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RESUMO

Investigacdo do Efeito Antidepressivo da Riparinall: Alteragcbes Comportamentais,
Neuroquimicas e Avaliagdo do Estresse Oxidativo. GALA THICIANE
VASCONCELOS DE MELO. Orientador (a): Profa. Dra. Francisca Cléa Florenco de
Sousa. Tese de Doutorado. Programa de Pds-graduacd®m Farmacologia.
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2Q1

A depresséo € uma doenca recorrente e incapaciigjotératamento esta relacionado com
modula¢cBes nos sistemas monoaminérgicos em divareas cerebrais. A riparina lll
(riplll), isolada do fruto verde déniba riparia, apresentou, em estudos prévios, efeito
antidepressivo. Dessa forma, objetivando invest@auotencial antidepressivo da riplil,
foram realizados testes comportamentais como o faedado (TNF), suspenséo da cauda
(TSC), hipotermia induzida por apomorfina e campert. Para avaliar o envolvimento
das monoaminas, os animais foram pré-tratados cotagaenistas especificos para
receptores 5-Hily, 5-HT,a2c € 5-HT; de serotonina (5-HT), De D, de dopamina (DA) e
0, e o de noradrenalina (NA) no TNF. Além disso, os angr@ié-tratados com riplll e
submetidos ou ndo ao TNF tiveram as areas cerdlippgsampo, corpo estriado e cortex
pré-frontal retiradas para deteccdo dos niveis deoaminas ou para realizacdo dos
experimentos de estresse oxidativo, investigandativadade enzimatica da catalase e
superoxido dismutase, quantificando os niveis datatibna reduzida (GSH) e
nitrito/nitrato, além do grau de lipoperoxidacaoriglll foi administrada agudamente, por
via oral, na dose de 50 mg/kg, em todos os te€iegesultados mostraram que a riplll
apresentou efeito antidepressivo nos modelos TNISE@ sugerindo ser especifico, uma
vez gque 0s animais ndo apresentaram alteracOdidade locomotora no campo aberto.
Além disso, no TNF, os antagonistas sulpirida)([prazosinad), ioimbina €i2), NAN-
190 (5-HTia) e ondansentron (5-HJ reverteram o tempo de imobilidade da riplll
sugerindo a participacao desses receptores pdeit® @a substancia, enquanto ndo houve
alteracdo deste efeito na presenca dos antagor8&&23390 (B) e ritanserina (5-
HT2a2c) mostrando o ndo envolvimento desses receptoreseito da droga. A riplll ndo
foi capaz de reverter a hipotermia induzida pornagdina, que na dose utilizada, induz
hipotermia por modular receptorg@sadrenérgicos, sugerindo que o efeito da riplll edia
relacionado com esses receptores. A riplll ap6é¥NF, em corpo estriado e cortex pré-
frontal, aumentou os niveis de DA, 5-HT e NA, diminos metabdlitos DOPAC, HVA, 5-
HIAA e as taxas metabdlicas e, no hipocampo, ausneBHHT e NA além do metabdlito 5-
HIAA, mas manteve as taxas metabdlicas. A admagétrde riplll, antes do TNF, reverteu
0 aumento nos niveis de peroxidagdo lipidica dtantitrato, reduziu a atividade da
catalase mas aumentou os niveis de GSH em hipo¢acopgmo estriado e cértex pré-
frontal. Esses parametros nao foram alterados mosas ndo submetidos ao estresse. Em
conclusdo, o estudo sugere uma acdo moduladoracidxepor riplll, sobre o
funcionamento dos sistemas noradrenérgico, dopagnioee serotonérgico, em nivel
central, como mecanismo para o efeito antidepressgvT NF, bem como a participacao de
propriedades antioxidantes diretas ou indiretasal@foga, através da capacidade de
modificar a resposta ao estresse oxidativo neuronal

Palavras-chave:Etnofarmacologia. Depressdo. Antidepressivos. Monnas Biogénicas.
Antioxidantes.



ABSTRACT

Investigation of Antidepressant Effect of Riparin lll: Behavioral and Neurochemical
Alterations and Evaluation of Oxidative Stress. CARA THICIANE
VASCONCELOS DE MELO. Supervisor: Prof. Dr. Francisca Cléa Florenco de
Sousa. Doctorate’s thesis. Post-graduation Program Pharmacology. Department of
Physiology and Pharmacology, UFC, 2012.

Depression is a disabling and recurrent diseasesavtreatment is related to modulations in
monoaminergic systems in several brain areas. Rip&(riplll), isolated from unripe fruit

of Aniba riparia, has shown previously antidepressant-like effe€tsus, in order to
investigate the antidepressant effect of riplllhdngoral experiments were performed, as
the forced swim (FST), tail suspension (TST), apgrhime-induced hypothermia and open
field tests. To assess the involvement of monoamioesystem, animals were pretreated
with specific antagonists to 5-H4&-, 5-HT,a»c-, and 5-HE-serotonin (5-HT) receptors, to
D;- and D-dopamine (DA) receptors and Q- and a,-noradrenaline (NA) receptors in
FST. Further, animals pretreated with riplll antbmsitted or not to the FST had their brain
areas such as hippocampus, striatum and prefraaidéx removed for detection of
monoamine levels or to carry out the experiment®flative stress, in which, it was
investigated enzymatic activities of catalase amqgksoxide dismutase, measured the levels
of reduced glutathione (GSH) and nitrite/nitrated dipid peroxidation degree. Riplll was
acutely administered orally at a dose of 50 mgrkgli tests. The results showed that riplll
presented antidepressant effect on the FST andst§gdesting that this effect is specific,
since the animals showed no changes in locomottivitgcin open field test. In the
evaluation of monoaminergic systems, the resultsveld that the antagonists sulpiride
(D2), prazosin @1), yohimbine ¢,), NAN-190 (5-HT;s) and ondansentron (5-H)T
reversed the immobility time of riplll on the FSTiggesting the involvement of these
receptors, while no change of this effect in thespnce of the antagonists SCH2339¢) (D
and ritanserin (5-HJa2c) was observed, suggesting non-participation afgheceptors in
the drug effect. Riplll was unable to reverse thipdthermia induced by apomorphine that
at the dose used, modulafesdrenergic receptors inducing hypothermia, sugygshat
the effect of riplll is not related to these reaept Riplll, after FST, in the striatum and
prefrontal cortex, increased levels of DA, 5-HT axd, decreased DOPAC, HVA, 5-
HIAA metabolites and decreased metabolic rates,imtlde hippocampus, increased 5-HT
and NA and 5-HIAA metabolite, but maintained melaboates. The prior administration
of riplll before the forced swimming, reversed tinereased levels of lipid peroxidation
and nitrite-nitrate, reduced the activity of casalabut increased levels of GSH in
hippocampus, striatum and prefrontal cortex. Thgsameters were not altered in animals
not exposed to stress. In conclusion, the studgestg a modulating action exerted by
riplll on the functioning of the noradrenergic, @pnergic and serotonergic levels in the
brain, as a mechanism for the antidepressant dffabie FST, as well as the participation
of direct or indirect antioxidant properties ofghdrug through the ability to modify the
neuronal response to oxidative stress.

Key-words: Ethnopharmacology. Depression. Antidepressive a@genBiogenic
monoamines. Antioxidants.
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INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

1.1 ConsideracgOes gerais sobre a depressao

A depressdo maior € uma condicdo clinica comumicabe recorrente. Esta
frequentemente associada a incapacitacao funcot@nprometimento da saude fisica. Os
pacientes deprimidos apresentam limitacdo da siadaate e bem-estar além de
necessitarem de maior utilizacdo dos servicos ddes@LECKet al., 2003). Apresenta
como caracteristicas, além do humor deprimido,osias como reducdo da energia,
insdnia, diminuicdo da autoconfianca, choro, dingéo do interesse sexual e de outras
atividades prazerosas, sentimento de desesperategsamparo, inabilidades de lidar com
responsabilidades do dia-a-dia, pessimismo em aelap futuro, retraimento social e
diminuicdo do discurso (FLECH al., 2003) além de apresentarem alteragdo do peso e do
apetite, nervosismo, irritabilidade, disturbiosstmo e deficiéncias cognitivas incluindo o
impedimento da habilidade de pensamento, concéuirag tomada de decisbes
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2001).

A complexidade desta doenca € ainda maior pelo datmue ela coexiste com
outras condi¢cdes psiquiatricas, como a ansiedadgieopode levar ao paciente também
apresentar sintomas autondémicos (tremor, palpitab@ca seca, dor no estdmago),
apresentando grande impacto no curso da doencasdef levando a recuperacéo tardia,
aumentando risco de recaida, incapacidade e tegate suicidio (HIRSCHFELD, 2001).

Essa doenca atinge aproximadamente 17% da popuhagédial resultando em
enorme sofrimento pessoal, assim também como umeecga econdmica e social
(KESSLEREet al., 2003). No Brasil, cerca de 12% da populacdo aptasd depressao no
seu curso de vida (VALENTINI et al., 2004) e esbatices sdo mais elevados entre os
pacientes dos servicos de atencdo primaria. Und@sta Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) conduzido no Rio de Janeiro em 15 centroatdecdo primaria & saude mostrou
uma prevaléncia de 29,5% para os transtornos daposeJUSTUN; SARTORIUS, 1995).

A maioria dos individuos com depressdo é atendalaspservicos de atencdo primaria,
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enquanto apenas uma minoria recebe atendimentosgiecialistas em saude mental
(HANS-ULRICH et al.,, 2001). Apesar de a depressdo apresentar uma lérelea

relativamente alta nos servicos de atencdo primédas diagnostico e tratamento séo
insuficientes. H4 falha na deteccdo do transtormo a#é¢ 50% dos casos e provém
tratamento em apenas um terco deles. Nos pacientesque o0 transtorno nao €
diagnosticado ou é subtratado, observa-se a piolugdo (VALENTINI et al., 2004).

Esses achados contribuem para a concluséo de dgeprassdo € uma doenca de alta

complexidade e heterogeneidade o que tem torndidd definir, diagnosticar e tratar.

