao experimento. Os valores representam a média ± EPM do 

tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para análise estatística foi utilizado ANOVA 

seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: 

***p<0,001 vs controle; ap<0,05 vs ripIII-50; bp<0,05 vs BUP-30. 
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5.1.3.2. Envolvimento do sistema noradrenérgico. 

 

Os grupos pré-tratados com prazosina (figura 19) ou ioimbina (figura 20) e 

tratados com veículo não diminuíram o tempo de imobilidade (PRA-1 + veículo: 101,7 ± 

5,81(9); IOIM-1 + veículo: 102,7 ± 10,82 (10)) em relação ao controle (112,1± 9,09 (10)).  

 

A figura 19 mostra que o pré-tratamento com prazosina, antagonista α1-

adrenérgico, e tratamento com ripIII-50 reverteu o efeito antidepressivo da riparina III 

(PRA-1 + ripIII-50: 117,00 ± 15,39 (9) p<0,001), pois apresentou diferença significativa 

em relação a ripIII-50 (59,83 ± 8,53 (12)). De modo semelhante, quando os animais foram 

pré-tratados com ioimbina, antagonista α2-adrenérgico, e tratados com ripIII-50, não houve 

diminuição do tempo de imobilidade (IOIM-1 + ripIII-50: 114,7 ± 14,49 (14) p<0,001) 

mostrando a reversão do efeito antidepressivo da riparina III (59,83 ± 8,53 (12)) (figura 

20).  

 

A prazosina (figura 19) e ioimbina (figura 20) reverteram o efeito antidepressivo 

da imipramina (PRA-1 + IMP-10: 93,38 ± 6,47 (8) p<0,001; IOIM-1 + IMP-10: 94,75 ± 

9,06 (8) p<0,001) quando comparados com o grupo IMP-10 (18,13 ± 2,74 (8)).  
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Figura 19 - Efeito da riparina III (50 mg/kg) e imipramina (10 mg/kg), via oral, 

sozinhos ou associados com prazosina (1 mg/kg), antagonista dos receptores 

adrenérgicos αααα1, sobre o tempo de imobilidade (s) no teste do nado forçado em 

camundongos. 
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Controle (veículo), riparina III (RipIII; 50 mg/kg) e imipramina (IMP; 10 mg/kg), quando 

sozinhos, foram administrados 60 min antes do experimento; quando associados, foram 

administrados 30 min após a administração de prazosina (PRA; 1 mg/kg) e, então, 60 min 

depois, foram submetidos ao experimento. Os valores representam a média ± EPM do 

tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para análise estatística foi utilizado ANOVA 

seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: 

***p<0,001 vs controle; ap<0,05 vs ripIII-50; bp<0,05 vs IMP-10. 
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Figura 20 - Efeito da riparina III (50 mg/kg) e imipramina (10 mg/kg), via oral, 

sozinhos ou associados com ioimbina (1 mg/kg), antagonista dos receptores 

adrenérgicos αααα2, sobre o tempo de imobilidade (s) no teste do nado forçado em 

camundongos. 
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Controle (veículo), riparina III (RipIII; 50 mg/kg) e imipramina (IMP; 10 mg/kg), quando 

sozinhos, foram administrados 60 min antes do experimento; quando associados, foram 

administrados 30 min após a administração de ioimbina (IOIM; 1 mg/kg) e, então, 60 min 

depois, foram submetidos ao experimento. Os valores representam a média ± EPM do 

tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para análise estatística foi utilizado ANOVA 

seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: 

***p<0,001 vs controle; ap<0,05 vs ripIII-50; bp<0,05 vs IMP-10. 
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5.1.3.3. Envolvimento do sistema serotonérgico. 

 

Os animais pré-tratados por quatro dias com PCPA (inibidor da síntese de 

serotonina) e tratados com veículo não diminuíram o tempo de imobilidade (PCPA + 

veículo: 107,6 ± 5,72(7)) em relação ao controle (102,9 ± 5,18 (20)). Os animais que foram 

pré-tratados com PCPA e tratados com ripIII-50 (PCPA+ ripIII-50: 84,13 ± 10,99 (8) 

p<0,01) apresentaram uma reversão no efeito antidepressivo da ripIII-50 (53,47 ± 5,79 

(15)) (figura 21). 

 

A figura 22 mostra que o pré-tratamento com NAN-190, antagonista 5-HT1A, e 

tratamento com ripIII-50 reverteu o efeito antidepressivo da riparina III (NAN-190 + ripIII-

50: 137, ± 13,07 (9) p<0,001), pois apresentou diferença significativa em relação a ripIII-50 

(51,50 ± 7,01 (10)). De modo semelhante, quando os animais foram pré-tratados com 

ondansentron, antagonista 5HT3, e tratados com ripIII-50 (OND-0,1 + ripIII-50: 112,7 ± 

12,51 (9) p<0,001) houve reversão do efeito antidepressivo da ripIII-50 (45,63 ± 5,13 (16)) 

(figura 24). Por outro lado, o grupo pré-tratado com ritanserina, antagonista 5-HT2A/2C, e 

tratado com ripIII-50 (RIT-4 + ripIII-50: 41,33 ±  7,74 (6) p>0,05) não reverteu o efeito 

antidepressivo da ripIII-50 (45, 63 ± 5,13 (16)) (figura 23). 

 

O PCPA (figura21), NAN-190 (figura 22), ritanserina (figura 23) e ondansentron 

(figura 24) reverteram o efeito antidepressivo da fluoxetina (PCPA + FLU-35: 113,4 ± 

10,93 (8) p<0,001; NAN-190 + FLU-35: 133,0 ± 14,93 (10) p<0,001; RIT-4 + FLU-35: 

77,70 ± 5,58 (10) p<0,01; OND-0,1 ± FLU-35: 78,00 ± 14,11 p<0,05) quando comparados 

com o grupo FLU-35 (40,33 ± 3,68(12)).  
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Figura 21 - Efeito da riparina III (50 mg/kg) e fluoxetina (35 mg/kg), via oral, sozinhos 

ou associados com PCPA (100 mg/kg), inibidor da síntese de serotonina, sobre o 

tempo de imobilidade (s) no teste do nado forçado em camundongos. 
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Controle (veículo), riparina III (RipIII; 50 mg/kg) e fluoxetina (FLU; 35 mg/kg), quando 

sozinhos, foram administrados 60 min antes do experimento; quando associados, foram 

administrados 30 min após a última administração de PCPA (administrado por 4 dias) 

(PCPA; 100 mg/kg) e, então, 60 min depois, foram submetidos ao experimento. Os valores 

representam a média ± EPM do tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para análise 

estatística foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. 

Valores significativos: ***p<0,001 vs controle; ap<0,05 vs ripIII-50; bp<0,05 vs FLU-35. 
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Figura 22 - Efeito da riparina III (50 mg/kg) e fluoxetina (35 mg/kg), via oral, sozinhos 

ou associados com NAN-190 (0,5 mg/kg), antagonista dos receptores serotonérgicos 5-

HT 1A, sobre o tempo de imobilidade (s) no teste do nado forçado em camundongos. 
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Controle (veículo), riparina III (RipIII; 50 mg/kg) e fluoxetina (FLU; 35 mg/kg), quando 

sozinhos, foram administrados 60 min antes do experimento; quando associados, foram 

administrados 30 min após a administração de NAN-190 (NAN; 0,5 mg/kg) e, então, 60 

min depois, foram submetidos ao experimento. Os valores representam a média ± EPM do 

tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para análise estatística foi utilizado ANOVA 

seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: 

***p<0,001 vs controle; ap<0,05 vs ripIII-50; bp<0,05 vs FLU-35. 
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Figura 23 - Efeito da riparina III (50 mg/kg) e fluoxetina (35 mg/kg), via oral, sozinhos 

ou associados com ritanserina (4 mg/kg), antagonista dos receptores serotonérgicos 5-

HT2A/2C, sobre o tempo de imobilidade (s) no teste do nado forçado em 

camundongos. 
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Controle (veículo), riparina III (RipIII; 50 mg/kg) e fluoxetina (FLU; 35 mg/kg), quando 

sozinhos, foram administrados 60 min antes do experimento; quando associados, foram 

administrados 30 min após a administração de ritanserina (RIT; 4 mg/kg) e, então, 60 min 

depois, foram submetidos ao experimento. Os valores representam a média ± EPM do 

tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para análise estatística foi utilizado ANOVA 

seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: 

***p<0,001 vs controle; ap<0,05 vs FLU-35. 
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Figura 24 - Efeito da riparina III (50 mg/kg) e fluoxetina (35 mg/kg), via oral, sozinhos 

ou associados com ondansentron (0,1 mg/kg), antagonista dos receptores 

serotonérgicos 5-HT3, sobre o tempo de imobilidade (s) no teste do nado forçado em 

camundongos. 
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Controle (veículo), riparina III (RipIII; 50 mg/kg) e fluoxetina (FLU; 35 mg/kg), quando 

sozinhos, foram administrados 60 min antes do experimento; quando associados, foram 

administrados 30 min após a administração de ondansentron (OND; 0,1 mg/kg) e, então, 60 

min depois, foram submetidos ao experimento. Os valores representam a média ± EPM do 

tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para análise estatística foi utilizado ANOVA 

seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: 

***p<0,001 vs controle; ap<0,05 vs ripIII-50; bp<0,05 vs FLU-35. 
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5.1.4. Teste da hipotermia induzida por apomorfina 

 

 Os animais que receberam riparina III nas doses 25 e 50 mg/kg e em seguida 

veículo não tiveram alterações significativas na temperatura corporal (ripIII-25: 0,2 ± 0,34 

(16) p>0,05; ripIII-50: 0,23 ± 0,16 (16) p>0,05)  comparado com os animais que receberam 

somente veículo (0,03 ± 0,11 (16)).  

 

Os animais pré-tratados com riparina III ou veículo e que receberam apomorfina 

tiveram redução da temperatura corporal comparados com seus respectivos grupos sem a 

apomorfina, veículo + APO: -2,29 ± 0,14 (16) p<0,05 comparando com veículo (0,03 ± 

0,11 (16)), ripIII-25 + APO: -2,01 ±0,11 (16) p<0,05) comparando com ripIII-25: 0,2 ± 

0,34 (16), ripIII-50 + APO: -1,86 ± 0,16 (16) p<0,05) comparando com ripIII-50: 0,23 ± 

0,16 (16) (Figura 25). 

 

Os animais pré-tratados com imipramina e que receberam apomorfina apresentaram 

menor redução na temperatura corporal (IMP-10 + APO: -1,37 ± 0,19 (16) p<0,05) quando 

comparados com veículo + APO: -2,29 ± 0,14 (16). 
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Figura 25 - Efeito da riparina III e imipramina, vi a oral, sobre a variação de 

temperatura corporal no teste da hipotermia induzida por apomorfina em 

camundongos. 

 
 
 

 

 

 

Os valores apresentam a média ± EPM da variação de temperatura 30 minutos após a 

administração de apomorfina ou veículo. Para análise estatística foi utilizado ANOVA 

seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: *p<0,05 

vs controle + APO; ap<0,05 vs controle; bp<0,05 vs ripIII-25; cp<0,05 vs ripIII-50. 
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5.1.5. Teste do Campo Aberto 

 

 A atividade locomotora espontânea (ALE) foi o parâmetro analisado e expresso 

como o número de cruzamentos. A riparina III não alterou a atividade locomotora (Figura 

26) na dose testada (ripIII-50: 51,0 ± 1,75 (19)) do mesmo modo que a fluoxetina (FLU-35: 

47,60 ± 5,99 (10) e a bupropiona (BUP-30: 48,70 ± 5,19 (10)) quando comparado com o 

grupo controle (55,38 ± 3,37 (17)]. No entanto, a imipramina reduziu a atividade 

locomotora (IMP-10: 38,80 ± 4,25(10) p<0,05) comparando com o controle. 
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Figura 26 - Efeito da riparina III, imipramina, flu oxetina e bupropiona, via oral, sobre a atividade 

locomotora espontânea no teste do campo aberto em camundongos. 
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Controle (veículo), ripIII (50 mg/kg), IMP (10 mg/kg), FLU (35 mg/kg) e BUP (30 mg/kg) 

foram administrados 60 min antes do experimento. Os valores apresentam a média ± EPM 

do número de cruzamentos durante 5 minutos. Para análise estatística foi utilizado ANOVA 

seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: *p<0,05 

vs controle. 
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5.2. Testes Neuroquímicos: 

 

5.2.1. Determinação dos níveis de monoaminas em HPLC eletroquímico. 

  

5.2.1.1. Determinação dos níveis de dopamina (DA) e seus metabólitos (DOPAC 

e HVA), serotonina (5-HT) e seu metabólito (5-HIAA) e noradrenalina (NA) em corpo 

estriado de camundongos após o teste do nado forçado. 

 

A Figura 27 mostra os efeitos da ripIII após o teste do nado forçado sobre os 

níveis de DA, DOPAC e HVA em corpo estriado de camundongos. Os animais controle 

submetidos ao nado forçado não tiveram alteração nos níveis de DA e DOPAC (p>0,05), 

mas aumentaram os níveis de HVA (p<0,05) quando comparados aos animais normais. Nos 

animais tratados com ripIII-50 ocorreu um aumento de 68,24% nos níveis de DA 

comparando com o grupo controle (p<0,01) e este aumento foi dose-dependente pois 

aumentou em 29% em relação a ripIII-25. Uma redução de 72% nos níveis de DOPAC 

ocorreu tanto nos animais tratados com ripIII-25 (p<0,001) quanto com ripIII-50 (p<0,001). 

De modo semelhante, os níveis de HVA também diminuíram com a ripIII-25 (80%; 

p<0,001) e com ripIII-50 (76%; p<0,001) como mostra a tabela 2.  

 

Os níveis de 5-HT aumentaram 163% com a ripIII-25 (p<0,001) e 216% com a 

ripIII-50 (p<0,001) comparando ao grupo controle. Este aumento foi dose-dependente, uma 

vez que os níveis de 5-HT dos animais tratados com ripIII-50 aumentou em 19% 

comparando com a ripIII-25 (p<0,05). Uma redução de 83% e de 85% foi encontrada nos 

níveis de 5-HIAA quando os animais foram tratados com ripIII-25 (p<0,001) e ripIII-50 

(p<0,001), respectivamente e, um aumento de 77 % ocorreu nos níveis de NA apenas com a 

ripIII-25 (p<0,05) (Figura 28; tabela 3). 

 

A Figura 29 apresenta o efeito da ripIII (25 e 50 mg/kg, v.o.), administrada de 

forma aguda, 2 horas após o tratamento sobre as taxas de metabolização DOPAC/DA, 

HVA/DA e 5-HIAA/5-HT em corpo estriado. Houve uma redução significativa de 80 e 

83% nas taxas de DOPAC/DA com as doses de 25 (p<0,01) e 50 (p<0,01) respectivamente 
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quando comparado ao controle. Foi observado também, nas doses estudadas, 25 e 50, uma 

redução significativa de 80% (p<0,01) e 78% (p<0,001) nas taxas de HVA/DA, 

respectivamente. Do mesmo modo, houve uma redução significante de 91% (p<0,01) e 

94% (p<0,01) nas taxas de 5-HIAA/5-HT para as doses de 25 e 50, respectivamente, 

quando comparado ao controle (Tabela 4). 
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Tabela 2 - Níveis de DA, DOPAC e HVA em corpo estriado de camundongos normais 

e em tratados com ripIII ou veículo e submetidos ao teste do nado forçado. 