A etiologia da depressao ainda nédo tem sido commplette identificada, mas
acredita-se que é resultante de anormalidadesacetué moleculares que interagem com
fatores genéticos e ambientais (KRISHNAN; NESTLERB08). O estresse parece ser um
dos principais fatores ambientais que predispdenmdividuo a depressdo (ANDREV¥S
al., 2011). Em cerca de 60% dos casos, 0s episoédesivos sdo precedidos pela
ocorréncia de fatores estressantes, principalmdmterigem psicossocial. Além disso, a
conhecida influéncia de fatores genéticos no dedeinvento da depressédo poderia ser
decorrente de um aumento da sensibilidade a evestosssantes (JOCé& al., 2003).
Corroborando com essas informacdes, um estudo tloiigal com ampla amostra
comunitaria mostrou que 88,1% dos casos de depredsignosticados estavam
relacionados com algum evento estressante e quesdd,9% pareceram ter etiologia
endogena, ou seja, 0 episodio depressivo surgiu rsemhum engatilhador ambiental
(KELLER et al., 2007).

De alguma forma, a relagdo entre o estresse e r@s3dp deve ser mediada no
cérebro, mas as causas neurobiologicas da depre@samotoriamente desconhecidas
(BERTON; NESTLER, 2006). No entanto, sabe-se que r@urotransmissores
monoaminérgicos, noradrenalina, serotonina e dopmneistdo envolvidos diretamente ou
indiretamente nos camimhos bioquimicos da depre@§RtSHNAN; NESTLER, 2008)
uma vez que todos os antidepressivos utilizadoscalinente agem sobre as monoaminas
através de diversos mecanismos (MAYORGH al., 2001; Cryanet al., 2004;
DZIEDZICKA-WAZYLEWSKA et al., 2006). As principais argumentacfes sugerem que
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0s niveis de noradrenalina, serotonina e dopansitd® eliminuidos no cérebro de pacientes
deprimidos (SAPOLSKY, 2004), entdo, uma vez queniegis dessas monoaminas Sao
regulados por controle homeostatico (BE&Tal., 2010), o estresse de alguma forma
perturba esse controle e altera a quantidade dems@sas causando a depressdo
(ANDREWSet al., 2011).

Projecbes do impacto da depressédo para o ano de@0b@am-na em segundo
lugar no “ranking” das doencas incapacitantes, ragigeapenas pelas doencas cardiacas.
Neste contexto, a descoberta de novos farmacaszefi, isentos de efeitos colaterais e
com reduzida toxicidade, isto €, com menor riscosémacdes de “overdose”, representa
significativo investimento em saude publica, cquoeslendo, no inicio desse milénio, o
mercado da ordem de 10-20 bilh6es de dolares (RGRAEL al., 2003).

Sendo assim, conforme essas informacgOes, apesamnade ser conhecido
completamente a etiologia da depressao, acreditpieeo estresse possa ser um dos
principais fatores desencadeantes e que o tratanmrh antidepressivos envolve a
modulacdo dos sistemas monoaminérgicos, 0 que #teupara a investigacdo desses

processos no presente trabalho.

1.2 Neurotransmissdo monoaminérgica e seu envolvinie na depresséao

Nos ultimos 30 anos, a neuroquimica é a area guergeebendo maior destaque
nas pesquisas sobre a fisiopatologia da deprelssddeve inicio a partir do descobrimento
do mecanismo de acdo de alguns farmacos. Por exempiso crénico da reserpina no
tratamento de pacientes com hipertensdo ou escenzaf apresentava um risco de
desenvolvimento da depressdo em 25% dos casos (RCGDHE al., 2003). Essa evidéncia
clinica, associada com o mecanismo de acdo destada, que consiste na inibicdo do
armazenamento de 5-HT e NA nas vesiculas das te¢es nervosas, suportou a hipotese
gue afirma que a depressdo € causada por uma deplies niveis das monoaminas
transmissoras, particularmente a serotonina (5-Hibyadrenalina (NA) e, em menor

extensao, a dopamina (DA), em certos locais ndbegrenquanto a mania resulta de um
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excesso funcional (MANJI et al., 2001). Este mesaoi foi estudado inicialmente em
relacdo as alteracbes agudas sobre os niveisisogpdbs neurotransmissores na tentativa
de estabelecer hipoteses sobre a fisiopatologiat@ostornos do humor. A partir da
observacdo de que essas hipoteses eram muitodasitaa sua capacidade de explicar a
fisiopatologia, foram propostas hipoteses mais dexas, focalizando as alteragcbes em
multiplos sistemas de neurotransmissdo e as admstagelulares e moleculares aos
medicamentos antidepressivos (LAFER; VALLADA FILHTH99).

Os sistemas monoaminérgicos se originam em pequetsos no tronco cerebral
e mesencefalico e projetam-se difusamente pel@xa@rtsistema limbico. Esses sistemas
sdo compostos por neurbnios que contém NA, 5-HTAe BEsses neurotransmissores
exercem efeitos de modulacao e integracdo sobrasoatividades corticais e subcorticais e
estdo envolvidos na regulacdo da atividade psican@otipetite, sono e humor (LAFER;
VALLADA FILHO, 1999).

Pelo fato de os antidepressivos aumentarem ossnél&& monoaminas algumas
horas ap6s a administracdo, mas demorarem ceiza @esemanas para exercer seu efeito
terapéutico, foi necessario o estabelecimento pi@dses que explicassem esta laténcia na
resposta e que levassem em conta os efeitos ddaptabs receptores na administracéo de
antidepressivos (TRIVED# al., 2006). Sendo assim, foi postulado que alteraci@es
funcdo dos sistemas de neurotransmissores podemreocatravés da mudanca na
sensibilidade de receptores pré- e pos-sinaptsmrg, alteracdo da quantidade do proprio
receptor. Essa observacdo permitiu que a hipoteseeticiéncia de neurotransmissores
fosse modificada, e, em seu lugar, proposta aéspdde dessenssibilizacdo dos receptores.
Tal hip6tese propunha que o atraso no aparecimelotoefeito terapéutico dos
antidepressivos estava relacionado a alteracoesimero e sensibilidade dos receptores
monoaminérgicos (LAFER; VALLADA FILHO, 1999) restalecendo o controle
homeostatico das monoaminas transmissoras nasatvezgioes cerebrais (BE®{Tal.,
2010).
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1.2.1 Sintese das monoaminas

Dentre as monoaminas, as catecolaminas, substamg@agpossuem um ndcleo
catecol (anel benzeno com dois grupamentos hidemfdcentes) e uma cadeia lateral de
etilamina ou um de seus derivados (FELDMANI., 1997), como noradrenalina (NA) e
dopamina (DA), sédo sintetizadas a partir do amiideéaromatico L-tirosina. Duas reacoes
transformam tirosina em DA: a primeira é catalispel@ enzima tirosina hidroxilase (TH)
a qual converte tirosina em L-3,4-dihidroxifenilsilza (L-DOPA). A TH é considerada a
enzima limitante nesta sintese (FELDMA# al., 1997). O segundo passo €é a
descarboxilacdo da DOPA, catalisada pela enzimaA@#3carboxilase, a qual produz

DA gue sofre acao da dopamiBdnidroxilase para tornar-se NA&i@ura 1).

F_iqura 1 - Sintese das catecolaminas
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Apés serem sintetizadas as catecolaminas se difurida fenda sinaptica e
podem ser catabolizadas pelas enzimas monoamimasexi(MAO) e catecol o-metil
transferase (COMT) que estdo amplamente distrisufdacorpo e SNC. A MAO esta
localizada na parte externa da membrana mitocdr(@@STA; SANDLER, 1972) e pela
sua localizacéo intracelular, tem um papel estietéup inativacdo das catecolaminas que
estdo livres na fenda sinaptica. A COMT age nagco#minas extraneuronais. Os
metabolitos produzidos pela acdo destas enzimas sa&acido dihidroxifenilacético
(DOPAC) e acido homovanilico (HVAJigura 2).

Figura 2 - Metabolizacdo de dopamina no cérebro

Dopamina 3-Metoxidopamina
HO CH,CH,NH, ( “ComT ) CH30 CH,CH NH,
HO' HO'
ey WG

HO

m—
HO©CHZCHO coMT CH40 CH,CHO
~  HO

R ~Rdeide ™
\ desidrogenase / \ dewrononu.)
HO, CH,COOH ( ’Tmr_‘! CH;0 CH,COOH
HO HO
Acido dildroxifenilacético Acido homovanilico
DOPAC) (HVA)

Fonte: RANG et al., 2007

O processo de captacdo das monoaminas foi origgmaéndescrito por AXELROD
(1971) e é de suma importancia para a finalizagdagdio do neurotransmissor na fenda
sinaptica. A captacdo é mediada por um carreaddramsportador localizado no lado
externo do neurdnio catecolaminérgico, e é satyraedecendo a cinética de Michaelis-
Menten. Um processo de transporte seletivo paraéNAcontrado apenas nos neurbnios
noradrenérgicos, enquanto um transportador conciéispiade diferente € encontrado nos
neurénios dopaminérgicos. Estes transportadoresnfgrarte de uma grande familia de
neurotransportadores (AMARA; KUHAR, 1993). O pramsle captacdo € dependente de
energia, desde que ele pode ser inibido pela igéaba baixas temperaturas ou por
inibidores metabdlicos. O processo depende do gmsalide Nae de Cl Este transporte

pode ser inibido por drogas como 0s antidepressivos



27

O neurotransmissor serotonina é sintetizado arpdwtiaminoacido triptofano nos
neurdnios do nucleo da rafe mediana mesencef#masuas caracteristicas hidrofilicas a
serotonina ndo é capaz de atravessar a barreiratdemeefélica (BHE), e é sintetizada no
SNC. Sua sintese ocorre através da captacao atitrgptbfano plasmatico por carreadores
de aminoé&cidos neutros na BHE, por esta raz&o iacédar do triptofano plasmético
influencia profundamente a producdo de serotonms micleos da rafe (BLUNDELL,
1992). A enzimatriptofano hidroxilase, presente nos neurdnios serotoninérgicos dos
ndcleos da rafeconverte o aminoécido triptofano em 5-hidroxitriptwo (5-HTP) a partir
de uma hidroxilagédo na posic¢ao cinco do anel arieméb aminoécido. A seguir, 0 5-HTP
€ descarboxilado pela enzima acidoamino-aromatecantboxilase (AADC), formando
entdo a 5- hidroxitriptamina ou serotonina (EAT@Nal., 1993; AZMITIA, 2001). O
AADC também é encontrado em neurbnios catecolagices onde é responsavel pela
conversao da 3,4-dihidroxifenilalamina (DOPA) enpamina (SIEGEL, 1999Figura 3).

Figura 3 - Sintese e degradacédo da 5-HT
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A hidroxilacao inicial do triptofano em 5-HTP pedazima triptofano hidroxilase é
alvo de estratégias para bloquear a sintese déoser@ O inibidor enziméatico mais
utilizado em trabalhos experimentais € o parachmitdlanina (PCPA)In vivo, o PCPA
inibe irreversivelmente a enzima triptofano hidtase, incorporando-se a enzima para
produzir uma proteina inativa. Esta inativacdo protharcante deplecdo de estoques de
serotonina no cerebro, tecidos periféricos e samgueatos e cdes (KOE; WEISSMAN,
1966). Seu pico de agdo € alcancado rapidameali@ apos a administracdo, podendo
diminuir até 90% os niveis de serotonina. Ao caitrdas outras drogas utilizadas para
depletar a serotonina, como anfetaminas, diidiptmina que sdo neurotoxinas, o PCPA
ndo produz dano a inervagdo serotoninérgica. Mesono a acentuada diminuicdo dos
niveis de serotonina, os niveis de outras catecadersofrem pouca acdo desta droga,
deixando evidente a especificidade do PCPA (KOE119Apds a sintese, a serotonina €
armazenada em vesiculas através de um mecanismadmaqubr bomba de protons. A
despolarizagdo do neurdnio serotoninérgico induz liteeracdo vesicular deste
neurotransmissor na fenda sindptica, através depnacesso dependente de CéeEsta

liberacdo é controlada por autoreceptores pré-sausp

Uma vez liberada na fenda sinaptica, a serotorenma sua acdo encerrada pelo
transportador SERT, localizado nos neurbnios seiuéogicos. Trata-se de uma proteina
transmembrana pertencente a familia de transpoesde neurotransmissores dependentes
de Nd/CI', que capta a serotonina, regulando seus nivessnapse. Drogas psicoativas,
como a fluoxetina, a paroxetina, a fluvoxaminajtalgpram, utilizadas no tratamento da
depresséo, transtornos de ansiedade e outras desqsiquiatricas, se ligam seletivamente
a SERT inibindo a recaptacdo de serotonina (LESZXM5). Um outro processo para
terminar a acao da serotonina € a degradacao ditanp&la enzima monoamina oxidase
(MAO) localizada no terminal pré-sinptico e na rbeamma mitocondrial. A MAO tipo A
ou tipo B converte a serotonina em 5-hidroxiindetatdeido (5-HIAA) e este produto é
oxidado por um NAD-desidrogenase aldeido-dependente, formando &cido 5
hidroxiindoacético (5-HIAA) (ZIGMONDet al., 1999).
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1.2.2 Sistema dopaminérgico e depressao

A DA constitui cerca de 80% do conteudo de cateswlas no cérebro. Projecfes
originarias de areas cerebrais que sintetizam resteotransmissor originam quatro vias
axonais: (1) Nigro-estriatal; (2) mesolimbica; (Bgsocortical e (4) tuberoinfundibular
(Figura 4).

Figura 4 - Principais vias dopaminérgicas no SNC

sistema : I T

Fonte: MACEDO, 2005.

As projecbes que constituem a via nigroestriatafjimam-se de neurdnios
sintetizadores de DA do mesencéfalo e substangmanpars compacta (SNpc) que
inervam o estriado dorsal (caudado-putamen). A nigroestriatal esta envolvida no

controle dos movimentos e sua degeneracao leva&rcde como a doenca de Parkinson
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(GERFEN, 1992; LANG; LOZANO, 1998a, b). A via mesdtcal origina-se na area
tegmentar ventral (ATV) e inerva diferentes regi@es<ortex frontalEsta via parece estar
envolvida em alguns aspectos do aprendizado e neerfidE MOAL; SIMON, 1991,
FELDMAN et al., 1997). A via mesolimbica origina-se na ATV e w#0 estriado ventral
(nucleo accumbens), o tubérculo olfatorio e patdtesistema limbico (FELDMANM al.,
1997). Esta via foi implicada no comportamento wawtional e emocdes (KOOB,;
BLOOM, 1988; KOOB, 1992). A via tuberoinfundibularicia a partir de células dos
ndcleos arqueado e periventricular do hipotalantl [MMAN et al., 1997). As projecdes
desta via alcangcam a eminéncia média do hipotalamie ocorre liberacdo de DA nos
espacos perivasculares do plexo capilar do siskgpagalamico-hipofisario. Por esta via a

DA é tranportada para a hipofise anterior onde etibéndo a liberacdo de prolactina.

Os receptores dopaminérgicos dividem-se em duaidama familia Q-simile, a
gual inclui os subtipos De Dy e a familia B-simile, que inclui os subtipos,PD; e Du.
Esses receptores realizam suas acoes por se amo@aativarem diferentes complexos de
proteinas G. Os receptores;-fimile interagem com o complexo de proteinas Gs,
resultando em ativacdo da adenilil ciclase e aummapns niveis de AMPc intracelular.
Esses receptores estao localizados principalmenteurdnio pds-sinaptico. Os receptores
D,-simile interagem com um complexo de proteinas @n @onsequente inibicdo da
producdo de AMPc (CIVELLEt al., 1993; COOPERt al., 1991; DE KEYSER, 1993).
Além disso, a familia de receptores-§dmile bloqueia os canais de calcio e abrem os
canais de potassio, através do mecanismo da lsielrdd fosfolipidio, aumentando assim o
trifosfato de inositol (1) (Quadro 1).
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Quadro 1 - Propriedades e localiza¢gbes dos subtipds receptores dopaminérgicos

Tipo Dy Tipo D,
Distribuicdo  Papel Funcional
D, Ds D, Ds D,
Cortex Reatividade,
Humor +++ = ++ = +
Sistema Emocao, +++ + ++ +
limbico Comportamento
Estereotipado
Estriado Controle motor +++ + ++ + +
Hipotalamo Secrecao de - - <FF i -
ventral e prolactina
adeno-
hipofise
Vias efetoras tAMPc tAMPc |AMPc |AMPc | AMPc
e/outlPs e/outlP; eloutlPs
Acao Inibicdo Inibicdo InibicAo Inibicdo Inibicdo
pés- pos- pré- e pos pré- e pés pré- e pos-

sindptica sinaptica sinaptica sinaptica sinaptica

Fonte: RANG et al., 2007

Estudos tém demonstrado que a dopamina apresepaaamte papel nas desordens
afetivas através da regulacdo do humor (DAIL&Yal., 2004; MILLAN, 2004). De fato,
alguns estudos mostram que os metabdlitos da dopaestdo reduzidos no fluido
cerebroespinhal e no plasma de pacientes deprinf@ieE et al., 1992; MITANI et al.,
2006; SHERet al., 2006) e a administragdo de agonistas dopamim&rgielhora o humor
em pacientes bipolar (JIMERSON, 1987). Além disssta bem aceito que a eficacia
clinica de neurolépticos na mania estad relacionedim o bloqueio dos receptores
dopaminérgicos e que os estados depressivos teon rebrtados dentre os efeitos
colaterais de neurolépticos (JIMERSON, 1987). Oettidéncia importante € o fato de que
a administracdo de antidepressivos aumenta o migeddopamina no cortex frontal
(WILLIAN, 2004).

Alguns estudos mostraram que o tratamento de rgasiccom baixas doses de

sulpirida, um antagonista dos receptores dopanioe&dipo B, proporcionou um leve
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aumento na sensacado de bem-estar. Esta obsenad@qr relevante para a eficacia da
baixa dose de sulpirida como antidepressivo (DEIMPQO et al., 1990; RUTHERet al.,
1999) e que, provavelmente, sua acdo se deve gadionos receptores pré-sinapticos
dopaminérgicos do tipo ADs. (DRAGO et al., 2000; PAPP; WIERONSKA, 2000). No
entanto, em doses mais altas, a sulpirida perdgpec#icidade para os receptores pré-
sinapticos e passa a bloquear também os recejideiies pos-sinapticos, causando assim
depresséo (WILLNER, 2002).

Dessa forma, a sulpirida est4 sendo usada em asodelmais de depressao para
analisar o mecanismo de acédo de drogas antidegaegSWILLNER, 2002). Isso se deve
ao fato de que essa droga antagonizou os efeitdsigt@piona, agonista dopaminérgico
indireto, nos modelos do nado forcado e suspers@autla em camundongos (YAMADA
et al., 2004). Apesar da maioria dos estudos mostrarenvolvimento apenas do receptor
dopaminérgico B nos disturbios afetivos, alguns autores acredigam® o receptor D
também possua alguma participacéo. De fato, o anistg dos receptoresI5CH23390,
bloqueou o efeito antidepressivo da bupropionaestetdo nado forcado em camundongos
(YAMADA et al., 2004), sugerindo assim, também a participacaeceptor @ no efeito
antidepressivo de drogas.

1.2.3. Sistema serotoninérgico e depressao

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) tem siddescrito como um
neurotransmissor modulatério amplamente distribuido sistema nervoso central. Os
neurdnios serotoninérgicos estéo localizados nokeosida rafe e consistem em numerosos
e distintos grupos de neurénios do tronco cerepralestdo organizados ao longo da linha
média originando projecdes ascendentes e descesd€¢AtGMONDet al., 1999). Estes
ndcleos recebem aferentes de varias regides doir8Nado o cortex, hipotdlamo, nucleo
reticular, tronco cerebral e medula espinhal (ADHilal., 2002). Além da serotonina
foram também identificados nos nucleos da rafe iteis contendo outros

neurotransmissores incluindo norepinefrina, dopamercetilcolina, acido gama-amino-
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butirico (GABA) e substancia P. Os neurdnios da gadr sua vez, inervam praticamente
todas as regides do encéfalo, enviando axdéniosecais a areas do cérebro com funcbes
relacionadas (AZMITIA, 2001{Figura 5).