 
Grupo 
 

 
DA 

 
DOPAC 

 
HVA 

 
Normal 
 
Controle 
 
RipIII-25 
 
RipIII-50 
 

 
3,14 ± 0,33 (8) 

 
2,96 ± 0,47 (9) 

 
3,84 ± 0,29 (8)**# 

 
4,98 ± 0,35 (10)**#a 

 

 
2,17 ± 0,40 (7) 

 
2,69 ± 0,33 (7) 

 
0,73 ± 0,18 (10)***## 

 
0,75 ± 0,23 (10)***## 

 
0,51 ± 0,18 (8) 

 
0,84 ± 0,096 (10)# 

 
0,24 ± 0,07 (10)** 

 
0,35 ± 0,07 (10)** 

Médias (ng/mg de tecido) + EPM; (n) número de animais entre parênteses; ANOVA 

seguido por Student-Newman-Keuls; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle; #p<0,05 vs 

Normal; ap<0,05 vs RipIII-25  
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Os camundongos normais receberam veículo (2% Tween 80 em água destilada) e 2 horas 

depois foram sacrificados e dissecados. Os animais tratados com riparina III (25 ou 50 

mg/kg; v.o.) ou veículo foram submetidos ao teste do nado forçado 60 minutos após a 

administração da droga e, 60 minutos depois do teste foram sacrificados e dissecados para a 

retirada das áreas. A determinação das monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com 

detecção eletroquímica. DA= dopamina, DOPAC= ácido dihidroxifenilacético, HVA=ácido 

homovanílico. As barras representam média ± EPM (6-10 animais por grupo) **p< 0,01, 

***p< 0,001 vs controle; ##p<0,01 vs normal; ap<0,05 vs ripIII-25. ANOVA e Student 

Newman Keuls como teste post hoc. 
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Figura 27 - Determinação dos níveis de DA, DOPAC e HVA em corpo estriado de 

camundongos normais e em tratados com riparina III ou veículo e submetidos ao teste 

do nado forçado. 
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Tabela 3- Níveis de 5-HT, 5-HIAA e NA em corpo estriado de camundongos normais e 

em tratados com riparina III ou veículo e submetidos ao teste do nado forçado. 

 
Grupo 
 

 
5-HT 

 
5-HIAA 

 
NA 

 
Normal 
 
Controle 
 
RipIII-25 
 
RipIII-50 
 

 
4,42 ± 0,81 (8) 

 
6,11 ± 0,64 (10) 

 
16,14 ± 1,48 (8)**### 

 
19,34 ± 0,97 (10)**###a 
 

 
3,31 ± 0,52 (6) 

 
3,98 ± 0,72 (7) 

 
0,66 ± 0,16 (9)***### 

 
0,58 ± 0,18 (10)***### 

 
6,90 ± 0,98 (8) 

 
5,51 ± 0,64 (9)# 

 
9,78 ± 1,17 (8)* 

 
8,37 ± 1,54 (8) 

Médias (ng/mg de tecido) + EPM; (n) número de animais entre parênteses; ANOVA 

seguido por Student-Newman-Keuls; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle; 

###p<0,001 vs Normal; ap<0,05 vs RipIII-25. 
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Os camundongos normais receberam veículo (2% Tween 80 em água destilada) e 2 horas 

depois foram sacrificados e dissecados. Os animais tratados com riparina III (25 ou 50 

mg/kg; v.o.) ou veículo foram submetidos ao teste do nado forçado 60 minutos após a 

administração da droga e, 60 minutos depois do teste foram sacrificados e dissecados para a 

retirada das áreas. A determinação das monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com 

detecção eletroquímica. 5-HT= serotonina, 5-HIAA=ácido 5-hidroxiindolacético, 

NA=noradrenalina. As barras representam média ± EPM (6-10 animais por grupo) **p< 

0,01, ***p< 0,001 vs controle; ##p<0,01 vs normal; ap<0,05 vs ripIII-25. ANOVA e 

Student Newman Keuls como teste post hoc. 
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Figura 28 - Determinação dos níveis de 5-HT, 5-HIAA e NA em corpo estriado de 

camundongos normais e em tratados com riparina III ou veículo e submetidos ao 

teste do nado forçado. 
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Tabela 4 - Tabela 3. Taxas de metabolização DOPAC/DA, HVA/DA e 5-HIAA/5-HT 

em corpo estriado de camundongos normais e em tratados com riparina III ou veículo 

e submetidos ao teste do nado forçado. 

 
Grupo 
 

 
DOPAC/DA 

 
HVA/DA  

 
5-HIAA/5-HT  

 
Normal 
 
Controle 
 
RipIII-25 
 
RipIII-50 
 

 
0,65 ± 0,15 (8) 

 
0,89 ± 0,20 (9) 

 
0,17 ± 0,06 (8)**# 

 
0,14 ± 0,04 (10)**# 

 

 
0,20 ± 0,08 (8) 

 
0,34 ± 0,05 (10) 

 
0,06 ± 0,02 (9)** 

 
0,07 ± 0,01 (10)*** 

 
0,59 ± 0,14 (8) 

 
0,61 ± 0,15 (8) 

 
0,049 ± 0,013 (9)**### 
 
0,031 ± 0,010 (7)**## 

Médias (ng/mg de tecido) + EPM; (n) número de animais entre parênteses; ANOVA 

seguido por Student-Newman-Keuls; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle; #p<0,05; 

##p<0,01; ###p<0,001 vs Normal. 
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Os camundongos normais receberam veículo (2% Tween 80 em água destilada) e 2 horas 

depois foram sacrificados e dissecados. Os animais tratados com riparina III (25 ou 50 

mg/kg; v.o.) ou veículo foram submetidos ao teste do nado forçado 60 minutos após a 

administração da droga e, 60 minutos depois do teste foram sacrificados e dissecados para a 

retirada das áreas. A determinação das monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com 

detecção eletroquímica. As taxas de metabolização foram calculadas pela divisão de cada 

resultado referente ao metabólito (ng/g de tecido) e o neurotransmissor (ng/g de tecido) do 

mesmo animal, depois sendo feita a média dos resultados e análise estatística. DA= 

dopamina, DOPAC= ácido dihidroxifenilacético, HVA= ácido homovanílico, 5HT= 

serotonina, 5HIAA= ácido 5-hidroxiindolacético. 5-HT= serotonina, 5-HIAA=ácido 5-

hidroxiindolacético, NA=noradrenalina. As barras representam média ± EPM (6-10 animais 

por grupo) **p< 0,01 vs controle; ##p<0,01 vs normal. ANOVA e Student Newman Keuls 

como teste post hoc 
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Figura 29 - Determinação das taxas de metabolização dos neurotransmissores em 

corpo estriado de camundongos. 
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5.2.1.2. Determinação dos níveis de dopamina (DA) e seu metabólito (DOPAC) 

em córtex pré-frontal de camundongos após o teste do nado forçado. 

 

A Figura 30 mostra os efeitos da ripIII após o teste do nado forçado sobre os 

níveis de DA e DOPAC em corpo estriado de camundongos. Os animais controle 

submetidos ao nado forçado não tiveram alteração nos níveis de DA (p>0,05) mas 

aumentaram os níveis de DOPAC em 90% (p<0,05) quando comparados aos animais 

normais. Nos animais tratados com ripIII-25 ocorreu um aumento de 129% nos níveis de 

DA (p<0,01) e uma redução de 65% nos níveis de DOPAC (p<0,01) comparando com o 

grupo controle. Com os animais tratados com ripIII-50, houve um aumento de 209% nos 

níveis de DA (p<0,001) e uma redução de 55% nos níveis de DOPAC (p<0,01) 

comparando com o grupo controle. Do mesmo modo, o grupo tratado com ripIII-50 

também foi capaz de aumentar os níveis de DA em 89% (p<0,01) quando comparado ao 

grupo normal como mostra a tabela 5.  

 

O nível de 5-HT aumentou 150% com a ripIII-50 (p<0,001) comparando ao grupo 

controle, aumentou 171% comparando ao grupo normal (p<0,001) e aumentou 77% 

comparando com ripIII-25 (p<0,001). Uma redução de 87%, 85% e 84% foi observada nos 

níveis de 5-HIAA quando os animais foram tratados com ripIII-50 comparando com o 

grupo controle (p<0,01), com a ripIII-25 (p<0,05) e com os animais normais (p<0,05), 

respectivamente. Os animais tratados com ripIII-25 não obtiveram alterações nos níveis de 

5-HT e 5-HIAA. Contudo, houve um aumento de 84% nos níveis de NA apenas com a 

ripIII-25 (p<0,05) quando comparado com o grupo controle. (Figura 31; tabela 6). 

 

A Figura 32 apresenta o efeito da ripIII (25 e 50 mg/kg, v.o.), administrada de 

forma aguda, 2 horas após o tratamento sobre as taxas de metabolização DOPAC/DA e 5-

HIAA/5-HT em córtex pré-frontal. Os animais controle (submetidos ao nado forçado) 

apresentaram um aumento significativo nas taxas de metabolização DOPAC/DA de 248% 

quando comparados aos animais normais (que não foram submetidos ao estresse do nado 

forçado). Neste contexto, a riparina III foi capaz de reduzir significativamente em 70% e 

81% nas taxas de DOPAC/DA com as doses de 25 (p<0,001) e 50 (p<0,001) 
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respectivamente quando comparado ao controle. Com relação a taxa de metabolização de 5-

HIAA/5-HT, ripIII, apenas na dose de 50 mg/kg foi capaz de reduzir significativamente em 

81% quando comparado ao controle (p<0,05) e ao grupo não submetido ao estresse 

(normal) (p<0,05) (Tabela 7). 
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Tabela 5 – Níveis de DA e DOPAC em córtex pré-frontal de camundongos normais e 

em tratados com ripIII ou veículo e submetidos ao teste do nado forçado. 

 
Grupo 
 

 
DA 

 
DOPAC 

 
Normal 
 
Controle 
 
RipIII-25 
 
RipIII-50 
 

 
1,372 ± 0,22 (8) 

 
0,83 ± 0,16 (8) 

 
1,92 ± 0,29 (7)** 

 
2,59 ± 0,24 (8)***## 

 
0,80 ± 0,21 (8) 

 
1,52 ± 0,13 (6)## 

 
0,52 ± 0,14 (6)** 

 
0,67 ± 0,16 (6)** 

Médias (ng/mg de tecido) + EPM; (n) número de animais entre parênteses; ANOVA 

seguido por Student-Newman-Keuls; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle; ##p<0,01 vs 

Normal;   
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CÓRTEX PRÉ-FRONTAL 

 

 

 
 
 

Os camundongos normais receberam veículo (2% Tween 80 em água destilada) e 2 horas 

depois foram sacrificados e dissecados. Os animais tratados com riparina III (25 ou 50 

mg/kg; v.o.) ou veículo foram submetidos ao teste do nado forçado 60 minutos após a 

administração da droga e, 60 minutos depois do teste foram sacrificados e dissecados para a 

retirada das áreas. A determinação das monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com 

detecção eletroquímica. DA= dopamina, DOPAC= ácido dihidroxifenilacético. As barras 

representam média ± EPM (6-8 animais por grupo) **p< 0,01, ***p< 0,001 vs controle; 

##p<0,01 vs normal; ap<0,05 vs ripIII-25. ANOVA e Student Newman Keuls como teste 

post hoc. 

  
_______________ 

Nado forçado 
_______________ 

Nado forçado 

DOPAC DA 

*** 
## 

** 

** 
** 

# 

Figura 30 - Determinação dos níveis de DA e DOPAC em córtex pré-frontal de 

camundongos normais e em tratados com riparina III ou veículo e submetidos ao teste 

do nado forçado. 
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Tabela 6 - Níveis de 5-HT, 5-HIAA e NA em córtex pré-frontal de camundongos 

normais e em tratados com riparina III ou veículo e submetidos ao teste do nado 

forçado. 

 
Grupo 
 

 
5-HT 

 
5-HIAA 

 
NA 

 
Normal 
 
Controle 
 
RipIII-25 
 
RipIII-50 
 

 
4,07 ± 0,44 (8) 

 
4,41 ± 0,39 (7) 

 
6,21 ± 1,22 (7) 

 
11,5 ± 0,63 (6)***###a 

 

 
0,77 ± 0,12 (8) 

 
0,99 ± 0,23 (8) 

 
0,79 ± 0,25 (6) 

 
0,12 ± 0,07 (8)**#a 

 
9,22 ± 1,17 (8) 

 
6,50 ± 1,09 (7) 

 
12,01 ± 1,36 (7)* 

 
8,00 ± 1,13 (7) 

Médias (ng/mg de tecido) + EPM; (n) número de animais entre parênteses; ANOVA 

seguido por Student-Newman-Keuls; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle; 

#p<0,05; ###p<0,001 vs Normal; ap<0,05 vs RipIII-25. 
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CÓRTEX PRÉ-FRONTAL 

 

 

 
Os camundongos normais receberam veículo (2% Tween 80 em água destilada) e 2 horas 

depois foram sacrificados e dissecados. Os animais tratados com riparina III (25 ou 50 

mg/kg; v.o.) ou veículo foram submetidos ao teste do nado forçado 60 minutos após a 

administração da droga e, 60 minutos depois do teste foram sacrificados e dissecados para a 

retirada das áreas. A determinação das monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com 

detecção eletroquímica. 5-HT= serotonina, 5-HIAA=ácido 5-hidroxiindolacético, 

NA=noradrenalina.  As barras representam média ± EPM (6-8 animais por grupo) **p< 

0,01, ***p< 0,001 vs controle; #p<0,05; ##p<0,01 vs normal; ap<0,05 vs ripIII-25. 

ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc. 

5-HT 

 
____________ 
Nado forçado  

____________ 
Nado forçado  

____________ 
Nado forçado 

5-HIAA NA 

*** 
### 
a 

** 
# 
a 

* 

Figura 31 - Determinação dos níveis de 5-HT, 5-HIAA e NA em córtex pré-frontal de 

camundongos normais e em tratados com riparina III ou veículo e submetidos ao teste 

do nado forçado. 
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Tabela 7 - Taxas de metabolização DOPAC/DA, 5-HIAA/5-HT em córtex pré-frontal 

de camundongos normais e em tratados com riparina III ou veículo e submetidos ao 

teste do nado forçado. 

 
Grupo 
 

 
DOPAC/DA 

 
5-HIAA/5-HT  

 
Normal 
 
Controle 
 
RipIII-25 
 
RipIII-50 
 

 
0,43 ± 0,10 (8) 

 
1,50 ± 0,15 (6)### 

 
0,44 ± 0,13 (7)*** 

 
0,27 ± 0,07 (6)*** 

 
0,22 ± 0,04 (8) 

 
0,21 ± 0,05 (8) 

 
0,10 ± 0,02 (8) 

 
0,039 ± 0,034 (8)*# 

Médias (ng/mg de tecido) + EPM; (n) número de animais entre parênteses; ANOVA 

seguido por Student-Newman-Keuls; *p<0,05; ***p<0,001 vs controle; #p<0,05; 

###p<0,001 vs Normal. 
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Figura 32 - Determinação das taxas de metabolização dos neurotransmissores em 

córtex pré-frontal de camundongos. 

 

CÓRTEX PRÉ-FRONTAL 

 

 

 
Os camundongos normais receberam veículo (2% Tween 80 em água destilada) e 2 horas 

depois foram sacrificados e dissecados. Os animais tratados com riparina III (25 ou 50 

mg/kg; v.o.) ou veículo foram submetidos ao teste do nado forçado 60 minutos após a 

administração da droga e, 60 minutos depois do teste foram sacrificados e dissecados para a 

retirada das áreas. A determinação das monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com 

detecção eletroquímica. As taxas de metabolização foram calculadas pela divisão de cada 

resultado referente ao metabólito (ng/g de tecido) e o neurotransmissor (ng/g de tecido) do 

mesmo animal, depois sendo feita a média dos resultados e análise estatística. DA= 

dopamina, DOPAC= ácido dihidroxifenilacético, 5HT= serotonina, 5HIAA= ácido 5-

hidroxiindolacético. 5-HT= serotonina. As barras representam média ± EPM (6-8 animais 

por grupo) **p< 0,01 vs controle; ##p<0,01 vs normal. ANOVA e Student Newman Keuls 

como teste post hoc. 

 
_______________ 
Nado forçado  

_______________ 

Nado forçado 

DOPAC/DA 5-HIAA/5-HT 

### 

*** 

*** 

* 
# 
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5.2.1.3. Determinação dos níveis de dopamina (DA) e seu metabólito (DOPAC) 

em hipocampo de camundongos após o teste do nado forçado. 

 

A Figura 33 mostra os efeitos da ripIII após o teste do nado forçado sobre os 

níveis de DA e DOPAC em hipocampo de camundongos. Os animais controle submetidos 

ao nado forçado não tiveram alteração nos níveis de DA e DOPAC (p>0,05) quando 

comparados aos animais normais. Do mesmo modo, nos animais tratados com ripIII-25 e 

ripIII-50 não ocorreu alteração nos níveis de DA e DOPAC (p>0,05) comparando com os 

grupos controle e normal como mostra a tabela 8.  