Figura 5 - Vias serotoninérgicas no cérebro

; Thal S
Striatum FUEACEAH

Cortex \_—c s
% f—')"u o S

\
\

X
Hypothalamus =

- | N
Amygdala and Roe.'t_lral Caudal - .
hippocampus rapne raphe To spinal
nuckel nuclei cord

—— Ascending raphe projections
—— Descending raphe projections

Fonte: Minneman; Wecker, 2005

A serotonina possui diversos receptores amplameistebuidos no organismo.
Esses receptores foram divididos em 7 familiaseegies: 5-HT; 5-HT,; 5-HTs3; 5-HTy; 5-
HTs; 5-HTe; 5-HT;. Com excec¢éo do receptor 5-klpertencente a familia de receptores
acoplados a canais i6nicos seletivamente permeawsisiio (N&), potassio (K) e célcio
(Ca™), os demais receptores estdo incluidos na supiigade receptores acoplados a
proteina G (metabotrépicos). Sua estimulacdo afatéas enzimas efetoras incluindo
adenilil ciclase, fosfolipase A e C e canais déooat especialmente canais dé&Cd”,
através da ativacdo de proteinas G especificasteaxino minimo 14 subtipos diferentes
de receptores serotoninérgicos que foram clonadoeddos de mamiferos (BARNES;
SHARP, 1999; RAYMONDset al., 2001). Alguns estudos mostram que alguns re=pto
serotonérgicos estdo envolvidos na depressao, quunexemplo, o receptor 5-hd, 5-
HT,azc € 5-HT; (CRYAN et al., 2005).
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A familia 5-HT; contém receptores que sdo acoplados negativaraeatienilil
ciclase e inclui os receptores 5-HT 1A, 1B, 1DelH-. O receptor 5-HJE foi o primeiro a
ser clonado e além de inibir a sintese de AMPc éamleva a hiperpolarizacdo da célula
através da ativacdo de canais de potassio. E€ptoecnos nucleos da rafe localiza-se em
terminais pré-sinapticos e atua como autorecepora®-dendritico enquanto nas areas
alvo dos neurdnios serotoninérgicos, como o hippoamsepto, amigdala, hipotalamo e
neocortex ele corresponde a heteroreceptores dadak em terminais pos-sinapticos
(LANFUMEY, 2000). O receptor 5-HE € expresso tanto em neurdnios serotoninérgicos
como nao-serotoninérgicos, atuando como auto-exdretceptores, respectivamente. Este
receptor esta distribuido em diferentes regidesSM&, como no globo pélido e na
substancia negra, onde encontra-se predominantenantnivel pré-singptico (SARI,
2004). O receptor 5-HF é conhecido por suas funcdes inibitérias atuandmoc
autoreceptor nos terminais serotoninérgicos (DELGEN-MEZA et al., 2002) inibindo a
liberacdo de serotonina na rafe mesencefalicachippo e cortex frontal (RAYMONIet
al., 2001).

A familia 5-HT, possui trés subtipos de receptores sendo elesfidados como 5-
HT.a, 5-HT2s € 5-HTzc. Eles atuam ativando a fosfolipase C aumentandovess de C&
intracelular. Os receptores 5SbiTestdo localizados em areas corticais, particulai@nso
cortex frontal, também estéo localizados no clanstmucleos da base e nucleo olfatorio
(BARNES; SHARP, 1999).

O receptor 5-HJ, como mencionado anteriormente, € um canal i6nico
seletivamente permeavel a ions"Ni" e Cd", sendo distribuido tanto centralmente em
grande concentracdo no corpo estriado, substaagia @ tubérculo olfatério e hipocampo
e indiretamente promovem o aumento da liberaca®Aleestriatal (WALSTABet al.,
2010).

Os receptores 5-HJ 5-HTs e 5-HT; estdo acoplados a proteina Gs a qual ativa a
adenilil ciclase. A familia do receptor 5-KEontém dois subtipos 5-Hi e 5-HTsg.

Acredita-se que o tipo 5-HJ esteja acoplado negativamente a adenilil ciclasgianto
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gue o 5-HFg esta ligado a outro sistema efetor ainda ndo mim caracterizado
(BARNES; SHARP, 1999).

A serotonina tem sido implicada na regulacdo deidatles que regem o
comportamento (JACOBS; FORNAL, 1999; WOODS®t al., 2012), apetite
(TRIFUNOVIC; REILLY, 2006; BELLO; LIANG, 2011), rino circadiano (JIANG al.,
2000), sonolvigilia (THASE, 2000) e fendbmenos ctgos como aprendizado e memoria e
processos autondmicos (McNAMARA; SKELTON, 1993gmlda regulacédo do estresse e
depresséo (STARRt al., 2012). A serotonina € um dos muitos neurotrarsomes que
participam do controle hipotalamico sobre a seareigghipdfise, participando da regulacéo
da secrecdo de hormdnio adrenocorticotrofico (AGTH)olactina e hormdnio de
crescimento (SIEGEL, 1999). No hipocampo, a 5-HTmewta oS receptores para
horménios glicocorticides os quais diminuem a esi@at de horménio liberador de
corticotrofina  (CRH) no hipotdlamo inibindo entdo estimulo do horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) da hipofise anteriorbs® as glandulas adrenais regulando
dessa forma a influéncia do estresse sobre o higuz§SOUTHWICKet al., 2005).

Por suas ac¢des, 0s neurbnios serotonérgicos egoeeEepao alvos para uma ampla
variedade de drogas, como antipsicoéticos, ansio$ifiantieméticos e antidepressivos. Por
exemplo, a buspirona, um agonista parcial dos temep 5-HTs, mas que também
apresenta baixa afinidade pelos receptores 5-Hdi inicialmente utilizada para o
tratamento da ansiedade, mas atualmente tem sidiicaga sua importancia para a
melhoria de diversas patologias como alivio dososias da depressdo, ataxia e fobia
social (LOANE; POLITIS, 2012). Além disso, os famoa mais utilizados para o
tratamento da depressao sao inibidores da recepti;&erotonina, como a fluoxetina e
paroxetina (AGUIARet al., 2011)

1.2.4. Sistema noradrenérgico e depressao

O locus ceruleus (LC), localizado na ponte, € um sistema de projegEneralizado

gue libera noradrenalina para todo o sistema nergestral. Os ax6nios deixam o LC em



36

diversos tratos, mas logo depois espalham-se parear praticamente todas as partes do

encefalo: todo o cortex cerebral, o tAlamo, o i@oho, o bulbo olfatério, o cerebelo, o

mesencéfalo e a medula espinhal (SALGA@Q@I., 2012) (Figura 6).

Figura 6 - Vias noradrenérgicas no cérebro
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Fonte: Minneman; Wecker, 2005

A manipulagdo do sistema noradrenérgico foi uma plaseiras ferramentas
relevantes adaptadas para a compreensdo dos eveokesulares para a regulacdo do
humor, desde a primeira observacdo empirica dangstraicdo da reserpina, apresentando
efeitos depressivos (BAUMEISTE® al., 2003). Acredita-se que a noradrenalina modula

o humor particularmente através da atividade dospteres inibitoriosx,-pré-sinapticos.

Uma vez ativados eles causdownregulation do tdnus noradrenérgico no SNC causando

depressdo. Estudos in vitro mostram que a NA modulransmissdo sinaptica e a
excitabilidade celular no cértex. Contudo, a NAregreefeitos inibitorios e excitatorios e
essas acOes distintas podem ser atribuidas addsreoncentracbes de NA liberadas
levando a ativacdo de diferentes subtipos de rexEptadrenérgicos especificos nos
circuitos-alvo (SALGADO et al.,, 2012). A NA liga-se a receptores adrenérgicos
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localizados pés-sinapticamente agsa, e 3 ou pré-sinapticamente aas e 3,. Todos 0s
receptores adrenérgicos trabalham através da ¢atereom proteinas G. Os receptoBes
estimulam a adenilato ciclase e aumentam os niveecelulares de AMPc, o recepiwy
causa liberacdo de Caintracelular, via fosfolipase C e a ativagido deseptoresas
diminui a atividade da adenilato ciclase (LIUKAITIEZ05; SVOBODAet al., 2004)

Os receptores adrenérgicos que medeiam acdes rdaakla e noradrenalina
podem ser encontrados perifericamente e centradmeND SNC humano e de
camundongos, sao encontrados no hipocampo (SZ&T 2004; 2005). O receptor, em
camundongos, € encontrado em regides cerebraidvefasono processo de informacdes
sensoriais e no controle de atividades motoras aciemais relacionadas, com 0s nucleos
acumbens, caudado e putamen, tubérculo olfatépto dateral, hipocampo, amigdala e
cortex frontal (HOLMBERGet al., 2003).

A noradrenalina tem sido relacionada ao controle d&senvolvimento da
plasticidade, ao estado de despertar e ao cicloo-ggilia. O funcionamento
noradrenérgico alterado tem sido implicado em digt8 como o transtorno do déficit de
atencédo e hiperatividade (TDAH), depressao, ande@arecuperacao apos leséo cerebral
traumatica (TIMMONSet al., 2004). Certos componentes do sistema noradreoérgi
parecem estar envolvidos com excitacdo e medo,aat@uoutros, em conjunto com
componentes mesolimbicos dopaminérgicos, com nydtiva prazer. Assim, a ansiedade e
a perda de prazer caracteristicas da melancolia a@lepressdo atipica podem estar
relacionadas a desregulacdo do sistema noradreo¢8CHILDKRAUT, 1965; KANDEL
et al., 2000; KALIA, 2005; YUDOFSKY; HALES, 2006).

O receptora, estad desregulado na depressdo maior, onde osesciém maior
densidade deste receptor que os controles norrGAMRGUIS et al., 1999). Achados
obtidos com uma substéncia ligante agonista saletiproteinas G em cérebros de pessoas
com depressdo que cometeram suicidio comparados@atnoles sem depresséo sugerem
o envolvimento desses receptores na patogénesesumbob do humor (GONZALEZ-
MAESOet al., 2002).
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Estudos com psicofarmacos tém possibilitado, tamlaéguns achados relevantes a
cerca do funcionamento dos receptores de neuratissres cerebrais. O lento inicio do
efeito das drogas antidepressivas parece refléémpo requerido para o desenvolvimento
de mudancas adaptativas com a dessenssibilizacgioautorreceptores pre-sinapticos
controlando a liberacdo de neurotransmissores.uBasqom o antidepressivo reboxetina,
inibidor seletivo da receptacdo de noradrenalima, gxemplo, indicou que o tratamento
cronico aumenta marcadamente o efeito da reboxe@naoradrenalina extracelular no
hipocampo dorsal de ratos e que este efeito padsesendéario a dessenssibilizacdo dos

op-adrenérgicos hipocampais (PARIdtIal., 2005).

1.3 Estresse e depresséao.

A depresséo € uma doenca complexa cuja etiologigsia totalmente esclarecida,
uma vez que a hipétese monoaminérgica ndo explighrtente a patogénese dos disturbios
do humor, mas acredita-se que pode estar rela@donath fatores endoégenos, como
alteracbes genéticas ou, na maioria dos casosjadalas com fatores ambientais, sendo

um dos mais importantes, o estresse (PAULEi@l., 2009).

O termo estresse foi empregado pela primeira vezHams Selye (1936) para
descrever uma ameaca real ou potencial a homenstasialmente, além dos fatores
fisicos, os fatores psicologicos, como novidademblemas sociais, também sdo aceitos
como agentes estressores capazes de induzir aksr@apmportamentais e fisioldgicas
significativas (JOC/Aet al., 2003; PAULINOet al., 2009).

O estresse é capaz de estimular a liberacdo dodh@neortisol pela glandula
suprarenal através da estimulacdo do eixo-hipotetémpofisario-adrenal (HHA). O
cortisol permite a preparacdo do organismo parafidssfisiolégicos ou ambientais e €
importante para a consolidacdo da resposta acsesirBo entanto, a persisténcia e/ou a
intensidade exagerada do estresse, bem como aaatage do organismo em atenuar a
sua exacerbacdo, podem tornar o eixo HHA hipeuwgatom prejuizos potenciais ao
organismo (KRISHNAN; NESTLER, 2008; SAVITZ; DREVET2009).
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A ativacdo do eixo HHA pelo estresse gera um aumneatliberacdo de cortisol

gue, em altas concentracdes, atua em areas cerehxalvidas com a depressdo, como o
hipocampo, que tem como fungéo exercer uma acdetamlimentacdo negativa sobre o
eixo. No entanto, como o nivel de cortisol est&ade ocorre uma dessenssibilizacdo dos
receptores de glicocorticoides no hipocampo impkmlio controle. Assim, a influéncia do
cortisol sobre esta area cerebral especifica lexgentos neurotdxicos nesta regido, com a
producdo de radicais livres levando ao dano cdrebvadenciado pela diminuicdo da
neurogénese e diminuicdo da ramificacdo dendripicadispondo ao desenvolvimento da
depresséo (NESTLER al., 2002a; FUCHS, 2007).

Inimeras linhas de pesquisa revelam uma estrem@x80 entre a excessiva
ativacdo do eixo HHA e a depressao. Por exemplomacde metade dos pacientes
deprimidos apresentam hipercortisolemia e ritmi&ado cortisol interrompida
(SACHAR; BARON, 1979) que pode ser revertida peldaimento com antidepressivos
(HOLSBOER, 2001). Além disso, existem evidénciasadmento dos niveis de fator de
liberagéo de corticotripina (CRF) no fluido ceredspinhal, do aumento do cortisol livre na
urina e da diminuicdo da supressao do cortisolnptiso apdés a administracdo de
dexametasona em pacientes deprimidos (NESTEE&., 2002a; SOUTHWICKet al.,
2005). Em pessoas saudaveis a administracdo demd&sona suprime o horménio
adrenocorticotropico (ACTH) e a liberacdo de cottipela ligagdo aos receptores de
glicocorticoides por retroalimentacédo negativa. Enientes deprimidos, se a supressao do
ACTH pela dexametasona esta diminuida, a normd@agorre durante um tratamento
eficaz com antidepressivos (GREDENal., 1983; HOLSBOERet al., 1982). Estudos
mostraram que em pacientes com a sindrom@udaing, desordem marcada cronicamente
pelos altos indices de cortisol no plasma, freqmahte apresentam altos indices de
depressdo (SONINO; FAVA, 2002) criando um forteuangnto para a influéncia da
desregulacdo do sistema de estresse e 0 desensolwirdo estado depressivo. Além
desses relatos existem outros inimeros traball®segportam que os sintomas depressivos
devem estar relacionados a mecanismos adaptatmosegposta a ameacas e fatores
estressantes (PRICEet al., 1994; NESSE, 2000, 2004; WATSON; ANDREWS, 2002;
ALLEN; BADCOCK, 2003, 2006; HAGEN, 2003; GILBERT, 0R6; HORWITZ,
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WAKEFIELD, 2007; ANDREWS; THOMSON JR., 2009; NESSE;LSWORTH, 2009,
PRICE, 2009).

E baseado nessas informacdes que pesquisadorastiliégado modelos animais,
tais como o nado forcado ou suspensao da cauda, feoramentas farmacologicas, atraves
da pré-exposicdo a evento altamente estressanteescapavel, na avaliagdo do
desenvolvimento de alteragbes comportamentais,oldgicas, neuroquimicas e
antioxidantes (JOCAst al., 2003), uma vez que o nado forcado também é acdpaerar
estresse oxidativo ao aumentar a producédo de radicaes, podendo contribuir também
para gerar danos neuronais e induzir depressacaDiesma, € necessario também
investigar se esses modelos sdo capazes de inekirgsse oxidativo e, dessa forma,

identificar novos alvos terapéuticos para o tratemea depressao.

1.3.1 Espécies reativas derivadas do oxigénio (ER®} depressao

1.3.1.1 Radicais livres e mecanismos de defesa aniilante

Os radicais livres tém sido implicados na toxidelde numerosos agentes quimicos
e na patogénese de muitas doencas, tais como ddeflaanatérias, doenca de Parkinson,
de Alzheimer e epilepsia, dentre outras. A listesde doencas € cada vez maior e iSso se
deve, pelo menos em parte, ao fato de que essasutad reativas podem produzir a maior
parte das alteracdes teciduais identificadas emgrarale variedade de processos danosos.
Muitas dessas alteracdes, porém, podem ser comsrgi@ndo causa do dano (KEHRER,
1993).

Radicais livres sdo moléculas que possuem um os eb@irons desemparelhados.
Em geral, séo instaveis e tém vida muito curtaidiea natureza livre de seus elétrons, que
os tornam hébeis a reagir com diversos compost@dvos celulares, de modo a obter uma

maior estabilidade quimica conferida pelo emparetirdo de elétrons. Essas moléculas
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causam danos teciduais por interagirem com cardtoisiracidos nucléicos (DNA), lipidios
e proteinas (HALLIWELL, 1994).

Por sua elevada reatividade, os radicais livrespddos a partir de transferéncias de
elétrons, podem reagir e formar uma série de espéeativas, como as especies reativas
do oxigénio (ROS) e, quando nao neutralizadas, rmpotevar ao estresse oxidativo,
exacerbar a inflamacé&o e promover dano tecidualirBeesses radicais estdo as especies
reativas do oxigénio (ROS), como o superoxide YOradical hidroxila (OH; radical
peréxido (ROO e o peréxido de hidrogénio £8,); bem como as espécies reativas do
nitrogénio (RNS), como o éxido nitrico (NO) e o @anitrito (ONOQO) e espécies reativas
do cloro (RCS) como o acido hipocloroso (HOCI) (MES et al., 2006).

Essas espécies quimicas sdo abundantes na napnedazidas normalmente no
metabolismo celular e encontradas no meio ambiebé® facilmente formadas com
exposicao excessiva a luz solar, poluicdo, aldaskticidas, radiacdo, exercicio intenso,
etc. No entanto, existem sistemas enzimaticosadéintes protetores, como a superoxido
dismutase (SOD), a catalase, a glutationa redugdaéationa peroxidase e redutase, e
sistemas nao-enzimaticos, que neutralizam os iadlcaes, como a vitamina E, a
vitamina C, dentre outras substancias capazesateanou reduzir a formacéo dos radicais
livres (MOSLEYet al., 2006).

A catalase € uma hemeproteina citoplasmatica gakseaa reducéo de peréxido de
hidrogénio em agua e oxigénio (SCO#@Tal., 1991). Pode ser encontrada no cérebro, no
sangue, medula éssea, mucosas, rim e figado. 8udadé é dependente de NADPH
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). As glutationa peroxmks (GSH-Px) sao as principais
enzimas responsaveis pela remoc¢ao de peroxidaldegBnio gerado pelas SOD no citosol
e mitocdndria e perdxidos organicos para seus smorelentes alcodis, a custa da
conversdo da glutationa reduzida (GSH) a glutatiormlada (GSSG) (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). Elas promovem a reducéo dgdf] a custa de GSH, para formar
GSSG e agudH(GURA 7).
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Figura 7 — Integracéo dos sistemas de defesa enzimés
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A glutationa (GSH, Ly-glutamil-L-cisteinil-glicina), um tripeptideo foraglo por
residuos de glicina, cisteina e acido glutamicastexem concentragcdes milimolares em
todas as células humanas e desempenha outros pgpéisnente importantes no
metabolismo de xenobidticos e na sintese de leanos (HALLIWELL, 1994). A GSH
pode ser considerada um dos agentes mais impa&@otEstema de defesa antioxidante da
célula, protegendo-a contra a lesdo resultantexgasgdo a agentes como ions ferro,
oxigénio hiperbarico, radiacdes ionizantes e lumvioleta (FERREIRA; MATSUBARA,
1997). Além disto, diminui a suscetibilidade a tes&nal decorrente da isquemia e
reperfusdo; atua como transportadora e reservatérsteina e participa da detoxificacéo
de agentes quimicos e da eliminacdo de produtdipaj@eroxidacdo. Pode ser requerida,
ainda, para a sintese de DNA, de proteina e denalgprostaglandinas (SHA# al.,
1990).