 

O nível de 5-HT aumentou 275% e 227% com a ripIII-50 (p<0,01) comparando ao 

grupo controle e ao grupo normal respectivamente, e aumentou 192% e 154% com a ripIII-

25 comparando ao grupo controle (p<0,001) e normal (p<0,01), respectivamente. O nível 

de 5-HIAA aumentou somente na dose de 50 mg/kg em 113% (p<0,05) e 82% (p<0,05) 

comparando com o grupo controle e normal, respectivamente. Houve um aumento de 34% 

(p<0,05) e 61% (p<0,05) nos níveis de NA com a ripIII-25 quando comparado com o grupo 

controle e normal, respectivamente e também aumentou com a ripIII-50 em 63% (p<0,01) e 

96% (p<0,001) quando comparado com os grupos controle e normal, respectivamente. Não 

houve alteração nos níveis de 5-HT, 5-HIAA e NA entre os animais do grupo controle e 

normal. (Figura 34; tabela 9). 

 

A Figura 35 e a tabela 10 mostram que não há alteração sobre as taxas de 

metabolização DOPAC/DA e 5-HIAA/5-HT quando os animais foram tratados com  ripIII 

(25 e 50 mg/kg, v.o.) no hipocampo, mesmo apresentando aumento nos níveis de 5-HT e 

NA como mostrado na tabela 10. 
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Tabela 8 - Níveis de DA e DOPAC em hipocampo de camundongos normais e em 

tratados com ripIII ou veículo e submetidos ao teste do nado forçado. 

 
Grupo 
 

 
DA 

 
DOPAC 

 
Normal 
 
Controle 
 
RipIII-25 
 
RipIII-50 
 

 
0,49 ± 0,10 (8) 

 
0,60 ± 0,11 (7) 

 
1,10 ± 0,36 (8) 

 
1,34 ± 0,14 (6) 

 
0,75 ± 0,074 (7) 

 
0,83 ± 0,075 (7) 

 
0,96 ± 0,072 (8) 

 
0,90 ± 0,076 (7) 

Médias (ng/mg de tecido) + EPM; (n) número de animais entre parênteses; ANOVA 

seguido por Student-Newman-Keuls;  
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HIPOCAMPO 

 

 

 
 
 
Os camundongos normais receberam veículo (2% Tween 80 em água destilada) e 2 horas 

depois foram sacrificados e dissecados. Os animais tratados com riparina III (25 ou 50 

mg/kg; v.o.) ou veículo foram submetidos ao teste do nado forçado 60 minutos após a 

administração da droga e, 60 minutos depois do teste foram sacrificados e dissecados para a 

retirada das áreas. A determinação das monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com 

detecção eletroquímica. DA= dopamina, DOPAC= ácido dihidroxifenilacético. As barras 

representam média ± EPM (6-8 animais por grupo). ANOVA e Student Newman Keuls 

como teste post hoc. 

 

 
_______________ 

Nado forçado  
_______________ 

Nado forçado 

DOPAC DA 

Figura 33 - Determinação dos níveis de DA e DOPAC em hipocampo de camundongos 

normais e em tratados com riparina III ou veículo e submetidos ao teste do nado forçado. 
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Tabela 9 - Níveis de 5-HT, 5-HIAA e NA em hipocampo de camundongos normais e 

em tratados com riparina III ou veículo e submetidos ao teste do nado forçado. 

 
Grupo 
 

 
5-HT 

 
5-HIAA 

 
NA 

 
Normal 
 
Controle 
 
RipIII-25 
 
RipIII-50 
 

 
0,81 ± 0,06 (7) 

 
0,70 ± 0,07 (8) 

 
2,06 ± 0,28 (7)***### 

 
2,65 ± 0,44 (7)**## 

 

 
0,42 ± 0,09 (8) 

 
0,36 ± 0,12 (8) 

 
0,56 ± 0,08 (8) 

 
0,77 ± 0,08 (8)*# 

 
1,63 ± 0,12 (8) 

 
1,97 ± 0,17 (8) 

 
2,64 ± 0,37 (8)*# 

 
3,22 ± 0,14 (8)**### 

Médias (ng/mg de tecido) + EPM; (n) número de animais entre parênteses; ANOVA 

seguido por Student-Newman-Keuls; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle; 

#p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 vs Normal. 
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HIPOCAMPO 

 

 

 

 

Os camundongos normais receberam veículo (2% Tween 80 em água destilada) e 2 horas 

depois foram sacrificados e dissecados. Os animais tratados com riparina III (25 ou 50 

mg/kg; v.o.) ou veículo foram submetidos ao teste do nado forçado 60 minutos após a 

administração da droga e, 60 minutos depois do teste foram sacrificados e dissecados para a 

retirada das áreas. A determinação das monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com 

detecção eletroquímica. 5-HT= serotonina, 5-HIAA=ácido 5-hidroxiindolacético, 

NA=noradrenalina.  As barras representam média ± EPM (6-8 animais por grupo) *p<0,05; 

**p< 0,01, ***p< 0,001 vs controle; #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 vs normal. ANOVA 

e Student Newman Keuls como teste post hoc. 

 
__________ 

Nado forçado  
__________ 
Nado forçado  

___________ 
Nado forçado 

5-HT 5-HIAA NA 

** 
## 

*** 
### 

* 
# 

* 
# 

** 
### 

Figura 34 - Determinação dos níveis de 5-HT, 5-HIAA e NA em hipocampo de 

camundongos normais e em tratados com riparina III ou veículo e submetidos ao teste do 

nado forçado. 
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Tabela 10 - Taxas de metabolização DOPAC/DA, 5-HIAA/5-HT em hipocampo de camundongos 

normais e em tratados com riparina III ou veículo e submetidos ao teste do nado forçado. 

 
Grupo 
 

 
DOPAC/DA 

 
5-HIAA/5-HT  

 
Normal 
 
Controle 
 
RipIII-25 
 
RipIII-50 
 

 
0,96 ± 0,15 (7) 

 
0,90 ± 0,21 (7) 

 
0,74 ± 0,21 (5) 

 
0,64 ± 0,12 (8) 

 
0,46 ± 0,15 (5) 

 
0,37 ± 0,06 (7) 

 
0,36 ± 0,08 (8) 

 
0,37 ± 0,09 (7) 

Médias (ng/mg de tecido) + EPM; (n) número de animais entre parênteses; ANOVA 

seguido por Student-Newman-Keuls;  
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HIPOCAMPO 

 

 

 

Os camundongos normais receberam veículo (2% Tween 80 em água destilada) e 2 horas 

depois foram sacrificados e dissecados. Os animais tratados com riparina III (25 ou 50 mg/kg; 

v.o.) ou veículo foram submetidos ao teste do nado forçado 60 minutos após a administração da 

droga e, 60 minutos depois do teste foram sacrificados e dissecados para a retirada das áreas. A 

determinação das monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com detecção eletroquímica. As 

taxas de metabolização foram calculadas pela divisão de cada resultado referente ao metabólito 

(ng/g de tecido) e o neurotransmissor (ng/g de tecido) do mesmo animal, depois sendo feita a 

média dos resultados e análise estatística. DA= dopamina, DOPAC= ácido 

dihidroxifenilacético, 5HT= serotonina, 5HIAA= ácido 5-hidroxiindolacético. As barras 

representam média ± EPM (6-8 animais por grupo). ANOVA e Student Newman Keuls como 

teste post hoc. 

 
_________________ 

Nado forçado  
_______________ 

Nado forçado 

DOPAC/DA 5-HIAA/5-HT 

Figura 35 - Determinação das taxas de metabolização dos neurotransmissores em córtex 

pré-frontal de camundongos. 
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5.2.2. Avaliação do efeito da riparina III sobre o estresse oxidativo. 

 

As análises para investigação da atividade antioxidante da ripIII em estudo foram 

realizadas em homogenatos hipocampais, estriatais e pré-corticais em grupos pré-tratados com 

controle (2% tween 80 em água destilada) ou RipIII, 50mg/Kg, v.o., submetidos ou não ao teste 

do nado forçado. 

 

5.2.2.1. Efeitos da ripIII sobre a atividade da catalase em homogenatos cerebrais 

submetidos a estresse oxidativo pelo teste do nado forçado. 

 

A figuras 36, 37, 38 mostram que o tratamento com a ripIII-50 não altera a atividade da 

catalase quando os animais não são submetidos ao nado forçado (p>0,05). No entanto, quando 

os animais receberam veículo e foram submetidos ao nado, houve um aumento na atividade da 

enzima em 76% no hipocampo (p<0,05), 54% no corpo estriado (p<0,05) e 96% no córtex pré-

frontal (p<0,01) (tabela 11). No grupo pré-tratado com ripIII-50 e submetido ao nado houve a 

reversão da atividade da enzima como evidenciado pela redução em 67% no hipocampo 

(p<0,01), 45% no corpo estriado (p<0,01) e 73% no córtex pré-frontal (p<0,001) comparando 

com o grupo controle submetido ao nado. 
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Tabela 11- Atividade da catalase em hipocampo, corpo estriado e córtex pré-frontal de 

camundongos tratados com riparina III ou veículo, submetidos ou não, ao teste do nado 

forçado. 

 
Grupo 
 

 
Hipocampo 

 
Corpo estriado 

 
Córtex pré-frontal 

 
Controle 
 
RipIII-50 
 
Controle-Nado 
 
RipIII-50-Nado 
 

 
4,19 ± 5,03 (5) 

 
5,03 ± 1,30 (5) 

 
7,40 ± 0,71 (6)# 

 
2,38 ± 0,44 (6)** 

 

 
4,69 ± 0,58 (6) 

 
2,68 ± 0,67 (5) 

 
7,24 ± 0,65 (5)# 

 
3,92 ± 0,76 (5)** 

 
4,80 ± 0,36 (5) 

 
4,39 ± 1,27 (6) 

 
9,41 ± 1,24 (5)## 

 
2,50 ± 0,76 (6)*** 

Médias (µM/min/µg de proteína) + EPM; (n) número de animais entre parênteses; ANOVA 

seguido por Student-Newman-Keuls; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle-nado; #p<0,05; 

##p<0,01 vs Controle. 
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Figura 36 - Efeitos da riparina III sobre a atividade da catalase em hipocampo de animais 

submetidos (Controle-Nado; RipIII-Nado) ou não (Controle; RipIII-50) ao estresse do 

nado forçado. 
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Os animais que não foram submetidos ao nado forçado, foram tratados com ripIII-50 ou 

veículo (2% Tween80 em água destilada) e depois de 2h foram sacrificados e tiveram seus 

cérebros dissecados para a remoção das áreas. Os animais que foram submetidos ao estresse 

foram tratados com ripIII-50 ou veículo, via oral, e depois de 60 minutos foram submetidos ao 

nado forçado e 60 min depois foram sacrificados e dissecados. Os valores representam a média 

+ EPM, n = 5-6. ANOVA seguido de Student-Neuman-Keuls como teste post hoc.**p < 0,01 

vs Controle-Nado; #p<0,05 vs Controle.  

 

 

 

# 

** 
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Figura 37 - Efeitos da riparina III sobre a atividade da catalase em corpo estriado de 

animais submetidos (Controle-Nado; RipIII-Nado) ou não (Controle; RipIII-50) ao 

estresse do nado forçado. 
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Os animais que não foram submetidos ao nado forçado, foram tratados com ripIII-50 ou 

veículo (2% Tween80 em água destilada) e depois de 2h foram sacrificados e tiveram seus 

cérebros dissecados para a remoção das áreas. Os animais que foram submetidos ao estresse 

foram tratados com ripIII-50 ou veículo, via oral, e depois de 60 minutos foram submetidos ao 

nado forçado e 60 min depois foram sacrificados e dissecados. Os valores representam a média 

+ EPM, n = 5-6. ANOVA seguido de Student-Neuman-Keuls como teste post hoc.**p < 0,01 

vs Controle-Nado; #p<0,05 vs Controle.  
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Figura 38 - Efeitos da riparina III sobre a atividade da catalase em córtex pré-frontal de 

animais submetidos (Controle-Nado; RipIII-Nado) ou não (Controle; RipIII-50) ao 

estresse do nado forçado. 
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Os animais que não foram submetidos ao nado forçado, foram tratados com ripIII-50 ou 

veículo (2% Tween80 em água destilada) e depois de 2h foram sacrificados e tiveram seus 

cérebros dissecados para a remoção das áreas. Os animais que foram submetidos ao estresse 

foram tratados com ripIII-50 ou veículo, via oral, e depois de 60 minutos foram submetidos ao 

nado forçado e 60 min depois foram sacrificados e dissecados. Os valores representam a média 

+ EPM, n = 5-6. ANOVA seguido de Student-Neuman-Keuls como teste post hoc.*p < 0,05 vs 

Controle-Nado.  

 

 

***  

## 
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5.2.2.2. Efeitos da ripIII sobre os níveis de GSH em homogenatos cerebrais 

submetidos a estresse oxidativo pelo teste do nado forçado. 

 

A figuras 39, 40 e 41 mostram que o tratamento com a ripIII-50 não altera os níveis de 

GSH quando os animais não são submetidos ao nado forçado (p>0,05). No entanto, quando os 

animais receberam veículo e foram submetidos ao nado, houve uma redução nos níveis de GSH 

em 38% no hipocampo (p<0,05) e 31% no córtex pré-frontal (p<0,05), mas não houve alteração 

no corpo estriado (tabela 12). No grupo pré-tratado com ripIII-50 e submetido ao nado houve a 

reversão dos níveis de GSH como evidenciado pelo aumento de 130% no hipocampo (p<0,001) 

e 80% no córtex pré-frontal (p<0,001) comparando com o grupo controle submetido ao nado. 

No corpo estriado, o grupo pré-tratado com ripIII-50 e submetido ao nado aumentou os níveis 

de GSH em 55% comparando com o controle submetido ao nado (p<0,01) e, em 42% 

comparando com o controle não submetido ao nado (p<0,05). 
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Tabela 12 - Níveis de GSH em hipocampo, corpo estriado e córtex pré-frontal de 

camundongos tratados com riparina III ou veículo, submetidos ou não, ao teste do nado 

forçado. 

 
Grupo 
 

 
Hipocampo 

 
Corpo estriado 

 
Córtex pré-frontal 

 
Controle 
 
RipIII-50 
 
Controle-Nado 
 
RipIII-50-Nado 
 

 
579,1 ± 53,51 (8) 

 
640,5 ± 45,18 (7) 

 
353,3 ± 33,70 (7)# 

 
815,0 ± 106,3 (9)*** 

 

 
631,5 ± 37,32 (6) 

 
799,2 ± 35,78 (8) 

 
577,7 ± 49,48 (10) 

 
899,8 ± 120,3 (7)**# 

 
654,0 ± 75,41 (8) 

 
739,8 ± 98,28 (8) 

 
449,3 ± 35,92 (9)# 

 
809,7 ± 72,98 (6)* 

Médias (µg/g de proteína) + EPM; (n) número de animais entre parênteses; ANOVA seguido 

por Student-Newman-Keuls; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle-nado; #p<0,05 vs 

Controle.  
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Figura 39 - Efeitos da riparina III sobre os níveis de GSH em córtex pré-frontal de 

animais submetidos (Controle-Nado; RipIII-Nado) ou não (Controle; RipIII-50) ao 

estresse do nado forçado. 
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Os animais que não foram submetidos ao nado forçado, foram tratados com ripIII-50 ou 

veículo (2% Tween80 em água destilada) e depois de 2h foram sacrificados e tiveram seus 

cérebros dissecados para a remoção das áreas. Os animais que foram submetidos ao estresse 

foram tratados com ripIII-50 ou veículo, via oral, e depois de 60 minutos foram submetidos ao 

nado forçado e 60 min depois foram sacrificados e dissecados. Os valores representam a média 

+ EPM, n = 7-9. ANOVA seguido de Student-Neuman-Keuls como teste post hoc.***p < 0,001 

vs Controle-Nado; #p<0,05 vs controle.  
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Figura 40 - Efeitos da riparina III sobre os níveis de GSH em corpo estriado de animais 

submetidos (Controle-Nado; RipIII-Nado) ou não (Controle; RipIII-50) ao estresse do 

nado forçado. 
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Os animais que não foram submetidos ao nado forçado, foram tratados com ripIII-50 ou 

veículo (2% Tween80 em água destilada) e depois de 2h foram sacrificados e tiveram seus 

cérebros dissecados para a remoção das áreas. Os animais que foram submetidos ao estresse 

foram tratados com ripIII-50 ou veículo, via oral, e depois de 60 minutos foram submetidos ao 

nado forçado e 60 min depois foram sacrificados e dissecados. Os valores representam a média 

+ EPM, n = 7-10. ANOVA seguido de Student-Neuman-Keuls como teste post hoc.*p < 0,05 

vs Controle-Nado; #p<0,05 vs controle.  
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Figura 41 - Efeitos da riparina III sobre os níveis de GSH em córtex pré-frontal de 

animais submetidos (Controle-Nado; RipIII-Nado) ou não (Controle; RipIII-50) ao 

estresse do nado forçado. 
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Os animais que não foram submetidos ao nado forçado, foram tratados com ripIII-50 ou 

veículo (2% Tween80 em água destilada) e depois de 2h foram sacrificados e tiveram seus 

cérebros dissecados para a remoção das áreas. Os animais que foram submetidos ao estresse 

foram tratados com ripIII-50 ou veículo, via oral, e depois de 60 minutos foram submetidos ao 

nado forçado e 60 min depois foram sacrificados e dissecados. Os valores representam a média 

+ EPM, n = 6-9. ANOVA seguido de Student-Neuman-Keuls como teste post hoc.*p < 0,05 vs 

Controle-Nado; #p<0,05 vs controle.  
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5.2.2.3. Efeitos da ripIII sobre quantidade de SOD em homogenatos cerebrais 

submetidos a estresse oxidativo pelo teste do nado forçado. 