O dano oxidativo ocorre nos organismos celularesddeao desequilibrio entre a
producdo dos radicais livres e as defesas antiotadacelulares. Através da respiracdo
celular normal ou da respiracdo mitocondrial dedextp, grandes quantidades de ROS
podem ser produzidos e desencadearem efeitos ridmet® delicado equilibrio neuronal

do SNC. O estresse oxidativo esta realmente ingicamo sendo a principal causa da
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injaria neuronal em varias doencas neurolégicadyiimdo a depressdo (MUSTA# al.,
2010).

Alguns dos mais destrutivos radicais livres geradosorganismo derivam do
oxigénio (Q). Entdo, a molécula mais importante para a magéteda vida pode tambéem
provocar danos celulares, podendo levar a destruie&rgaos e do préprio organismo. O
acumulo dos danos ao longo da vida causados poécuiat vitais em 6rgdos esta
relacionado ao envelhecimento e ao desenvolvimdmboencas relacionadas com a idade
(NICHOLLS, 2008).

O radical superéxido () é o produto da adicdo de um elétron a molécula de
oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Muitas maobéilas bioldgicas como, por
exemplo, a hemoglobina, miogobina, catecolaminalgens constituintes dos sistemas de
transporte de elétrons mitocondriais (TURRESI., 1985) e microssdmicos (JAKOBY;
ZIEGLER, 1990) reagem com o,@onvertendo-o em £. Adicionalmente, fagécitos
ativados (neutréfilos, monécitos, macréfagos e reddos) geram o @ em grande
guantidade, com a finalidade de destruir microosyaas estranhos ao organismo. Esse
mecanismo de protecdo natural pode tornar-se nois@rocessos de inflamacao cronica
(MOSLEY et al., 2006).

O radical hidroxila (OH é a espécie de oxigénio mais reativa em sistemas
biolégicos; age rapidamente no local em que é middyu sendo potencialmente capaz de
causar alteracdes nas bases purinicas e pirimagirigvando a inativacdo ou a mutagéo do
DNA, inibir diversas proteinas (constituintes dasmmbranas celulares e enzimas) através
da oxidacdo dos seus grupamentos sulfidrila (-Siprates dissulfeto (-SS) e iniciar a
peroxidacdo de lipideos, especialmente acidos graatiinsaturados de membranas e
lipoproteinas (MOSLE}t al., 2006).

Radicais do tipo hidroxila sdo gerados nos sisteni@égicos principalmente por

radiacdes ionizantes e através da reacdo que envolv metal de transicdo, o radical
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superoxido e o peréxido de hidrogénio. Devido a@o &or de adgua das células, sua
exposicao as radiacOes ionizantes (raios X e gguodg resultar na formacdo do radical
hidroxila, através do processo de radidlise da agtaLLIWELL, 1994). Os ions
metalicos (de ferro ou cobre) possuem a habilidblenover elétrons, o que constitui a
base para a iniciacdo e propagacdo de muitas deSesede radicais livres mais nocivas.
Assim, o OH é formado pela interacdo entre um fon metélicd'JFe O~ e 0 HO,, de

acordo com a seguinte equacao:
FEF+0 — FE+ O

B, — F&+OH +OH"
doéo de Fenton)

O H,0O, ndo é especialmente toxico, a menos que estegtasnconcentracdes nas
células. Outra caracteristica dessa molécula éetpupossui a capacidade de se difundir
rapidamente através das membranas celulares podemtdo se distribuir por sitios
distantes dos quais ela foi gerada. Além dissopreaenca de metais de transicdo, mais
comumente o P& mas também o Gl o H:0, é reduzido & radical hidroxil (OHvia
reacoes de Haber-Weiss ou Fenton (NICHOLLS, 2008).

Essa via de producdo do Olem sido bastante estudada, embora o seu papel
patolégico ndo esteja bem definido, a existénciprdeeinas de transporte para o ferro e o
cobre, utilizadas pelas células para minimizaresgmca de ions metélicos livres, indicam
gue tais reacdes podem ser prejudiciais para @sr&s bioldogicos (MOSLE¥ al., 2006).

O oxido nitrico (NO) funciona como um mensageirtracelular de producéo
endogena que desempenha um importante papel eimaprahte todos os sistemas do
organismo (EISERICHt al., 1998), embora exerca diversas funcdes fisiodsgideis, em
excesso pode ser nocivo. Em determinadas condigdd® e o Q@ podem interagir,
resultando em um produto muito téxico, o peroxitaittONOO):

O;"+ NO' - ONOO
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O peroxinitrito (ONOO € capaz de reagir prontamente com diversas nakécu
proteinas, lipideos, carboidratos e &cidos nudgidanificando-as. Além disso, seus
provaveis produtos de decomposicado, ‘OHioxido de nitrogénio e outros, possuem
semelhante potencial deletério, consequentememtgjcadade do NO pode ser explicada,
pelo menos em parte, por sua reacdo com 0 O aumento da producdo de ONQ@EN

sido associado a diversos processos patologicosN@ al., 2002).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveisd@a @as ROS, porém a
membrana é um dos mais atingidos, em decorréncjerxidacao lipidica, que acarreta
alteracbes na estrutura e na permeabilidade dadraeas celulares. Consequentemente,
h& perda da seletividade na troca ibnica e liberaigh conteldo de organelas, como as
enzimas hidroliticas dos lisossomas, e formacao pamlutos citotoxicos (como o
malonildialdeido - MDA), culminando com a mortelwdal. A peroxidacao lipidica também
pode estar associada aos mecanismos de envelh&ginten céncer e de doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Parkinsom Aesno na formacgao das ROS, nem
sempre 0s processos de peroxidacdo lipidica sgadpmiais, pois seus produtos sao
importantes na reacdo em cascata a partir do aeidmdonico (formacdo de
prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflaiaatdodavia, o excesso de tais produtos
pode ser lesivo (NAKAMURA; LIPTON, 2009).

Um dos processos oxidativos mais amplamente estadacgquele onde ocorre a
quebra dos lipidios das membranas celulares em@af@o do radical peroxil (LOD Este
processo, chamado de peroxidacgéao lipidica, € eatremte complexo e lesivo. Uma vez
iniciado, pode ser propagado, ja que o radicalqilefmrmado pode reiniciar o processo, e
este pode ocorrer indefinidamente. A lipoperoxidagd uma reacdo em cadeia,
representada pelas etapas de iniciacdo, propagac@wminacdo. Estas etapas estéao
apresentadas nas reacdes seguintes, onde L répresgidio:

LH + OH (ou LO) ——> I+ H,0O (ou LOH) (Iniciag&o)
L'+ 0O, ——> LOO (Propagacao)
LH + LOO”" ——> [+ LOOH (Propagacéo)
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LOO + L' ——> LOOL (Terminagao)
LOO" + LOO ——> LOOL + Q(Terminagéao)

A reacdo inicia-se com o0 sequestro do hidrogéniaado graxo poliinsaturado
(LH) da membrana celular. Tal sequestro pode s#izeelo pelo OHou pelo LO (radical
alcoxila), com consequente formacdo do(tadical lipidico). Na primeira equacdo de
propagacdao, o ‘Lreage rapidamente com @,@esultando em LOQradical peroxila), que,
por sua vez, sequestra novo hidrogénio do acidmgalinsaturado, formando novamente
0 L" na segunda equacao de propagacdo. O términoageigxidacdo ocorre quando 0s
radicais (L e LOQ) produzidos nas etapas anteriores propagam-sefoatéarem
complexos mais estaveis (NAKAMURA,; LIPTON, 2009).

Vérios estudos ja comprovaram que os ROS poderasesa ou consequéncia de
doencas humanas associadas ao estresse oxidativass®, antioxidantes naturais e
sintéticos tém sido recomendados para o aliviostd@Es e sintomas destas doencas e até
mesmo, para bloquear sua evolugcao (NAKAMURA,; LIPT,QRO09).

Os antioxidantes podem atuar em diferentes aspeetgsotecdo dos organismos
contra os radicais livres. O primeiro mecanismodeéesa contra os radicais livres &
impedir a sua geracdo, principalmente através ibicéio das reacbes em cadeia com 0s
ions metdlicos (ferro e cobre). Os antioxidantegeser substancias capazes de inativar
os radicais livres gerados pelo metabolismo celolapor fontes exdgenas, impedindo o
dano aos lipideos, as proteinas, aos acidos gea&80sDNA, evitando assim as les6es aos
constituintes celulares e a consequente morteetdNAKAMURA,; LIPTON, 2009).

Os compostos antioxidantes podem ter origem en@@emo as enzimas catalase,
superoxido dismutase e a glutationa, ou serem exdgerovenientes, por exemplo, da
dieta. Muitos estudos destacam os tocoferois (wiarg), o acido ascoérbico (vitamina C),
o selénio, os carotendides e principalmente osfepdlis, que tém sido amplamente
estudados nos ultimos anos, principalmente porirémb a peroxidacdo lipidica e a
lipoxigenase (EL-AGAMEYet al., 2004; OMONI; ALUKO, 2005).
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1.3.1.2 Estresse oxidativo e depresséo

A exposicdo ao estresse pode induzir diversadqogds psiquiatricas, incluindo a
depressdo (de KLOETt al., 2005). Alteracdes na biologia oxidativa estdodsen
reconhecidas amplamente como rota critica do damo apvolve a fisiopatologia das
doencas psiquiatricas induzidas pelo estresse (BERK7). O aumento do estresse
oxidativo ocorre na depressdo maior como evidencipdla deficiéncia de defesas
antioxidantes no plasma em associacdo com o aungienfoeroxidacéo lipidica nesses
pacientes (OZCANMt al., 2004).