 

A figuras 42, 43 e 44 mostram que o tratamento com a ripIII-50 não altera a quantidade 

de SOD quando os animais não são submetidos ao nado forçado (p>0,05). No entanto, quando 

os animais receberam veículo e foram submetidos ao nado, houve um aumento na quantidade 

da enzima em 65% no hipocampo (p<0,05) e 69% no corpo estriado (p<0,01). Não houve 

alteração na quantidade da enzima no grupo controle submetido ao nado no córtex pré-frontal 

(p>0,05). De modo semelhante, o grupo pré-tratado com ripIII-50 e submetido ao nado também 

não apresentou alteração em nenhuma das áreas estudadas (p>0,05) comparando com o grupo 

controle-nado. No entanto, o grupo ripIII-50-nado aumentou a quantidade da enzima em 32% 

(p<0,05) comparando com o grupo ripIII-50 no hipocampo (tabela 13). 
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Tabela 13 - Quantidade de SOD em hipocampo, corpo estriado e córtex pré-frontal de 

camundongos tratados com riparina III ou veículo, submetidos ou não, ao teste do nado 

forçado. 

 
Grupo 
 

 
Hipocampo 

 
Corpo estriado 

 
Córtex pré-frontal 

 
Controle 
 
RipIII-50 
 
Controle-Nado 
 
RipIII-50-Nado 
 

 
21,25 ± 2,15 (7) 

 
18,43 ± 1,92 (7) 

 
35,13 ± 4,74 (7)# 

 
32,36 ± 4,46 (7)a 

 

 
16,72 ± 0,91 (7) 

 
20,19 ± 2,16 (7) 

 
28,27 ± 2,16 (7)## 

 
21,74 ± 3,62 (6) 

 
31,39 ± 1,33 (5) 

 
33,60 ± 4,95 (6) 

 
37,92 ± 3,28 (5) 

 
38,06 ± 5,09 (6) 

Médias (SOD/mg de proteína) + EPM; (n) número de animais entre parênteses; ANOVA 

seguido por Student-Newman-Keuls; #p<0,05; ##p<0,01 vs Controle; ap<0,05 vs ripIII-50.  
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Figura 42 - Efeitos da riparina III sobre a quantidade de SOD em hipocampo de animais 

submetidos (Controle-Nado; RipIII-Nado) ou não (Controle; RipIII-50) ao estresse do 

nado forçado. 
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Os animais que não foram submetidos ao nado forçado, foram tratados com ripIII-50 ou 

veículo (2% Tween80 em água destilada) e depois de 2h foram sacrificados e tiveram seus 

cérebros dissecados para a remoção das áreas. Os animais que foram submetidos ao estresse 

foram tratados com ripIII-50 ou veículo, via oral, e depois de 60 minutos foram submetidos ao 

nado forçado e 60 min depois foram sacrificados e dissecados. Os valores representam a média 

+ EPM, n = 7 por grupo. ANOVA seguido de Student-Neuman-Keuls como teste post hoc. 

#p<0,05 vs controle; ap<0,05 vs ripIII-50.  
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Figura 43 - Efeitos da riparina III sobre a quantidade de SOD em corpo estriado de 

animais submetidos (Controle-Nado; RipIII-Nado) ou não (Controle; RipIII-50) ao 

estresse do nado forçado. 
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Os animais que não foram submetidos ao nado forçado, foram tratados com ripIII-50 ou 

veículo (2% Tween80 em água destilada) e depois de 2h foram sacrificados e tiveram seus 

cérebros dissecados para a remoção das áreas. Os animais que foram submetidos ao estresse 

foram tratados com ripIII-50 ou veículo, via oral, e depois de 60 minutos foram submetidos ao 

nado forçado e 60 min depois foram sacrificados e dissecados. Os valores representam a média 

+ EPM, n = 6-7. ANOVA seguido de Student-Neuman-Keuls como teste post hoc. #p<0,05 vs 

controle.  
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Figura 44 - Efeitos da riparina III sobre a quantidade de SOD em córtex pré-frontal de 

animais submetidos (Controle-Nado; RipIII-Nado) ou não (Controle; RipIII-50) ao 

estresse do nado forçado. 
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Os animais que não foram submetidos ao nado forçado, foram tratados com ripIII-50 ou 

veículo (2% Tween80 em água destilada) e depois de 2h foram sacrificados e tiveram seus 

cérebros dissecados para a remoção das áreas. Os animais que foram submetidos ao estresse 

foram tratados com ripIII-50 ou veículo, via oral, e depois de 60 minutos foram submetidos ao 

nado forçado e 60 min depois foram sacrificados e dissecados. Os valores representam a média 

+ EPM, n = 6-7. ANOVA seguido de Student-Neuman-Keuls como teste post hoc.  
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5.2.2.4. Efeitos da ripIII sobre os níveis de MDA (malonildialdeído) em 

homogenatos cerebrais submetidos a estresse oxidativo pelo teste do nado forçado. 

 

A figuras 45, 46 e 47 mostram que o tratamento com a ripIII-50 não altera os níveis de 

MDA quando os animais não são submetidos ao nado forçado (p>0,05). No entanto, quando os 

animais receberam veículo e foram submetidos ao nado, houve um aumento nos níveis de 

MDA em 53% no hipocampo (p<0,05) e 63% no corpo estriado (p<0,05). Não houve alteração 

nos níveis de MDA no grupo controle submetido ao nado no córtex pré-frontal (p>0,05). No 

grupo pré-tratado com ripIII-50 e submetido ao nado houve uma diminuição nos níveis de 

MDA em 72% no hipocampo (p<0,01), 74% no corpo estriado (p<0,01) e 81% no córtex pré-

frontal (p<0,01) comparando com o grupo controle-nado. Além disso, no córtex pré-frontal a 

ripIII-50-nado reduziu significativamente os níveis de MDA em 82% (p<0,01) quando 

comparado ao grupo controle e em 72% quando comparado com ripIII-50 (tabela 14). 
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Tabela 14 - Níveis de MDA (malonildialdeído) em hipocampo, corpo estriado e córtex pré-

frontal de camundongos tratados com riparina III ou veículo, submetidos ou não, ao teste 

do nado forçado. 

 
Grupo 
 

 
Hipocampo 

 
Corpo estriado 

 
Córtex pré-frontal 

 
Controle 
 
RipIII-50 
 
Controle-Nado 
 
RipIII-50-Nado 
 

 
0,45 ± 0,10 (6) 

 
0,30 ± 0,04 (6) 

 
0,69 ± 0,11 (5)# 

 
0,19 ± 0,02 (6)** 

 

 
0,19 ± 0,029 (5) 

 
0,18 ± 0,024 (6) 

 
0,31 ± 0,05 (5)# 

 
0,08 ± 0,02 (5)** 

 
0,28 ± 0,03 (5) 

 
0,18 ± 0,06 (4) 

 
0,27 ± 0,03 (5) 

 
0,05 ± 0,009 (5)**##a 

Médias (mmol de MDA/ mg de proteína) + EPM; (n) número de animais entre parênteses; 

ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls; **p<0,01 vs controle-nado; #p<0,05; ##p<0,01 

vs Controle; ap<0,05 vs ripIII-50 
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Figura 45 - Efeitos da riparina III sobre os níveis de MDA (malonildialdeído) em 

hipocampo de animais submetidos (Controle-Nado; RipIII-Nado) ou não (Controle; 

RipIII-50) ao estresse do nado forçado. 
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Os animais que não foram submetidos ao nado forçado, foram tratados com ripIII-50 ou 

veículo (2% Tween80 em água destilada) e depois de 2h foram sacrificados e tiveram seus 

cérebros dissecados para a remoção das áreas. Os animais que foram submetidos ao estresse 

foram tratados com ripIII-50 ou veículo, via oral, e depois de 60 minutos foram submetidos ao 

nado forçado e 60 min depois foram sacrificados e dissecados. Os valores representam a média 

+ EPM, n = 5-6. #p<0,05 vs controle; **p<0,01 vs Controle-Nado. ANOVA seguido de 

Student-Neuman-Keuls como teste post hoc.  
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Figura 46 - Efeitos da riparina III sobre os níveis de MDA (malonildialdeído) em corpo 

estriado de animais submetidos (Controle-Nado; RipIII-Nado) ou não (Controle; RipIII-

50) ao estresse do nado forçado. 
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Os animais que não foram submetidos ao nado forçado, foram tratados com ripIII-50 ou 

veículo (2% Tween80 em água destilada) e depois de 2h foram sacrificados e tiveram seus 

cérebros dissecados para a remoção das áreas. Os animais que foram submetidos ao estresse 

foram tratados com ripIII-50 ou veículo, via oral, e depois de 60 minutos foram submetidos ao 

nado forçado e 60 min depois foram sacrificados e dissecados. Os valores representam a média 

+ EPM, n = 5-6. #p<0,05 vs controle; **p<0,01 vs Controle-Nado. ANOVA seguido de 

Student-Neuman-Keuls como teste post hoc.  
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Figura 47 - Efeitos da riparina III sobre os níveis de MDA (malonildialdeído) em córtex 

pré-frontal de animais submetidos (Controle-Nado; RipIII-Nado) ou não (Controle; 

RipIII-50) ao estresse do nado forçado. 
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Os animais que não foram submetidos ao nado forçado, foram tratados com ripIII-50 ou 

veículo (2% Tween80 em água destilada) e depois de 2h foram sacrificados e tiveram seus 

cérebros dissecados para a remoção das áreas. Os animais que foram submetidos ao estresse 

foram tratados com ripIII-50 ou veículo, via oral, e depois de 60 minutos foram submetidos ao 

nado forçado e 60 min depois foram sacrificados e dissecados. Os valores representam a média 

+ EPM, n = 5-6. **p<0,01 vs Controle-Nado; ##p<0,01 vs controle; ap<0,05 vs ripIII-50. 

ANOVA seguido de Student-Neuman-Keuls como teste post hoc.  
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5.2.2.5. Efeitos da ripIII sobre a concentração de nitrito/nitrato  em homogenatos 

cerebrais submetidos a estresse oxidativo pelo teste do nado forçado. 

 

A figuras 48, 49 e 50 mostram que o tratamento com a ripIII-50 não altera a produção 

de nitrito/nitrato quando os animais não são submetidos ao nado forçado (p>0,05). No entanto, 

quando os animais receberam veículo e foram submetidos ao nado, houve um aumento na 

produção de nitrito/nitrato em 73% no hipocampo (p<0,05) e 82% no córtex pré-frontal 

(p<0,05). No grupo pré-tratado com ripIII-50 e submetido ao nado houve uma diminuição na 

produção de nitrito/nitrato em 44% no hipocampo (p<0,05), 54% no corpo estriado (p<0,01) e 

50% no córtex pré-frontal (p<0,05) comparando com o grupo controle submetido ao nado 

(Tabela 15). 
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Tabela 15 - Concentração de nitrito/nitrato em hipocampo, corpo estriado e córtex pré-

frontal de camundongos tratados com riparina III ou veículo, submetidos ou não, ao teste 

do nado forçado. 

 
Grupo 
 

 
Hipocampo 

 
Corpo estriado 

 
Córtex pré-frontal 

 
Controle 
 
RipIII-50 
 
Controle-Nado 
 
RipIII-50-Nado 
 

 
1,37 ± 0,16 (6) 

 
0,97 ± 0,15 (6) 

 
2,38 ± 0,48 (6)# 

 
1,33 ± 0,09 (8)* 

 

 
1,54 ± 0,16 (6) 

 
1,46 ± 0,226 (8) 

 
2,24 ± 0,24 (6) 

 
1,013 ± 0,221 (8)** 

 
1,40 ± 0,15 (6) 

 
1,56 ± 0,33 (7) 

 
2,55 ± 0,45 (6)# 

 
1,27 ± 0,06 (7)* 

Médias (µM/min/µg de proteína) + EPM; (n) número de animais entre parênteses; ANOVA 

seguido por Student-Newman-Keuls; *p<0,05; **p<0,01 vs controle-nado; #p<0,05; ##p<0,01 

vs Controle.  
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Figura 48- Efeitos da riparina III sobre a concentração de nitrito/nitrato em hipocampo 

de animais submetidos (Controle-Nado; RipIII-Nado) ou não (Controle; RipIII-50) ao 

estresse do nado forçado. 
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Os animais que não foram submetidos ao nado forçado, foram tratados com ripIII-50 ou 

veículo (2% Tween80 em água destilada) e depois de 2h foram sacrificados e tiveram seus 

cérebros dissecados para a remoção das áreas. Os animais que foram submetidos ao estresse 

foram tratados com ripIII-50 ou veículo, via oral, e depois de 60 minutos foram submetidos ao 

nado forçado e 60 min depois foram sacrificados e dissecados. Os valores representam a média 

+ EPM, n = 6-8. *p<0,05 vs Controle-Nado; #p<0,05 vs controle. ANOVA seguido de Student-

Neuman-Keuls como teste post hoc.  
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Figura 49 - Efeitos da riparina III sobre a concentração de nitrito/nitrato em corpo 

estriado de animais submetidos (Controle-Nado; RipIII-Nado) ou não (Controle; RipIII-

50) ao estresse do nado forçado 
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Os animais que não foram submetidos ao nado forçado, foram tratados com ripIII-50 ou 

veículo (2% Tween80 em água destilada) e depois de 2h foram sacrificados e tiveram seus 

cérebros dissecados para a remoção das áreas. Os animais que foram submetidos ao estresse 

foram tratados com ripIII-50 ou veículo, via oral, e depois de 60 minutos foram submetidos ao 

nado forçado e 60 min depois foram sacrificados e dissecados. Os valores representam a média 

+ EPM, n = 6-8. **p<0,01 vs Controle-Nado. ANOVA seguido de Student-Neuman-Keuls 

como teste post hoc.  
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Figura 50 - Efeitos da riparina III sobre a concentração de nitrito/nitrato em córtex pré-

frontal de animais submetidos (Controle-Nado; RipIII-Nado) ou não (Controle; RipIII-

50) ao estresse do nado forçado. 
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Os animais que não foram submetidos ao nado forçado, foram tratados com ripIII-50 ou 

veículo (2% Tween80 em água destilada) e depois de 2h foram sacrificados e tiveram seus 

cérebros dissecados para a remoção das áreas. Os animais que foram submetidos ao estresse 

foram tratados com ripIII-50 ou veículo, via oral, e depois de 60 minutos foram submetidos ao 

nado forçado e 60 min depois foram sacrificados e dissecados. Os valores representam a média 

+ EPM, n = 6-8. *p<0,05 vs Controle-Nado; #p<0,05 vs controle. ANOVA seguido de Student-

Neuman-Keuls como teste post hoc.  
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6 DISCUSSÃO 

 

 A depressão é uma desordem comum com grandes proporções na vida de um 

indivíduo. É a principal causa de incapacidade e causa morte tanto por suicídio quanto pelo 

aumento do índice de doenças físicas (PAYKEL, 2006). Devido ao seu complexo 

mecanismo, muitos antidepressivos disponíveis atualmente apresentam baixas resposta e 

remissão, até mesmo severos efeitos colaterais (SARKO, 2000). Neste contexto se faz 

necessária a busca de novos agentes com potencial terapêutico na depressão que 

apresentem grande responsividade e menores efeitos colaterais. 

 

A utilização de plantas medicinais tornou-se um recurso terapêutico alternativo de 

grande aceitação pela população e vem crescendo junto à comunidade médica, que preza 

por plantas cujas atividades biológicas tenham sido investigadas cientificamente, 

comprovando sua segurança e eficácia (CECHINEL & YUNES, 1998; KINGORN, 2001). 

Dessa forma, existem diversos trabalhos na literatura mostrando o perfil antidepressivo de 

plantas e seus extratos como a Hypericum perforatum (CACCIA, 2005), Cissampelos 

sympodialis (ALMEIDA et al., 1998), Terminalia bellirica Roxb (DHINGRA & 

VALECHA, 2007), Ginkgo biloba (SAKAKIBARA et al., 2006) além de substâncias 

isoladas de plantas, como o carvacrol (isolado de óleo essencial de diversas plantas) 

(MELO et al., 2011) e as riparinas II e III (isoladas da planta Aniba riparia) (TEIXEIRA et 

al., 2011; MELO et al., 2006, 2011).  

 

Aniba riparia (Nees) Mez, um herbáceo da família Lauraceae, popularmente 

conhecida como “louro”, “louro-faia” ou “pau-rosa”, é encontrada na Amazônia, Brasil 

(MARQUES, 2001). Do fruto verde desta planta foram isoladas diversas alcamidas, sendo 

uma delas a riparina III (BARBOSA-FILHO et al., 1987). Alguns trabalhos mostraram que 

esta substância apresenta efeitos farmacológicos: CASTELO-BRANCO et al., (1991) e 

CASTELO-BRANCO, (1992) mostraram que a ripIII apresenta efeitos espasmolíticos e 

THOMAS et al., (1994) concluiu que esse efeito estava relacionado com o metabolismo do 

Ca2+, devido à inibição de influxo de Ca2+ para o meio intracelular e da inibição da 
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liberação dos estoques intracelulares de Ca2+, não envolvendo a participação da geração de 

AMPc. Além disso, foi verificado, em outros estudos, que a ripIII apresenta atividade 

antimicrobiana contra cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus e Escherichia coli 

(CATÃO et al., 2005).  

 

Estudos prévios em nosso laboratório mostraram que a ripIII apresenta efeitos sobre 

o sistema nervoso central (SNC) como atividade anticonvulsivante em modelos de 

convulsão induzida por pentilenotetrazol, atividade ansiolítica em modelos de labirinto em 

cruz elevado e placa perfurada, que parece estar relacionado com ativação do sistema 

gabaérgico, e atividade antidepressiva em modelo de suspensão da cauda e nado forçado 

quando administrada por via intraperitoneal, sem contudo, apresentar efeito sedativo ou 

psicoestimulante em modelo de campo aberto, o que mostra que o efeito antidepressivo é 

específico (SOUSA et al., 2004).  

 

Considerando que a depressão está entre as mais prevalentes formas de doença 

mental, que afeta cerca de 20% da população mundial, que é uma condição séria, recorrente 

e incapacitante com um pesado impacto social (BERNET, 2004) e que o tratamento com os 

antidepressivos atuais apresenta uma longa latência para início dos efeitos terapêuticos, 

além de apresentarem inúmeros efeitos colaterais, o presente trabalho teve como objetivo 

avaliar o efeito antidepressivo da ripIII, procurando identificar seus possíveis mecanismos 

de ação em comparação com alguns antidepressivos utilizados atualmente, como a 

imipramina (tricíclico), fluoxetina (inibidor seletivo da receptação de serotonina) e 

bupropiona (atípico – inibidor da receptação de dopamina) no teste do nado forçado. 

 

Dessa forma, o presente estudo foi realizado através de análises das alterações 

comportamentais e neuroquímicas em camundongos. As alterações comportamentais foram 

investigadas através da elaboração de curva dose-resposta, confirmação do efeito 

antidepressivo da ripIII em modelos preditivos como o teste da suspensão da cauda e nado 

forçado, hipotermia induzida por apomorfina e campo aberto. Além disso, no teste do nado 

forçado foram investigados os possíveis mecanismos de ação sobre o sistema de 
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monoaminas, com a utilização de antagonistas específicos para cada subtipo de receptor da 

noradrenalina, serotonina e dopamina. Para os estudos neuroquímicos, foram realizadas 

análises dos níveis de monoaminas e seus metabólitos em HPLC eletroquímico em córtex 

pré-frontal, hipocampo e corpo estriado. Realizou-se, ainda, avaliação da atividade de 

sistemas enzimáticos e produção de substâncias derivadas do estresse oxidativo com 

dosagem da atividade da enzima catalase e quantificação da concentração de superóxido 

dismutase, dos níveis da glutationa reduzida (GSH), do conteúdo de nitrito e do índice de 

lipídio peroxidação em córtex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de animais 

previamente tratados.  

 

Modelos animais pré-clínicos são utilizados como uma maneira eficiente de estudar 

a etiologia de desordens humanas, como a depressão, por permitir o controle sobre a 

manipulação dos fatores estressantes sujeitos a homogeneidade. No entanto, pode ser difícil 

estudar “depressão” em roedores. Um desafio é selecionar as medidas qualitativas em ratos 

ou camundongos que são indicativos de depressão em humanos. De fato, os sintomas da 

depressão humana são frequentemente subjetivos e variáveis e às vezes, contraditórios (ex.: 

um paciente pode apresentar agitação psicomotora e outro pode apresentar retardo 

psicomotor). Além disso, alguns sintomas não podem ser medidos em animais de 

laboratório (ex.: ideias suicidas). Portanto, para que um modelo animal de depressão seja 

útil, ele deve apresentar maneiras de avaliar o grau de semelhança com este distúrbio 

clínico. Sendo assim, o modelo deverá apresentar respostas a intervenções terapêuticas 

semelhantes aquelas vistas nos pacientes deprimidos (validade preditiva), além de 

apresentar fatores precipitantes para o desenvolvimento da doença, similaridades 

comportamentais e motivacionais com o distúrbio clínico e mudanças neurobiológicas 

comuns (validade analógica) (WILLNER, 2005). 

 

Dois modelos animais preditivos de ação antidepressiva, o teste do nado forçado e 

da suspensão da cauda, têm sido extensivamente utilizados para o desenvolvimento de 

novos compostos terapêuticos e para o entendimento dos mecanismos neuronais 

responsáveis pelo comportamento depressivo (WILLNER & MITCHELL, 2002; GEYER 

& MARKOU, 2002; CRYAN et al., 2002a; HOLMES, 2003). O teste do nado forçado, 
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modelo de desespero comportamental descrito originalmente por PORSOLT et al., (1977; 

1978), é o modelo mais largamente utilizado para investigar a atividade farmacológica de 

antidepressivos. Neste teste, os animais são forçados a nadar em um recipiente com água de 

onde é impossível escapar. Inicialmente, há uma tentativa desesperada de sair dessa 

situação, quando os animais apresentam um período de vigorosa atividade seguida por 

momentos que permanecem imóveis, limitando-se aos movimentos necessários para manter 

suas cabeças fora d’água (PORSOLT et al., 1977).  

 

A sensibilidade do nado forçado a uma ampla gama de antidepressivos é uma das 

mais importantes características que dão suporte ao seu uso como screening de drogas 

capazes de ser utilizadas na depressão, dando ao modelo uma validade preditiva. As classes 

de fármacos utilizadas clinicamente na depressão que são detectadas pelo nado forçado 

incluem os tricíclicos, inibidores da monominooxidase (MAO), atípicos, em menor grau, os 

inibidores seletivos da recaptação de serotonina (ISRS), além de alguns tratamentos 

somáticos, como a eletroconvulsoterapia e a privação de sono REM (BORSINI & MELI, 

1988). 

 

No entanto, alguns autores acreditam que o nado forçado é um modelo que não 

apresenta boa validade analógica, uma vez que os animais expostos ao nado precisariam 

apresentar mudanças na expressão gênica ou efeitos biológicos semelhantes àqueles 

observados na depressão humana, o que é bastante improvável após uma única sessão de 5 

minutos (CRYAN ET al., 2005). Contudo, esta é uma questão controversa, pois outros 

autores acham que o comportamento de imobilidade provocado pela exposição a condições 

inescapáveis, que não podem ser modificadas pelo comportamento do animal, permite a 

melhor condição para medir os efeitos de drogas antidepressivas. Esta afirmativa pôde ser 

mostrada através de um estudo em que ratos foram submetidos ao nado, em uma situação 

escapável ou inescapável, e, somente na segunda situação os animais apresentaram um 

déficit de comportamento na tarefa de esquiva do choque (BROWN et al., 2001).  Portanto, 

a identificação do papel do desespero comportamental na performance do nado forçado é 

uma importante maneira para estabelecer a sua validade analógica. 
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Portanto, levando em consideração a grande aceitação deste modelo como forma de 

investigação de drogas antidepressivas, foi escolhido o teste do nado forçado para avaliar o 

efeito da ripIII e investigar os seus possíveis mecanismos de ação. Inicialmente, foram 

utilizadas doses crescentes de ripIII, para selecionar a melhor dose com efeito 

antidepressivo e assim dar prosseguimento aos demais testes. Nas doses de 5 e 10 mg/kg, 

ripIII não apresentou alterações com relação ao controle, mas nas doses de 12,5, 25, 50 e 

100 mg/kg, ripIII apresentou diminuição do tempo de imobilidade, sendo que as doses de 

50 e 100 mg/kg apresentaram redução do tipo dose-dependente com relação a dose de 12,5 

mg/kg. Então, para os testes, a dose utilizada foi de 50 mg/kg por ser uma dose 

intermediária, por ter efeito dose-dependente com relação a de 12,5 mg/kg e ainda por ter 

efeito semelhante a uma dose que é duas vezes mais elevada (100 mg/kg), o que pode 

diminuir o risco de toxicidade. Neste modelo, o efeito da ripIII-50 foi semelhante ao de 

antidepressivos utilizados normalmente na clínica contra a depressão, como a imipramina 

(tricíclico), a fluoxetina (ISRS) e a bupropiona (atípico). 

  

Para corroborar com os efeitos antidepressivos da ripIII verificados no modelo do 

nado forçado foi realizado o teste da suspensão da cauda. Este teste baseia-se no fato de que 

camundongos, quando suspensos pela cauda demonstram um padrão temporal, alternando 

entre períodos de atividade (“comportamento de fuga”) e imobilidade (“comportamento de 

espera”), refletindo um “desespero comportamental” (PORSOLT et al., 1978) semelhante 

ao teste do nado forçado (STERU et al., 1985; WILLNER, 1984). Portanto, uma 

diminuição no tempo de imobilidade de um grupo submetido à administração de uma droga 

padrão ou teste, em relação ao grupo controle, sugere uma ação antidepressiva (STERU et 

al. 1985). Apesar de ambos os testes, nado forçado e suspensão da cauda, serem 

semelhantes em seus objetivos, o teste da suspensão da cauda apresenta uma maior 

sensibilidade em detectar atividade de antidepressivos inibidores seletivos da recaptação de 

serotonina (ISRS) (CRYAN et al., 2005). Dessa forma, ao analisar os resultados obtidos 

neste trabalho, verificamos que a ripIII na dose de 50 mg/kg diminuiu o tempo de 

imobilidade de modo semelhante aos fármacos de referência como a fluoxetina (ISRS), 

imipramina (tricíclico) e bupropiona (atípico) e, de modo semelhante ao resultado obtido no 

teste do nado forçado com a mesma dose. 
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Dessa forma, apesar de alguns autores afirmarem que o teste do nado forçado 

apresenta menor sensibilidade em detectar antidepressivos ISRS, os resultados deste 

trabalho mostraram que na mesma dose de fluoxetina utilizada no nado forçado e na 

suspensão da cauda, houve uma diminuição do tempo de imobilidade, o mesmo ocorrendo 

com a ripIII na dose escolhida para investigação dos possíveis mecanismos de ação. Além 

disso, em nosso estudo, os dois modelos foram sensíveis em detectar as ações da 

imipramina e bupropiona tornando possível a investigação do envolvimento do sistema 

dopaminérgico, noradrenérgico e serotonérgico no teste do nado forçado. 

  

A disfunção da via dopaminérgica mesolímbica e mesocortical está primariamente 

implicada nas características de melancolia e cognição da depressão, respectivamente 

(MILLAN et al., 2000a, b; NARANJO et al., 2001; LEHR, 2002). Apesar de os 

antidepressivos, em geral, não aumentarem a liberação de dopamina no nucleus accumbens, 

eles fortalecem a sinalização dopaminérgica e propiciam mudanças adaptativas nos 

receptores D2/D3 mesolímbicos, o que pode ser responsável pela melhora dos sintomas de 

anedonia (VETULANI & NALEPA, 2000), enquanto o aumento dos níveis de dopamina 

no córtex pré-frontal está relacionado com a melhora da depressão (ESPEJO & MINANO, 

1999; MILLAN, 2004). Ainda evidenciando a participação da dopamina na depressão, 

estudos de neuroimagem demonstraram que a depressão maior está associada com um 

estado de redução na transmissão dopaminérgica que é compensada pela up-regulation dos 

receptores D2 pós-sinápticos (DUNLOP & NEMEROFF, 2007). Além disso, a 

eletroconvulsoterapia (ECT), usada no tratamento da depressão quando resistente aos 

antidepressivos usuais causa uma redução no tempo de imobilidade no teste da suspensão 

da cauda, que é revertida pela sulpirida, implicando a ação do receptor D2 no efeito 

antidepressivo deste tipo de tratamento (TESTE et al., 1990; YAMADA et al., 2004).  

 

No presente trabalho, a investigação da participação do sistema dopaminérgico foi 

realizada através do pré-tratamento dos animais com antagonista D1, SCH23390, ou D2, 

sulpirida, antes da administração de ripIII no nado forçado, revelando que o efeito 

antidepressivo da ripIII foi impedido somente pela sulpirida, sugerindo um envolvimento 
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da ripIII com o receptor D2, mas não D1 para exercer seu efeito antidepressivo. Uma vez 

que o receptor D2 pode estar localizado tanto pré- quanto pós-sinapticamente, acredita-se 

que o efeito observado possa estar relacionado com a interação de ripIII com o receptor D2 

pós-sináptico, pois se houvesse estimulação dos receptores pré-sinápticos haveria uma 

diminuição dos níveis de dopamina e consequente diminuição do efeito antidepressivo, o 

que não foi observado no grupo tratado com ripIII sozinha. Por outro lado, se se tratasse de 

um bloqueador do receptor pré-sináptico, a associação de ripIII com sulpirida ocasionaria 

uma potenciação de efeitos, o que também não foi verificado. No entanto, a associação de 

ripIII com sulpirida ocasionou uma reversão do efeito antidepressivo o que sugere que a 

ripIII provavelmente necessite do receptor D2 pós-sináptico livre para, em parte, exercer 

seu efeito antidepressivo.  

 

 Estudos experimentais e clínicos indicam que o sistema noradrenérgico está 

fortemente implicado na fisiopatologia da depressão (FRASER, 2000; NUTT, 2006), 

provavelmente associado com uma hipofunção desse sistema e, alguns antidepressivos, 

como a reboxetina e a mirtazapina, agem aumentando a disponibilidade sináptica de 

noradrenalina (BRUNELLO et al., 2003). Além disso, DZIEDZICKA-WASYLEWSKA e 

colaboradores (2006) mostraram que camundongos nocautes para o transportador de 

noradrenalina obtiveram comportamento semelhante aos do tipo selvagem quando tratados 

agudamente com reboxetina, desipramina e imipramina no nado forçado e na suspensão da 

cauda. 

 

  A maioria dos antidepressivos que promove um aumento da disponibilidade de 

noradrenalina na fenda atua através de três mecanismos principais: inibição da recaptação 

neuronal, inibição do metabolismo intraneuronal ou por liberação do conteúdo neuronal 

através do bloqueio do receptor autoinibitório α2-adrenérgico (ELHWUEGI, 2004). No 

entanto, pré-clinicamente, não só os receptores α2-adrenérgico, mas também os receptores 

α1-adrenérgico constituem a base para as respostas antidepressivas de drogas em modelos 

comportamentais de depressão (MASUDA  et al., 2001). 
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Alguns autores descrevem que o tratamento crônico com antidepressivos 

gradualmente promove uma downregulation nos autoreceptores inibitórios α2-adrenérgicos 

que está aumentado em pacientes deprimidos ou em condições de estresse crônico 

(FLUGGE et al., 2003; ORDWAY et al., 2003).  Como o receptor α2-adrenérgico modula a 

liberação de noradrenalina e outros neurotransmissores, a diminuição na densidade desses 

receptores permite uma maior liberação de noradrenalina, resultando em melhora do humor 

e da motivação nas desordens depressivas (SCHRAMM et al., 2001). Além disso, 

O´NEILL & CONWAY (2001) mostraram que o efeito antidepressivo da clonidida (um 

agonista α2-adrenérgico) foi impedido pela ioimbina (antagonista α2-adrenérgico) no teste 

do nado forçado, reforçando a participação desse receptor no processo depressivo.  