A depressdo € considerada um problema médico umajwe 0s pacientes que
apresentam esse distirbio estdo em risco aumerdad@adquirir doencas graves.
Recentemente, estudos mostraram o estreito retanemo entre a depressao e o dano
oxidativo do DNA (MUSTAKet al., 2010). A depressao € caracterizada pela ativdgao
resposta inflamatéria com o aumento da producaaeitdeinas pro-inflamatérias. Essas
citocinas e as substancias reativas de nitrogénmxigénio induzidas por citocinas
aumentam a injuria do tecido e a peroxidacdo kIdDANTZER et al., 2011). As
espécies reativas de nitrogénio e oxigénio corgribyara o dano no tecido e lesdo do
DNA ao reagir com biomoléculas como os lipidios HFEBMANN et al., 2010) proteinas e
acidos nucleicos (van BERL@t al., 2010). Além disso, o estresse psicolégico, que
acompanha a depresséao severa, é capaz de aumpatakidacao lipidica (YAGERRt al.,
2010).

Além disso, nas desordens do humor, o estressatixidengatilha ou exacerba
inUmeras rotas de danos como a disfuncdo mitoandiesregulacdo da homeostase do
calcio (AMOROSO e al., 2000), interrupcdo dos caminhos energéticos
(PAPADOPOULOS et al., 1997), danos nos precursores neuronais, impetbhmea
neurogénese (KROEMER, 1997) e inducdo de eventosinddizacdo na morte celular
apoptotica (CREAGANet al., 2002). Esses eventos contribuem significativamerd
fisiopatologia das desordens depressivas, comeresi@do pelas alteracbes morfologicas
(atrofia) no cérebro caracteristicas da depressdiozida pelo estresse (COTTERal.,
2002).
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Para contrabalancear esses danos, existem varicanis®os de defesa
antioxidantes no cérebro que neutralizam os efalmsosos das espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio. Contudo, com a depressd®rda da eficiéncia dos mecanismos de
defesa antioxidantes e as alteracdes do sisterndodeas pro-inflamatérias resultam no
aumento da formacdo de radicais livres devido wagdio de células fagociticas (KIM;
KIM, 2010). Além disso, as espécies reativas poutetluzir dano neuronal via deplecéo do
sistema antioxidante ndo-enzimatico no cérebro GASDSet al., 2011) e diminui¢cdo da
atividade das enzimas antioxidantes como a glutat®transferase, glutationa peroxidase,
catalase e superoxido dismutase (LESGARDS., 2011).

Sabe-se que drogas antidepressivas tém apresesupdo regulacdo da expresséo
génica e aumento da atividade de uma importanienanmeeuroprotetora antioxidante como
a superoéxido dismutase (KOLL4 al., 2005). Baseado nesses achados, deve-se esperar
gue drogas antidepressivas possam atuar tambémutos alefensores antioxidantes,
devido aos inUmeros mecanismos antioxidantes exéstealém da SOD, podendo ser Uteis

em contrabalancear os efeitos deletérios produzidosubstancias reativas do oxigénio.

1.4 Areas cerebrais envolvidas na depress&o.

Por muitos anos os disturbios depressivos tém mathrionados diretamente a
anormalidades nos sistemas de neurotransmissdoamorérgica. Atualmente, € aceito
gue esta condicao patoldgica é caracterizada péurtas alteragdes na estrutura, funcéo e
responsividade cerebral (BERTON; NESTLER, 2006; THNGER; DUMAN, 2008).
Consequentemente, pacientes deprimidos apresemtaringapacidade em se adaptar ao
ambiente e podem estar mais vulneraveis a desafipsexperiéncias estressantes.
Geralmente, os padrées de mudancas metabolicastelas episddios de depressdo maior
sugerem gque determinadas estruturas que apresanigmapel fundamental nas respostas
de estresse (hipocampo) e areas que modulam oemnd expressdo emocional sao
atingidas (cortex pré-frontal subgenual) (DREVEDRB01). A ativacdo patologica de
determinadas areas cerebrais € acompanhada deatidadas estruturais. Dessa forma,

analises de neuroimagempest-mortem de pacientes com depressdo revelam mudancas
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estruturais na regido limbica e frontal, incluir@ldipocampo, estriado, amigdala e cortex
pré-frontal (DREVETS, 2000; 2001; JARACZ, 2008).

O hipocampo € a regido mais extensivamente estut@adontexto da depresséo e
os resultados encontrados sugerem que reducdeslumer hipocampal estdo associadas
com o disturbio depressivo. De modo interessarggugnos volumes hipocampais tém
sido mais comumente encontrados em pacientes gesesparam diversos episodios de
depresséo quando comparados com aqueles em remissf@ estavam em seu primeiro
episodio (CAETANO et al., 2004; FRODL et al., 2004, 2006; JARACZ, 2008;
LORENZETTI et al., 2009). Isto sugere que a reducdo do volume hippah esta
relacionada com a severidade da doenca (McQU&REN, 2003).

De modo semelhante, existem relatos consistentgs@&a reducdo no volume do
cortex pré-frontal em pacientes com depressao, céispate no cortex pré-frontal
dorsolateral, orbitofrontal e subgenual (KONARS#I al., 2008). Além dessas duas
regides, estudos mostram que a exposi¢cdo ao esinéssso pode levar a morte de células
neuronais no corpo estriado, incluindo o caudagmtamen. Além disso, a reducao do
volume estriatal tem sido relatada em estudos demas com depressdo maior e dentre
esses cerca de 72% n&o responderam ao teste éassigocom dexametasona (HAYNES
et al., 2004).

Essas regifes séo parte do circuito limbico-cétaé@mico que apresenta um papel
integral no processo cognitivo e emocional (SOARE&NN, 1997). O fato de todas
essas regides, em algum grau, funcionarem patelogiste na depressdo da suporte a um
modelo neural de depressdo no qual a disfuncdedetgnminadas areas que modulam ou
inbbem o comportamento emocional pode resultar emnif@stacdes emocionais,

motivacionais, cognitivas e comportamentais daeksgaio.

O estresse tem sido implicado em algumas mudargiametricas no cérebro de
pacientes deprimidos. Mais especificamente, temr&@gdortado que a desregulacao do eixo

HHA e as mudancas subsequentes na secrecdo deodiicbides podem resultar em
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ambas, remodelacao reversivel e morte celulardrséel, em regides limbicas e frontais,
gue pode resultar em mudancas volumeétricas e sudsiegfuncionamento patoldgico visto
em pacientes com depresséo (DREVETS, 2001; McEVZ2BN7; SAPOLSKY, 2000). De
modo relevante, o hipocampo, o cortex pré-frontal eorpo estriado expressam ambos
receptores de mineralocorticéides e glicocorticeidernando-se alvos da acéo do cortisol
e, portanto, particularmente susceptiveis a atroferonal induzida pelo estresse
(HERMAN et al., 2003, 2005; MITRA; SAPOLSKY, 2008).

1.5 Plantas medicinais e acéo sobre o SNC

Os produtos naturais, notavelmente os originadospldetas, tém sido uma
importante fonte de agentes terapéuticos, muitssydais se constituem em modelos para
a sintese de um grande numero de farmacos (CALIXDOD5). Dessa forma, as plantas
medicinais tornaram-se o grande alvo das indudstaiasacéuticas e institutos de pesquisa

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

Assim, a procura por novos compostos isolados aetgd com acdo no SNC tem
aumentado muito nas ultimas décadas. Varias foghatacom extratos de plantas usados
como ansioliticos, antidepressivos ou na melhoraamicdo, como erva de Sdo Joao
(Hypericum perforatum), ginseng Panax ginseng), kava Piper methysticum), gingko
(Gingo biloba), valeriana VYaleriana officinalis) foram introduzidas na préatica médica,
depois de estudos comprovando sua eficdcia e segum para 0s quais ja existem
numerosos ensaios clinicos randomizados e cont®I@dNDE et al., 2011). Mas pouco
se estudou no tocante a plantas da flora brasilemano por exemploMatricaria
chamomilla, Passiflora incarnata, Erythrina velutina, Protium heptaphyllum, Aniba
riparia, entre outras. Os compostos ativos isolados detsaiss, muitas vezes se mostram
bastante similares com o de drogas alopaticas sisdiiécamente, necessitando de mais
estudos para avaliacdo da seguranca e assim watem@is pesquisadores e investidores a
alavancar a pesquisa clinica desses compostos cobjetivo de fortalecer o uso de

fitoterapicos e aumentar o nimero de farmacos dispis.
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A idéia primordial na indicacdo do uso de fitotécdp na medicina humana néo &
substituir medicamentos registrados e ja comezeidtis, mas sim aumentar a 0opc¢ao
terapéutica dos profissionais de saude ofertanddicamentos equivalentes, também
registrados, talvez mais baratos, com espectra;@e mais adequados e, com indicagbes
terapéuticas complementares as medicacles exstends sempre em estrita obediéncia
aos preceitos éticos que regem o emprego de xdiasi§produto estranho ao organismo

humano, nele introduzido com finalidades terapésjioa espécie humana.

Para contribuir com a pesquisa de substanciasde®lde plantas com acdo no
sistema nervoso central, este estudo visa investigdeito antidepressivo de riparina Il

(riplll), isolada da plant&nibariparia (Nees) Mez, da familibauraceae.

1.6 A Familia Lauraceae

As plantas da familia Lauraceae tém distribuicAotrpaical, sendo bem
representadas na América, Asia tropical, Austrlidadagascar, e pouco expressivas no
sul da Africa, possuindo 2.500 espécies subordmad®0 géneros (ROHWER, 1986;
WERFF & RICHTER, 1996). No Brasil, ocorrem 19 géee cerca de 390 espécies que
habitam, em sua maior parte, as florestas pluaaiambém as restingas e os cerrados
(BARROSO, 1978). Sédo arvores e arbustos encontradss florestas tropicais e

subtropicais com casca, folhas verdes e frutos.