 

Também existem evidências para o envolvimento do receptor α1-adrenérgico nas 

ações de fármacos antidepressivos, pois estudos prévios mostraram que a ação 

antidepressiva da desipramina foi impedida pela prazosina (antagonista α1-adrenérgico) 

(DANYSZ et al., 1986). Complementando esses achados, estudos mais recentes mostraram 

que o bloqueio desses receptores imita o estado depressivo e que as condições de estresse 

crônico dessensibilizam esse receptor induzindo a depressão (STONE et al., 2003). Por 

outro lado, o tratamento crônico com antidepressivos tricíclicos e a ECT aumentam a 

densidade e a atividade funcional dos receptores α1-adrenérgico em áreas cerebrais como o 

hipocampo e córtex pré-frontal (STONE et al., 2003). 

 

   Em nossos achados, a ripIII teve seu efeito antidepressivo impedido pelo pré-

tratamento com prazosina (antagonista α1-adrenérgico) e também pela ioimbina 

(antagonista α2-adrenérgico) sugerindo que a ripIII também interage com os receptores do 

sistema noradrenérgico, α1 e α2, para exercer seus efeitos, além do receptor D2 da 

dopamina. O efeito antidepressivo da ripIII parece estar envolvido com a modulação desses 

receptores ao mesmo tempo, uma vez que ao bloquear cada um separadamente, em 

situações diferentes, o efeito foi completamente revertido aos níveis dos animais controle, 

sugerindo uma interação entre os sistemas de monoaminas para restabelecer as funções 

normais e eliminar os sintomas da depressão. 
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 O sistema serotoninérgico tem sido implicado fortemente na etiologia da depressão 

e no mecanismo de ação de drogas antidepressivas. As principais evidências relacionadas 

com o alívio da depressão envolvem os fármacos inibidores da recaptação de serotonina 

(ISRS). Corroborando com essas evidências, estudos mostram que a depleção de triptofano, 

aminoácido precursor da serotonina, confirma a relação entre a diminuição da monoamina e 

os distúrbios depressivos (TAYLOR et al., 2005). Além disso, os principais fármacos 

antidepressivos prescritos atualmente afetam a renovação de serotonina, inibem a sua 

recaptação e também interagem com os receptores 5-HT1A, 5-HT2 e possivelmente com os 

receptores 5-HT3 (CRYAN et al., 2005). 

  

REDROBE et al., (1998a, b) mostrou que o inibidor da enzima triptofano 

hidroxilase, PCPA, administrado em camundongos por quatro dias consecutivos era capaz 

de depletar os estoques endógenos de 5-HT em cerca de 60% sem, contudo, afetar os níveis 

de noradrenalina e dopamina. Estudos mais recentes mostram que o PCPA foi capaz de 

impedir os efeitos antidepressivos da fluoxetina, um ISRS, quando usada como padrão 

positivo (RODRIGUES et al., 2002; MACHADO et al., 2007). No presente estudo, o pré-

tratamento com PCPA, por quatro dias foi efetivo em causar o bloqueio do efeito anti-

imobilidade da ripIII no nado forçado. A reversão do efeito antidepressivo da ripIII pelo 

pré-tratamento com PCPA sugere que o seu efeito no nado forçado pode ser dependente da 

disponibilidade de 5-HT na fenda sináptica. Semelhante a outros achados, o PCPA sozinho 

não alterou a imobilidade dos animais controle, mas significativamente bloqueou o efeito 

da fluoxetina (KASTER  et al., 2005). Dessa forma, considerando que o PCPA, agindo pré-

sinapticamente (LUSCOMBE et al., 1993), foi capaz de prevenir o efeito antidepressivo da 

ripIII no nado forçado, é provável que a expressão do efeito antidepressivo da ripIII 

requeira o sistema serotonérgico pré-sináptico intacto.  

 

 Vários estudos tem demonstrado o envolvimento dos receptores 5-HT1A no 

mecanismo de ação de drogas antidepressivas (BLIER & WARD, 2003), incluindo 

tricíclicos, ISRS e iMAO (HENSLER, 2002; HIRVONEN et al., 2008). O receptor 5-HT1A 

está localizado mais densamente pré-sinapticamente no núcleo da rafe dorsal e medial onde 

exerce função de autoreceptor, porque a sua estimulação diminui a frequência de descarga 
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dos neurônios serotonérgicos, síntese e liberação de serotonina  e pós-sinapticamente está 

amplamente distribuído no hipocampo, amígdala e córtex pré-frontal onde exerce seu efeito 

de melhora dos sintomas depressivos (KREISS & LUCKI, 1994).  

 

Foi previamente mostrado que o bloqueio dos receptores 5-HT1A, pelo antagonista 

NAN-190, preveniu as respostas antidepressivas de agonistas serotonérgicos (8-OH-DPAT 

e buspirona) e de antidepressivos tricíclicos (desipramina) no nado forçado em ratos 

(DETKE et al., 1995). Além disso, esses receptores parecem ser necessários para os efeitos 

de ISRS em modelos comportamentais agudos e crônicos (MAYORGA et al., 2001), pois 

os ISRS, fluoxetina e paroxetina, falharam em diminuir a imobilidade no teste da suspensão 

da cauda em camundongos mutantes para o receptor 5-HT1A, mas não em camundongos 

selvagens e em camundongos mutantes do receptor 5-HT1B (MAYORGA et al., 2001). 

Ainda contribuindo para a importância desse receptor na etiologia da depressão, foi 

observada uma diminuição potencial nas ligações ao receptor 5-HT1A, determinadas por 

tomografia de emissão de pósitrons, em diversas áreas cerebrais de pacientes deprimidos, 

incluindo o córtex pré-frontal e o hipocampo (DREVETS et al., 1999; SARGENT et al., 

2000). Portanto, uma deficiência na expressão e função desses receptores é um importante 

fator no desenvolvimento da depressão (LEITCH  et al., 2003).   

 

Uma vez que os agonistas do receptor 5-HT1A testados clinicamente até o momento 

são agonistas parciais fracos, o desenvolvimento de agonistas com maior afinidade aos 

receptores pós-sinápticos pode levar a produção de medicamentos mais eficazes (BLIER & 

WARD, 2003). Nossos achados mostraram que o efeito anti-imobilidade da ripIII, assim 

também como da fluoxetina, foi impedido pelo pré-tratamento com NAN-190 (antagonista 

5-HT1A) o que sugere a necessidade de participação do receptor 5-HT1A no efeito 

antidepressivo da ripIII. 

 

Estudos pré-clínicos e clínicos têm relatado a importância dos receptores 5-HT2, 

especialmente os subtipos 5-HT2A e 5-HT2C, na fisiopatologia da depressão assim também 

como na ação de vários antidepressivos (CRYAN & LUCKI, 2000; ELHWUEGI, 2004; 

BOOTHMAN et al., 2006; WANG et al., 2008). Alguns trabalhos mostraram que a 
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administração de antidepressivos causava uma downregulation nesses subtipos de 

receptores (DEAKIN, 1988). Outras evidências mostraram que a mianserina, antidepressivo 

atípico, apresenta alta afinidade por estes subtipos de receptor (PAZOS et al., 1984), assim 

como os tricíclicos apresentam moderada afinidade (JENCK et al., 1994) e outros estudos 

mostram ainda que os ISRS podem exercer seus efeitos, em parte, ao ativar o receptor 5-

HT2C (LUCKI et al., 1989). Corroborando com esses achados, um estudo mostra que o 

efeito de redução da imobilidade de um agonista do receptor 5-HT2C, WAY161503, foi 

completamente bloqueado pelo antagonista seletivo SB206533 e pela mianserina (CRYAN 

& LUCKI, 2000) e ainda que, o agonista seletivo do receptor 5-HT2A, DOI, aumenta o 

efeito antidepressivo de alguns compostos (KHISTI & CHOPDE, 2000; ZOMKOWSKI et  

al., 2004). 

 

 Neste trabalho, revelamos que apesar de alguns autores relatarem a importância do 

receptor 5-HT2A/2C no processo depressivo e no efeito de diversos fármacos utilizados na 

clínica, o efeito antidepressivo da ripIII não é dependente desses subtipos, uma vez que o 

bloqueio desses receptores com a ritanserina não impediu que a ripIII exercesse seu efeito 

anti-imobilidade, corroborando com achados de outros autores que obtiveram  resultados 

semelhantes  (SUGIMOTO et al., 2010), sugerindo a participação principalmente do 

receptor 5-HT1A no tratamento da depressão. 

 

 Apesar do bom conhecimento da participação da neurotransmissão serotonérgica na 

depressão, existem apenas alguns relatos de evidências relacionando a participação dos 

receptores 5-HT3 na fisiopatologia desta doença. Diferentemente dos outros receptores de 

serotonina, o receptor 5-HT3 é um receptor da superfamília de canais iônicos permeáveis 

aos íons Na+, Ca2+ e K+ (BOESS et al., 1995; GREEN et al., 1995; BARRERA et al., 

2005). Dos estudos com animais, é conhecido que 70-80% dos receptores 5-HT3 no cérebro 

estão localizados pré-sinapticamente associados com axônios e nervos terminais, exceto no 

hipocampo onde eles estão localizados principalmente pós-sinapticamente em regiões 

somatodendríticas (MIQUEL et al., 2002). A expressão prevalente desse receptor nos 

nervos terminais é consistente com seu papel fisiológico na liberação de neurotransmissores 
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como a dopamina, colecistocinina, glutamato, acetilcolina e GABA (HANNON & 

HOYER, 2008). 

 

Alguns relatos têm indicado que diferentes classes de antidepressivos agem como 

antagonistas funcionais dos receptores 5-HT3, indicando que a supressão da atividade do 

receptor pode contribuir para a ação de antidepressivos (EISENSAMER et al., 2003). 

Outros relatos mostram que a administração aguda de antagonistas deste receptor diminui a 

duração da imobilidade no teste do nado forçado (BRAVO & MASWOOD, 2006) e que, 

enquanto agonistas do receptor 5-HT3 atenuam a diminuição da imobilidade produzida pela 

imipramina, desipramina e minserina, antagonistas potencializam o efeito de vários ISRS 

(NAKAGAWA et al., 1998). Corroborando com esses achados, existem evidências para a 

relevância de antagonistas 5-HT3 no tratamento da depressão em estudos clínicos nos quais 

pacientes que sofrem de distúrbios complexos como a fibromialgia e bulimia mostraram 

melhora na comorbidade depressão (HAUS et al., 2000; FARIS et al., 2006).  

 

No entanto, existem evidências consistentes de que a eletroconvulsoterapia, 

tratamento clínico utilizado em casos refratários ao tratamento com antidepressivos, é capaz 

de potencializar a função dos receptores 5-HT3 no hipocampo, uma região extremamente 

relacionada com a etiologia da depressão (KRISHNAN et al., 1991; ISHIHARA & SASA, 

2001). Os resultados deste trabalho estão de acordo com os autores que afirmam que a 

estimulação do receptor melhora os sintomas da depressão, uma vez que a ripIII teve seu 

efeito antidepressivo prevenido pela administração de ondansentron, um antagonista do 

receptor 5-HT3. Sendo assim, o efeito de agonistas ou antagonistas em melhorar o quadro 

depressivo é dependente da região cerebral e da localização do receptor. Como os 

receptores 5-HT3 no hipocampo são pós-sinápticos e a estimulação desses receptores 

apresentou melhora da depressão, podemos sugerir que agonistas do receptor 5-HT3 pós-

sináptico, assim também como antagonistas 5-HT3 pré-sináptico, exercem efeito de 

melhora nos quadros depressivos e que provavelmente, a ripIII necessite da atividade dos 

receptores 5-HT3 pós-sinápticos no hipocampo. 
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Os resultados obtidos no teste do nado forçado sobre a investigação da participação 

dos sistemas de monoaminas no efeito antidepressivo da ripIII sugeriu que esta droga 

necessita da participação do sistema dopaminérgico com o envolvimento do receptor D2, da 

participação do sistema noradrenérgico, com o envolvimento dos receptores α1 e α2, além 

da participação do sistema serotoninérgico, uma vez que a depleção de serotonina impediu 

o efeito antidepressivo, tanto quanto o bloqueio dos receptores 5-HT1A e 5-HT3. Sabemos 

que a maioria dos antidepressivos utilizados atualmente apresentam seus efeitos 

bioquímicos primários ao regular as concentrações sinápticas de noradrenalina, serotonina 

e/ou dopamina, mas não as três ao mesmo tempo. No entanto, drogas que inibem a 

recaptação de serotonina, noradrenalina e dopamina (inibição de recaptação tripla) têm sido 

recentemente desenvolvidas por produzir um início de ação mais rápido e por possuir 

melhor eficácia que os antidepressivos clássicos (CHEN & SKOLNICK, 2007; ALUSIO et 

al., 2008; LIANG et al., 2008; MICHELI et al., 2010; POPIK et al., 2006), o que torna a 

ripIII uma possível droga promissora para o tratamento da depressão. 

 

O teste do nado forçado é um ótimo modelo em detectar agentes antidepressivos, 

pois cerca de 94% dos antidepressivos diminuem o tempo de imobilidade (BORSINI & 

MELI, 1988). Além disso, este teste é capaz de discriminar antidepressivos de 

neurolépticos e ansiolíticos (BORSINI & MELI, 1988). No entanto, o principal consistente 

falso positivo no nado forçado, trata-se da diminuição do tempo de imobilidade por parte 

dos fármacos psicoestimulantes sem que, contudo, apresentem efeito antidepressivo. 

Portanto, a maioria dos estudos realizam testes de atividade locomotora, uma vez que 

antidepressivos não alteram ou diminuem o padrão de locomoção enquanto os 

psicoestimulantes aumentam (CRYAN et al., 2005). Para descartar o efeito 

psicoestimulante da ripIII foi então investigado a atividade locomotora dos animais no 

modelo do campo aberto. 

 

O teste do campo aberto é empregado para avaliar a atividade exploratória dos 

animais. A tendência natural do animal em um ambiente novo é a de explorá-lo, apesar do 

estresse e do conflito provocado por este ambiente (MONTGOMERY, 1958). Desta forma, 

a atividade locomotora em roedores, observados no campo aberto, é o parâmetro 
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comportamental mais usado para descrever influências dos eventos da vida ou da 

administração de drogas (MONTGOMERY, 1958; ARAKAWA & IKEDA, 1991; REX et 

al., 1996). Neste teste, os animais tratados com ripIII não tiveram a atividade locomotora 

alterada quando comparado aos animais controle, do mesmo modo que a fluoxetina e a 

bupropiona, enquanto a imipramina teve a atividade diminuída. Esse resultado sugere que o 

efeito antidepressivo da ripIII, neste modelo preditivo, é específico, e não relativo a um 

aumento na atividade motora dos animais. 

  

O modelo da hipotermia induzida por alta dose de apomorfina foi utilizado para 

comparar o efeito de um antidepressivo tricíclico, imipramina, com o da ripIII. A 

apomorfina é conhecidamente um agonista dos receptores de dopamina e que, quando 

administrada em baixas doses induz hipotermia que pode ser revertida por neurolépticos, 

como a pimozida e a sulpirida, mas quando administrada em altas doses também induz 

hipotermia que pode ser revertida por antidepressivos tricíclicos, mas não pela pimozida ou 

sulpirida, sugerindo um não-envolvimento dos receptores dopaminérgicos mas, 

possivelmente, o envolvimento com os receptores β-adrenérgicos (PUECH et al., 1978; 

MENON et al., 1984).  

 

No presente estudo, a hipotermia foi induzida por alta dose de apomorfina e foi 

diminuída pela imipramina, que permite a ativação de receptores β-adrenérgicos ao inibir a 

recaptação de noradrenalina levando a diminuição da hipotermia. No entanto, a ripIII não 

foi capaz de reverter nem diminuir a hipotermia induzida por alta dose de apomorfina, 

mostrando que seu efeito antidepressivo não deve estar relacionado com a participação do 

receptor β-adrenérgico. Esse resultado sugere que o efeito da ripIII não é semelhante ao dos 

tricíclicos, uma vez que inibindo a recaptação permitiria a interação de noradrenalina em 

qualquer dos seus subtipos de receptor. Contudo, ripIII parece não inibir a recaptação de 

noradrenalina, uma vez que não há interação com o receptor β-adrenérgico, e ainda sugere 

que a interação com os receptores α-adrenérgicos, vista anteriormente parece ser direta. 

Ainda assim, a ripIII sozinha não foi capaz de induzir hipotermia, sugerindo que esta droga 

não interage com receptores dopaminérgicos no hipotálamo, mas sim em regiões 

específicas envolvidas com a depressão, como visto anteriormente.  
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Existem muitos relatos indicando que antidepressivos usados na clínica poderiam 

melhorar o estado depressivo pela regulação dos neurotransmissores monoaminérgicos, 

DA, 5-HT e NA, em diversas áreas cerebrais (IMPERATO et al., 1994; KIRBY et al., 

1995; SAVEGNAGO et al., 2007). Tem sido sugerido que o aumento dos níveis de 

monoaminas na sinapse é o primeiro passo para a atividade de antidepressivos (PIÑEYRO 

& BLIER, 1999). Estudos mais recentes têm demonstrado que o córtex pré-frontal, o 

hipocampo, corpo estriado e amígdala são regiões relacionadas com a depressão 

(DREVETS, 2000; 2001; JARACZ, 2008). 

 

Além disso, a diminuição nas concentrações cerebrais de 5-HT e seu principal 

metabólito 5-HIAA foi comumente encontrada em pacientes e em animais que passaram 

por situações de estresse e depressão, sugerindo uma disfunção no sistema serotonérgico 

(SPREUX-VAROQUAUX et al., 2001; SOUTHWICK et al., 2005; MITANI et al., 2006). 

Achados clínicos mostraram que a maioria dos agentes antidepressivos utilizados 

atualmente induziram um aumento na disponibilidade de 5-HT, e que este aumento estava 

relacionado com seu efeito terapêutico (WILNER, 1985; BOURIN et al., 2002; BLIER & 

WARD, 2003;  TRIVEDI et al., 2004; DASZUDA et al., 2005). Outros estudos mostram 

que níveis de DOPAC (ácido 3,4-diidroxifenilacético) em córtex pré-frontal (CLAUSTRE 

et al., 1986) e no núcleo caudado acompanhado de um aumento do 5-HIAA (ácido 5-

hidroxindolacético) (IKEDA; NAGATSU, 1985) é decorrente do estresse induzido pelo 

nado forçado. 

 

 

Levando em consideração as alterações nos níveis das monoaminas e o estado 

depressivo (ANISMAN & ZACHARKO, 1990), foi decidido investigar como o tratamento 

com a ripIII poderia interferir com os níveis de serotonina, dopamina e noradrenalina e seus 

metabólitos em áreas extremamente relacionadas com a depressão como o corpo estriado, 

hipocampo e córtex pré-frontal. Além disso, foram calculadas as taxas de metabolização 

para compreensão da renovação das monoaminas e assim, compreender melhor o seu 

mecanismo de ação.  
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Os resultados deste trabalho mostram que os animais tratados com ripIII e 

submetidos ao nado forçado aumentaram os níveis de DA, na dose de 50mg/kg, 5-HT, nas 

doses de 25 e 50 mg/kg e NA na dose de 25 mg/kg no corpo estriado, enquanto diminuíram 

os metabólitos de DA, HVA e DOPAC em ambas doses, e de 5-HT, 5-HIAA sugerindo um 

aumento e permanência dessas monoaminas livres. Além disso, houve diminuição das taxas 

de metabolização DOPAC/DA, HVA/DA e 5-HIAA/5-HT indicando aumento do fluxo 

destas monoaminas nesta região. De modo semelhante, no córtex pré-frontal houve um 

aumento da DA, nas doses de 25 e 50 mg/kg, 5-HT na dose de 50 mg/kg e de NA na dose 

de 25 mg/kg, além de ter diminuído os metabólitos DOPAC e 5-HIAA e as taxas de 

metabolização DOPAC/DA e 5-HIAA/5-HT mostrando um aumento na permanência das 

monoaminas na fenda e um aumento no fluxo dessas aminas biogênicas. No hipocampo, a 

ripIII aumentou apenas os níveis de 5-HT e NA em ambas doses estudadas, além de ter 

aumentado o metabólito 5-HIAA. As taxas de metabolização não foram alteradas. Estas 

observações sugerem que a ripIII possa atuar por mecanismos dopaminérgicos, 

serotonérgicos e noradrenérgicos em corpo estriado, córtex pré-frontal e hipocampo, uma 

vez que aumenta o nível das monoaminas, diminui seus metabólitos e reduz a taxa de 

metabolização aumentando o fluxo ou renovação destas, em áreas envolvidas com a 

depressão, além de interagir com receptores dessas monoaminas, como observado nos 

testes comportamentais,  e de acordo com outros estudos que mostram que a diminuição de 

dopamina no corpo estriado é um indicativo de depressão (IMPERATO et al., 1994) e que, 

as concentrações de 5-HT e DA estão diminuídas nessas áreas após a exposição ao teste do 

nado forçado e que pode ser revertida por antidepressivos (XIA et al., 2007) e de estudos  

que indicam que a taxa de metabolização de 5-HT e DA está aumentada após o nado 

forçado nas áreas estudadas (CONNOR et al., 1999; NODA et al., 2000) que pode ser 

reduzida por antidepressivos, assim como fez a ripIII em nosso estudo. 

 

Apesar de o mecanismo de indução da depressão não estar totalmente esclarecido, já 

foi observado que a exposição crônica ao estresse pode induzir severas desordens 

psiquiátricas pela geração de radicais livres, incluindo esta patologia (DE KLOET et al., 

2005). Radicais livres são produzidos constitutivamente sob condições fisiologicamente 
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normais e incluem as espécies reativas de oxigênio (EROs), como o ânion superóxido (O2
-), 

o radical hidroxila (OH.), o radical peróxido (ROO.), o peróxido de hidrogênio (H2O2), bem 

como as espécies reativas de nitrogênio (ERNs), como o óxido nítrico (NO) e o 

peroxinitrito (ONOO-) e as espécies reativas do cloro, como o ácido hipocloroso (HOCl) 

(MOSLEY et al., 2006). Os organismos produzem vários mecanismos de defesa para 

proteger a si próprios contra a injúria provocada por esses radicais livres, como por 

exemplo, enzimas antioxidantes (catalase, glutationa peroxidase e superóxido dismutase), 

varredores de radicais livres e agentes quelantes metálicos (REITER, 1995). Geralmente 

existe um balanço entre a produção de radicais livres e a atividade do sistema de defesa 

antioxidante. Quando este balanço está alterado em favor da produção de radicais livres 

devido a depleção dos componentes do sistema de defesa antioxidante ou devido ao 

aumento da geração de radicais livres, o estresse oxidativo ocorre (HALLIWELL, 1992). O 

estresse oxidativo gera reações em cadeia causando danos em lipídios polinsaturados de 

membrana, proteínas e DNA, e, os neurônios sofrem injúria ou até morte (NIKKI et al., 

1993; ZHAO et al., 2008). 

 

Dessa forma, tem sido relatado que o estresse oxidativo, via produção de radicais 

livres, pode apresentar um importante papel na fisiopatologia da depressão (NG et al., 

2008). Alguns estudos mostram que alterações biológicas oxidativas estão sendo 

grandemente reconhecidas como uma rota crítica para danos observados na depressão 

induzida pelo estresse (BERK, 2007) e, que o aumento do estresse oxidativo ocorre na 

depressão maior, evidenciado pela diminuição das defesas antioxidantes plasmáticas em 

conjunto com o aumento de peroxidação lipídica nesses pacientes (OZCAN et al., 2004). 

Outros ainda mostram que, nas desordens psiquiátricas relacionadas ao estresse, o estresse 

oxidativo desencadeia ou exacerba várias rotas de dano, como a disfunção mitocondrial, 

desregulação da homeostase do cálcio, alteração de rotas energéticas, dano a precursores 

neuronais, inibição da neurogênese e indução de eventos sinalizadores de apoptose 

(CREGAN et al., 2002). Além disso, numerosos distúrbios oxidativos têm sido relatados 

em pacientes deprimidos, incluindo o aumento do dano oxidativo e diminuição do nível de 

enzimas antioxidantes (NG et al., 2008; SARANDOL et al., 2007) e, ainda, estudos pré-

clínicos têm sugerido que antioxidantes (varredores de radicais livres) podem apresentar 
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propriedades antidepressivas (EREN et al., 2007; ZAFIR et al., 2009). Parece razoável a 

proposta de que antioxidantes exógenos possam ser utilizados no tratamento da depressão, 

uma vez que muitos antidepressivos sintéticos disponíveis apresentam baixas proporções de 

resposta, remissão e severos efeitos adversos (NESTLER et al., 2002). 

 

Sendo assim, a associação existente entre o estresse oxidativo e fisiopatologia da 

depressão e o papel de antioxidantes nas ações terapêuticas dos antidepressivos têm sido 

constantemente relatado (BILICI et al., 2001; KHANZODE et al., 2003; CUMURCU et al., 

2009). Algumas drogas antidepressivas têm mostrado um aumento na expressão de genes 

de importantes enzimas antioxidantes, como a superóxido dismutase (SOD) (KOLLA et al., 

2005). Já foi observado também que a fluoxetina pode reverter e prevenir o dano oxidativo 

observado no estresse psicológico induzido, como foi evidenciado pela elevação não só da 

atividade da SOD, mas também pela ativação de uma série de componentes-chave do 

sistema antioxidante endógeno (ZAFIR & BANU, 2007). ZAFIR et al., 2009 observaram 

que a administração de drogas antidepressivas e, dentre elas, a imipramina, reduziu a 

atividade das enzimas superóxido dismutase, catalase, glutationa S-transferase, glutationa 

redutase e a concentração de malonildialdeído e proteínas carboniladas no tecido cerebral 

de animais submetidos ao estresse.  

 

Como já foi dito previamente, o teste do nado forçado é um modelo animal pré-

clínico bem estabelecido e representa um evento de estresse agudo (PORSOLT et al., 

1977). AKHTAR et al., 2005 relataram a existência de estresse oxidativo no teste do nado 

forçado. Além disso, ABDEL-WAHAB et al., 2011 expuseram que o estresse agudo do 

nado forçado não só aumenta a produção de EROs e ERNs como também atenua as defesas 

antioxidantes, o que dá suporte ao método utilizado neste trabalho. Dessa forma, esses 

achados incentivaram o estudo do potencial efeito antioxidante da ripIII através da dosagem 

da atividade da enzima catalase e superóxido dismutase, dos níveis da glutationa reduzida 

(GSH), do conteúdo de nitrito e do índice de lipídio peroxidação em três áreas 

extremamente relacionadas com a depressão, como o córtex pré-frontal, hipocampo e corpo 

estriado de animais submetidos ao estresse do nado forçado.  
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O ânion superóxido (O2
-), radical livre extremamente tóxico, produto da interação 

entre as moléculas de oxigênio e elétrons provenientes da cadeia transportadora nas 

mitocôndrias, é convertido por ação da SOD (superóxido dismutase) a peróxido de 

hidrogênio (H2O2), radical menos tóxico, que, por sua vez, é detoxificado pela catalase e 

glutationa peroxidase (GSH-Px) que necessita da glutationa reduzida (GSH) servindo como 

cofator desta enzima. Essas enzimas constituem, assim, um sistema antioxidante endógeno, 

que atua prevenindo o dano neuronal induzidos pelas EROs (REMMEN et al., 2004). A 

glutationa é uma enzima especializada na remoção de peróxidos do mesmo modo que a 

catalase, mas estas têm localizações distintas no SNC. A catalase é mais abundante nos 

astrócitos do que em neurônios, e mais na substância branca do que na cinzenta, mas pode 

ser induzida em neurônios pela ação das neurotrofinas. Os componentes do sistema da 

glutationa peroxidase, GSH, glutationa redutase e NAD(P)H estão presentes na 

mitocôndria, bem como no citoplasma dos neurônios.  

 

Uma elevação na formação de radicais livres pode ser acompanhada por aumento 

compensatório imediato na atividade de enzimas inativadoras de radicais livres. O estresse 

agudo do nado forçado pode alterar sistemas antioxidantes e ativar enzimas responsáveis 

pela remoção de EROs, como a SOD e a catalase, além de reduzir GSH, indicando uma 

resposta celular à elevação na formação de espécies reativas do oxigênio (ABDEL-

WAHAB et al., 2011).  

 

Os resultados deste trabalho mostraram que a ripIII, nas três áreas, não alterou os 

níveis de SOD em condições normais. No entanto, foi observado um comportamento 

adaptativo em animais submetidos ao estresse agudo do nado forçado, observado pela 

elevação dos níveis de SOD, no hipocampo e no córtex pré-frontal, em animais controle, 

mas, a ripIII não foi capaz de reduzir esses níveis, concluindo que houve uma intensa 

transformação de ânion superóxido em peróxido de hidrogênio, evidenciando o estresse 

oxidativo. No córtex pré-frontal, todos os grupos apresentaram os níveis desta enzima 

semelhantes ao do grupo controle. Quando analisamos a atividade da catalase, nas três 

áreas estudadas, observamos que a ripIII tinha reduzido esta atividade, após o estresse 

induzido pelo nado forçado, mas não em condições normais, mostrando que, a princípio 
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não houve detoxificação de peróxido de hidrogênio, o que poderia sugerir um efeito pró-

oxidante da ripIII. No entanto, ao observar a quantidade de GSH, observamos que houve 

um aumento significativo deste cofator enzimático, nas três áreas, após o estresse induzido 

pelo nado forçado e, no corpo estriado também em condições normais, levando-nos a 

concluir que o peróxido de hidrogênio produzido pela SOD teria sido detoxificado pela 

GSH e não pela catalase, sugerindo que a ripIII apresenta efeito antioxidante por aumentar 

os níveis de GSH, nas três áreas estudadas. Portanto, o aumento da GSH pode ter ocorrido 

por um mecanismo gerenciado pelos neurônios hipocampais, précorticais e estriatais, de 

alguma forma estimulados pela ripIII, para eliminar os radicais gerados pela inibição da 

atividade da catalase. 

 

O fato de a ripIII não alterar os níveis de enzimas antioxidantes por si está de acordo 

com outros estudos que mostram que a administração de antidepressivos não afeta o status 

de enzimas antioxidantes em animais não estressados. Isto revela que os fármacos 

antidepressivos não apresentam efeito antioxidante na ausência de condições de estresse 

oxidativo; ao invés disso, eles interferem diretamente nos caminhos induzidos pelo estresse 

para o dano oxidativo (LUCASSEN et al., 2004). Além disso, o aumento de GSH também é 

observado em estudos com antidepressivos e provavelmente apresenta efeitos inibitórios 

em eventos sinalizadores na morte celular apoptótica que é engatilhada pela perda de 

glutationa e aumento do dano oxidativo (ZAFIR et al., 2009). Além disso, a concentração 

de SOD aumentada, observada aqui pelo tratamento com a ripIII, e em outros estudos com 

antidepressivos, é um importante mecanismo de defesa contra apoptose, portanto 

prevenindo a atrofia em regiões cerebrais na depressão induzida pelo estresse (ZAFIR et 

al., 2009). Esses achados são promissores para um estudo futuro com a administração 

crônica de ripIII e investigar um possível efeito neuroprotetor nas áreas aqui observadas, 

uma vez que a terapia antidepressiva causa upregulation na expressão de SOD e pode estar 

relacionada com a prevenção da piora dos sintomas afetivos que podem estar direta ou 

indiretamente relacionados com a neurodegeneração (LI et al., 2000).  

 

Existem evidências de que a depressão apresenta sinais aumentados de estresse 

oxidativo e que há participação dos caminhos do NO na sua patogenia. O estresse exerce 
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efeitos deletérios em inúmeras funções celulares, através do impedimento dos sistemas 

antioxidantes, levando ao estresse oxidativo que é a causa central de vários sintomas da 

doença depressiva (TORRES et al., 2004). O NO desempenha um importante papel em 

praticamente todos os sistemas do organismo (EISERICH et al., 1998 aline). Embora 

exerça diversas funções fisiológicas úteis, quando em excesso, o NO pode exercer efeitos 

nocivos. Em determinadas condições, o NO e o O2
- podem interagir, resultando na 

formação de peroxinitrito (ONOO-), um produto extremamente tóxico. Esse composto é 

capaz de reagir com diversas moléculas: proteínas, lipídeos, carboidratos e ácidos 

nucléicos, danificando-as. Além disso, seus prováveis produtos de decomposição, o radical 

OH- e o dióxido de nitrogênio, dentre outros, têm semelhante potencial deletério 

(RADENOVIC et al., 2003).  

 

Pesquisadores têm focado nas ações bioquímicas e moleculares do óxido nítrico, em 

condições normais, assim também como sua alteração potencial em condições patológicas 

como a depressão (GARG et al., 2008). O nitrito (metabólito estável do NO) pode ser 

associado com a fisiopatologia da depressão, uma vez que elevados níveis de peroxinitrito, 

e seu precursor, óxido nítrico, tem sido bem documentado na fisiopatologia da depressão 

induzida pelo estresse (WEGENER et al., 2010; RICHARD et al., 2007; SANDERS & 

KORF, 2007; OZCAN et al., 2004; PALL, 2007) e que há um aumento na expressão de 

iNOS hipocampal durante o estresse (HARVEY et al., 2006). Outros achados 

demonstraram que a inibição da NOS exercem efeitos antidepressivos em modelos animais 

de depressão (Da SILVA  et al., 2000; YILDIZ et al., 2000). 

 

Nossos resultados demonstraram um aumento na produção de nitrito-nitrato no 

hipocampo e no córtex pré-frontal dos animais submetidos ao estresse pelo nado forçado, 

enquanto que no corpo estriado não houve alteração, apesar de ter havido uma tendência 

em aumentar, confirmando a participação desses metabólitos no processo depressivo. O 

pré-tratamento com ripIII, todavia, foi capaz de reverter a elevação dos níveis de nitrito-

nitrato no hipocampo e córtex pré-frontal em animais submetidos ao nado, contribuindo, 

dessa maneira, para redução de EROs cerebral. No corpo estriado não foi verificado 

aumento significativo na produção de nitrito-nitrato pelo estresse do nado forçado, no 



181 
 

 

entanto, a administração de ripIII, antes do nado forçado, mas não isoladamente, reduziu 

significativamente a concentração de nitrito-nitrato nessa área cerebral, em relação ao 

controle. Dessa forma, os efeitos protetores da ripIII aqui estudados parecem estar 

relacionados à diminuição da produção de EROs e compostos deletérios, principalmente no 

hipocampo e córtex pré-frontal, áreas cerebrais extremamente implicadas na instalação do 

processo depressivo, reforçando a importância do efeito antioxidante dessa substância para 

o seu efeito antidepressivo. Esses achados são coerentes com achados de outros 

pesquisadores que relataram também uma diminuição na produção de nitrito-nitrato em 

diversas áreas cerebrais, incluindo hipocampo, corpo estriado e córtex pré-frontal, em 

animais tratados com venlafaxina, um antidepressivo atípico (ABDEL-WAHAB et al., 

2011; DHIR & KULKARNI, 2007).  

 

Vários estudos demonstram que pacientes com depressão apresentam hipoatividade 

no córtex pré-frontal, sugerindo uma deficiência nesta região, que tem sido relatado como 

uma redução na habilidade de indivíduos depressivos em experienciar prazer e alcançar 

objetivos prazerosos (GOTLIB et al., 1998; HENRIQUES & DAVIDSON, 1991).  

  

 Como falado anteriormente, o estresse oxidativo está envolvido com a patogenia da 

depressão. MAES et al., (2000), assim também como um número cada vez mais crescente 

de investigadores (TSUBOI et al., 2006; SARANDOL et al., 2007), têm estabelecido a 

coexistência de aumento do estresse oxidativo com sintomas de depressão em pacientes, 

como evidenciado pela redução de defesas antioxidantes plasmáticas em associação com o 

aumento da lipídio peroxidação. Significantes correlações foram encontradas entre a 

duração e severidade da donça, assim como o aumento do número de episódios com 

alterações na atividade da SOD e níveis de malonildialdeído (MDA) (BILICI et al., 2001; 

SARANDOL et al., 2007). 

 

 Todos os componentes da célula são suscetíveis à ação das ERO, porém a 

membrana é uma das mais atingidas em decorrência da peroxidação lipídica, que acarreta 

alterações na sua estrutura e permeabilidade (VAN DER KRAAIJ et al., 1988). 

Conseqüentemente, há perda da seletividade na troca iônica e liberação do conteúdo de 
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organelas, como as enzimas hidrolíticas dos lisossomas, e formação de produtos 

citotóxicos (como o MDA), culminando com a morte celular (HERSHKO, 1989). A 

lipoperoxidação também pode estar associada aos mecanismos de envelhecimento, de 

câncer e à exacerbação da toxicidade de xenobióticos (SHAN et al., 1990). Assim, como 

na formação das ERO, nem sempre os processos de lipoperoxidação são prejudiciais, pois 

seus produtos são importantes na reação em cascata a partir do ácido araquidônico 

(formação de prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatória (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 1990). Todavia, o excesso de tais produtos pode ser lesivo (ROSS & 

MOLDEUS, 1991).  

 

Estudos mostram que antidepressivos como a fluoxetina, imipramina e venlafaxina 

revertem significativamente a lipoperoxidação induzida pelo estresse (ZAFIR et al., 2009). 

O cérebro contém um alto conteúdo de ácidos graxos poliinsaturados oxidáveis e a 

lipoperoxidação gera dano aos fosfolipídeos resultando em uma complexa cascata 

envolvendo o impedimento das funções de proteínas de membrana e canais iônicos, que por 

sua vez, promovem a interupção da homeostase iônica neuronal (Matson, 1998). Além 

disso, a destruição dos fosfolipídeos da membrana altera a viscosidade da membrana e está 

implicada na influência de inúmeros estágios da função das aminas biogênicas como a 

densidade do receptor ou a função dos receptores serotonérgicos e/ou catecolaminérgicos 

(VAN-DER-VLIER & BAST, 1992). Ainda, a peroxidação lipídica das membranas 

também modifica a liberação e recaptação de neurotransmissores, atividade de canais 

iônicos, a função de transportadores de glicose e ATPases e o acoplamento de proteínas de 

ligação ao GTP em receptores de superfície celulares para impedir a função mitocondrial e 

promover a cascata de eventos que culmina com a morte celular por apoptose (MATSON, 

1998). Pela redução da lipoperoxidação, os antidepressivos podem prevenir os efeitos 

inibitórios que o MDA diretamente exerce no sítio de ligação no receptor de serotonina e 

catecolaminas (BRITT et al., 1992). Portanto, a prevenção desses fatores danosos durante a 

lipoperoxidação induzida pelo estresse deve ser possivelmente o alvo da ação dos 

antidepressivos, relevante para os seus efeitos terapêuticos.  

  



183 
 

 

A exposição ao estresse no nado forçado aumenta a mobilização de ácidos graxos 

livres estimulando a superprodução de EROs, o que leva a destruição de fosfolipídios e 

altera a viscosidade das membranas neuronais, como falado anteriormente, levando ao 

aumento do nível de produtos da lipoperoxidação como o MDA (HOWLAND & PARIKH, 

2010). Assim, a exposição de animais ao estresse no teste do nado forçado aumenta os 

níveis de MDA no hipocampo de camundongos (ABDEL-WAHAB et al., 2011). 

Corroborando com esses achados, a desregulação combinada do metabolismo de lipídios e 

as defesas antioxidantes como componentes integrais do estresse e depressão têm sido 

reportado (YAGER et al., 2010). Ensaios de MDA, principal produto de membrana da 

degradação oxidativa de ácidos graxos insaturados e peroxidação do ácido aracdônico, está 

implicada como uma medida para a lipoperoxidação e, portanto, também para o estresse 

oxidativo. Além disso, tem sido mostrado que o MDA é biologicamente ativo com 

propriedades semelhantes às EROs (GALECKI et al., 2009), além de ser pró-inflamatório, 

enfraquecer as defesas antioxidantes e impedir o reparo do DNA (ALDINI et al., 2007). 

 

Dessa forma, em nosso estudo, corroborando com achados anteriores (ZAFIR et al., 

2009; ABDEL-WAHAB et al., 2011; KUMAR et al., 2010), o nível de MDA foi 

aumentado no hipocampo e no corpo estriado, e o tratamento prévio com ripIII foi capaz de 

reduzir esses níveis de MDA nessas áreas, mostrando que a ripIII apresenta atividade 

neuroprotetora sugerindo que seus efeitos possam ser mediados, pelo menos em parte, pela 

inibição da peroxidação lipídica. No entanto, em nosso estudo, os níveis de MDA, no 

córtex pré-frontal, não foram aumentados após o estresse do nado forçado quando 

comparado ao animal que não foi submetido ao estresse. Contudo, a ripIII foi capaz de 

diminuir os níveis de MDA, de modo semelhante em outras áreas, apenas nos animais que 

foram submetidos ao estresse, sugerindo que a ação da ripIII está condicionada a eventos 

estressantes, uma vez que a droga não foi capaz de reduzir os níveis de MDA nos animais 

que não foram submetidos ao nado forçado nas três áreas estudadas. 

 

Os resultados desse estudo sobre o estresse oxidativo permitiu verificar a 

diminuição da produção de nitrito e aumento dos níveis de glutationa, além da diminuição 

significativa da peroxidação lipídica, nas áreas estudadas, revelando que a ripIII exerce 



184 
 

 

efeitos antioxidantes, que pode explicar, pelo menos em parte, que suas ações 

neuroprotetoras são importantes para o seu mecanismo de ação antidepressivo em 

camundongos submetidos ao nado forçado. 
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7 CONCLUSÕES 

 

A análise dos resultados apresentados neste trabalho nos permitiu concluir que: 

 

• A ripIII reduziu o tempo de imobilidade nos testes do nado forçado e suspensão da 

cauda confirmando o efeito antidepressivo observado em estudos prévios e, após a 

realização da curva de dose-resposta, no teste do nado forçado, foi constatado o 

melhor efeito antidepressivo na dose de 50 mg/kg;  

  

• No teste do campo aberto, a substância não alterou a atividade locomotora o que nos 

permite concluir que o efeito antidepressivo observado no nado forçado e na 

suspensão da cauda é específico e não relacionado com um possível efeito 

psicoestimulante; 

 

• O efeito antidepressivo da ripIII parece estar envolvido com os sistemas 

dopaminérgico, noradrenérgico e serotoninérgico, visto que: 

 
o O pré-tratamento com antagonistas dopaminérgicos mostrou que o efeito da 

ripIII foi impedido apenas quando o receptor D2, mas não D1, foi bloqueado 

mostrando que o efeito da substância modula o sistema dopaminérgico 

através da interação com o receptor D2-dopaminérgico; 

 

o O pré-tratamento com antagonistas noradrenérgicos permitiu verificar que o 

efeito da ripIII foi revertido quando os receptores α1 e α2 foram bloqueados, 

levando a conclusão de que os receptores α-adrenérgicos interagem com 

ripIII facilitando seu efeito antidepressivo; 

 

o O pré-tratamento com inibidor da síntese de serotonina mostrou que a ripIII 

foi incapaz de exercer seu efeito antidepressivo mostrando que é necessária 

a participação desse sistema para o efeito; então ao bloquear receptores 
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específicos, o efeito da ripIII foi impedido quando houve bloqueio dos 

receptores  5-HT1A e 5-HT3, mas não dos receptores 5-HT2A/2C, mostrando 

que existe o envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito 

antidepressivo da ripIII através da interação com os subtipos de receptores  

5-HT1A e 5-HT3; 

 

• No teste da hipotermia induzida por apomorfina, ripIII não foi capaz de reverter a 

hipotermia, um efeito mediado pela ativação de receptores β-adrenérgicos, 

sugerindo o não-envolvimento da ripIII com este subtipo de receptor, 

diferentemente de antidepressivos tricíclicos que revertem a hipotermia; 

 

• A ripIII foi capaz de aumentar os níveis das monominas NA, 5-HT e DA no corpo 

estriado e no córtex pré-frontal, e de NA e 5-HT no hipocampo, além de diminuir os 

metabólitos no corpo estriado e córtex pré-frontal consequentemente diminuindo as 

taxas de metabolização, sugerindo uma maior permanência das monoaminas em 

sítios de ação, o que favoreceu o efeito antidepressivo da substância, corroborando 

com a modulação dos três sistemas de monoaminas sugerido pelos estudos 

comportamentais;   

 

• Nos estudos sobre o estresse oxidativo, a ripIII quando administrada em animais 

que não foram submetidos ao estresse não apresentou alteração nas atividades das 

enzimas antioxidantes o que sugere que não há alteração da homeostasia após a 

administração de ripIII nas três áreas analisadas; 

 

• O nado forçado foi capaz de induzir estresse oxidativo verificado pelo aumento da 

atividade da SOD, catalase e diminuição de GSH nas áreas cerebrais estudadas. O 

pré-tratamento com ripIII foi capaz de aumentar os níveis de GSH, mas não o de 

catalase mostrando que todos os radicais peróxidos gerados pela SOD foram 

oxidados pelo GSH e não pela catalase, sugerindo propriedades antioxidantes 

diretas ou indiretas da ripIII, através da capacidade de modificar a resposta ao 



188 
 

 

estresse oxidativo neuronal, facilitando mecanismos endógenos de defesa 

antioxidante. 

• Os níveis de peroxidação lipídica e os níveis de nitrito/nitrato foram aumentados em 

animais submetidos ao nado forçado revelando que o modelo induz estresse 

oxidativo. No entanto, nos animais pré-tratados com ripIII diminuíram o nível de 

peroxidação lipídica assim também como o nível de nitrito/nitrato nas três áreas 

estudadas, fortalecendo o efeito antioxidante da ripIII sugerido no item anterior; 

 
 

Portanto, este trabalho permitiu concluir que a riparina III realmente apresenta 

efeito antidepressivo, provavelmente ao interagir com receptores D2-dopaminérgicos, α-

adrenérgicos e 5-HT1A e 5-HT3 serotoninérgicos mostrando que existe modulação dos 

sistemas monoaminérgicos, levando ao aumento dos níveis dessas monoaminas e melhora 

dos sintomas depressivos. Além disso, o efeito antidepressivo e a homeostasia necessária 

para o efeito antidepressivo parecem ser favorecidos pelo efeito antioxidante da substância, 

que melhora os sistemas antioxidantes enzimáticos endógenos além de diminuir o nível de 

peroxidação lipídica e de nitrito/nitrato. 
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS  

 
 Este trabalho mostrou resultados promissores da ripIII como droga antidepressiva, 

uma vez que apresentou envolvimento com os três sistemas de monoaminas e não apenas 

com uma ou duas monoaminas, como a maioria dos antidepressivos utilizados na clínica. 

Essa afirmação é fortalecida por estudos que dizem que fármacos antidepressivos que 

atuam nos três sistemas de monoaminas podem apresentar efeitos terapêuticos mais rápidos 

que os fármacos habituais. Além disso, a ripIII parece apresentar um efeito a mais que 

contribua para as suas propriedades terapêuticas, que é o seu efeito antioxidante, uma vez 

que o estresse induz a depressão e a substância, em situações de estresse é capaz de 

aumentar os sistemas antioxidantes endógenos e, assim, manter a homeostasia. 

 

 No entanto, para saber se os efeitos promissores da ripIII como droga antidepressiva 

se mantém, são necessários estudos mais aprofundados como por exemplo, a realização de 

modelos experimentais que induzam de fato sintomas depressivos, de maneira crônica, para 

que haja alterações neuronais semelhantes às de um indivíduo com depressão, com o intuito 

de verificar se a administração crônica da substância é capaz de reverter este quadro e se 

essa reversão é melhor ou não que a de fármacos antidepressivos. 

 

 Sendo assim, os estudos com a ripIII serão continuados no laboratório de 

Neurofarmacologia para que cada vez mais possamos aprofundar o estudos dos 

mecanismos de ação dessa substância e, assim, contribuir de alguma forma, com mais um 

droga possível de ser utilizada no tratamento da depressão como também para entender 

melhor a etiologia desta doença. 
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