Os principais géneros incluefmiba (40 spp.)Ocotea (300-400 spp.)Persea (150
spp.),Cinnamomum (250 spp.)Litsea (400 spp.)Neolitsea (80 spp.).Lindera (100 spp.),
Laurus (2 spp.) €Cryptocarya (200-250 spp.) (EVANS, 1996). Algumas espécies sitn
utilizadas pelas industrias para a fabricacdo dersibs produtos, porém, a maioria das
espécies tem seu uso restrito as comunidades itrag@ic que detém o conhecimento

empirico da utilizacdo dessas plantas.
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As Lauraceae destacam-se entre as demais fanglesym importancia econémica

gue é conhecida desde os tempos remotos, atrawkscdmentos da China de 2800 a.C.,
onde ja era empregado o 6leo@anamomum camphora e de outras espécies do género na
medicina (SANGIRARDI JR., 1984). As folhas deurus nobilis, o loureiro, eram

utilizadas pelos antigos gregos e romanos paraecoigihar coroas, com as quais se
homenageavam guerreiros e atletas vitoriosos,ae estire os condimentos conhecidos da
culinaria de todo o mundo. O produto alimenticiasm@mercializado em quase toda a
América é o fruto dePersea americana, 0 abacateiro, do qual também se extrai, do

mesocarpo e da semente, o 0leo para a fabricagémsdeticos.

Atualmente, o potencial econémico das espéciesadassilia € usado na culinéria
(Persea americana, P. gratissima, Laurus nobilis), em marcenariad. organensis, Aniba
firmula, A. terminalis) e construcdo civil Qcotea acutifolia, O. acyphylla, O.
catharinensis), na fabricacdo de papeDdotea puberula, O. elegans), na industria de
perfumaria e na industria quimicA. foseadora, A. carnellita, A. parviflora) e, ainda, na
medicina popular @cotea aciphylla, O. spectabilis, O. pulchella, O. teleiandra, Laurus
nobilis e Aniba riparia) (MARQUES, 2001). Essa importancia econOmica q@e a
Lauraceae apresentam e a inexisténcia de progefetass de manejo florestal sdo alguns
dos fatores que colocam sob perigo de extingioalarrparte de suas espécies (ARAUJO,
1994).

1.6.1 Aniba riparia (Nees) Mez

Aniba € um género que compreende cerca de 40 espécabudstos e arvores de
planicie, com o centro da sua diversidade na Amaznas Guianas, podendo estender-se
para os Andes, as montanhas do norte da Venezuetdeee sul do Brasil (CASTELO-
BRANCO et al., 2000).

Uma de suas espéciesh@iba riparia (Nees) Mez é conhecida popularmente como
“louro”, “louro-faia” ou “pau-rosa” (MARQUES, 2001)Essa planta apresenta folhas

cartaceas, foscas em ambas as faces, reticulaggmlaala, ramos de 3 mm de espessura,
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marrons e lenticelados, peciolo canaliculado, essg@o na base e gema terminal menor
gue 4 mm (VICENTINI et al., 1999} (GURA 8).

O estudo quimico das cascas do caulédudiéa riparia revelaram a presenca de
alguns flavondides, benzilbenzoatos e benzalddielBRNANDES et al., 1978; FRANCA
et al., 1976). Além disso, o estudo realizado panbBsa-Filho e colaboradores (1987), com
o fruto verde da planta, mostrou a presenca degrarale variedade de substancias, cujas
principais sdo neoglicanas, benzilbenzoatos, fidaikeinas (O-metil-tiramina) e alguns
alcaldides, mais especificamente alcamidas (féaieidas de acido benzoico).
Figura 8 - Aniba riparia (Nees) Mez.

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

As alcamidas naturais constituem uma classe e$pbrialcaldides contendo uma
funcdo amida restrita a poucos representantestaneena (CATAO et al., 2005). Do ponto
de vista biogénico, as alcamidas representam uasaecldistinta de produtos naturais que
se forma ao serem conjugadas nas diferentes ro&tabdlicas, sendo, portanto,
metabdlitos secundarios, cuja estrutura geral iggnarda condensacédo de um acido graxo
insaturado e uma amina, formando assim, uma araidanjida) (HOFER et al., 1986).

O grupo funcional amida € ubiquo; encontra-se etostcos organismos Vvivos
constituindo as unides peptidicas, isto €, umaoueidre os aminoacidos para a formacao
da estrutura primaria de uma proteina, base fuatida vida. As amidas como produtos
naturais, por outro lado, ndo séo tdo abundaneenkanto, as alcamidas séo consideradas
compostos bioativos, isto €, uma pequena quantidadees compostos apresenta uma
resposta notavel nas células receptoras (TORRESAMEZ, 2001).

As alcamidas podem ser formadas a partir de fdail@has naturais, como a
tiramina e a dopamina, com acidos organicos. Amima tem sido freqlentemente
encontrada em conjugados formando alcamidas emmalgplantas, como por exemplo, ha
forma de N-trans-coumaroil-tiramina na espéeiper sanctum (MATA et al., 2004), na
forma de N-feruroil-tiramina nRiper argyrophylum (SINGH et al., 1996) e na forma de N-
benzoil-tiramina n&niba riparia (BARBOSA-FILHO et al., 1987), além de seus anango

Do fruto ndo maduro da plantiba riparia foram isoladas algumas alcamidas,
como por exemplo, o éter metilico de N-benzoilntirga (riparina ), assim como alguns de
seus analogos substituidos, (O-metil)-N-2-hidrox#wél-tiramina (riparina 1) e (O-metil)-
N-2,6-dihidroxibenzoil-tiramina (riparina Ill), sdn que o principal composto isolado do
fruto verde deAniba riparia foi a alcamida riparina 1ll, que representou 34&stados os
componentes extraidos (BARBOSA-FILHO et al., 19&8&sas amidas ou alcamidas foram

denominadas riparinas em homenagem a planta (BARBOEHO et al., 1997).
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Posteriormente, essas alcamidas naturais encastredplant@niba riparia foram
sintetizadas por Barbosa-Filho et al., (1990).

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

Isolada do fruto verde déniba riparia, a riparina Il € um alcaldide do ciclo ndo
heterociclico, mais especificamente, uma alcamidtural, caracterizada como uma
feniletilamida de acido benzdico, € o component@ritario isolado do fruto ndo maduro.
E formada da unido da tiramina, uma feniletilamimay acido benzoico. Apresenta duas
substituicbes no anel do acido benzdico, acresogatduas hidroxilas. Além disso, o anel

da tiramina apresenta um metil ligado ao oxigéarmaindo uma funcéo étéflGURA 8).

Figura 9 - Estrutura quimica da riparina Ill.
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1.6.4 Propriedades Farmacoldgicas das Alcamidas Ne&is de Aniba riparia

7

O uso tradicional desta planta ndo é registradditeratura, no entanto, estudos
farmacologicos com o0s constituintes maiores is@ads riparinas 1, Il e lll, mostram

alguns efeitos biologicos.

Algumas evidéncias mostram que o extrato dosdratdos cdlices persistentes de
Aniba riparia apresentam efeitos antimicrobianos con@andida albicans, Bacillus
cereus, Klebsiedla pneumonie e Saphylococcus aureus (MARQUES, 2001). A partir dai,
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surgiram interesses por parte de alguns pesquesdem verificar a potencialidade
farmacoldgica das amidas naturais isoladas do Yrertde deAniba riparia, riparina | e lll,
além de uma analoga sintetizada, riparina XIll, reolzepas de microorganismos
multirresistentes d&aphylococcus aureus e Escherichia coli. As amidas mostraram-se
eficazes frente as cepas de ambos microorganigmeogntanto, o maior percentual de
atividade foi contra as cepas & aureus. Além disso, foram testadas drogas usadas
rotineiramente na clinica médica como, por exempémicilina, ampicilina e lincomicina
contra S aureus e, tetraciclina, ampicilina, sulfametoxazol-trinogtina e cloranfenicol
contrakE. coli e, observou-se que a sensibilidade destas cepds &@sses antimicrobianos
foi menor que a das riparinas, mesmo tratando-sejples multirresistentes (CATAO et al.,
2005).

Alguns estudos foram feitos com relacédo a toxardaguda das amidas Aaiba
riparia e os resultados obtidos mostraram que as trédasaizs (riparina |, 1l e lll)
guando administradas por via oral (v.0.) em doseatd 1 g/kg ndo causaram mortes de
camundongos em até 48h. A toxicidade, por viapetriéoneal (i.p.), em doses semelhantes
de riparina | e 1l também néo foram letais. Confualdiparina Ill causou mortes de forma
dose dependente e o valor da DL50 obtida graficeereepartir do grafico de probitos log-
dose foi de 104,2 mg/kg (CASTELO-BRANCO et al., @DAIém disso, foram realizados
testes hipocraticos para verificar se essas amdasgoses de 500 mg/kg, v.o. e i.p., para
riparina | e 1l, e 500 mg/kg v.o. e 35 mg/kg i.@rg riparina lll, provocariam alteracdes
centrais, autondmicas ou musculares. Os resultalokidos mostraram que as trés amidas
nao causaram mudancas significantes nas fungOesitdesacima nas doses analisadas
(CASTELO-BRANCO et al., 2000).

Em outras ac¢des farmacoldgicas estudadas, foi m&mdo que a riparina |l
apresentou potente atividade relaxante no mus@do Em concentragdes de 8 a 3@
essa amida antagonizou as contracdes induzidaacetitcolina e histamina em ileo de
cobaia, além de inibir as contra¢cdes induzidasopitocina e bradicinina em Utero de ratas

virgens. Além disso, em traquéia de cobaia, inbtdnus espontaneo (IC50 k) e as
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contragcbes induzidas por carbacol (IC50 |id) (CASTELO-BRANCO et al., 1991;
CASTELO-BRANCO, 1992).

O efeito espasmolitico da riparina Il foi investilp levando em consideracdo o
envolvimento do composto com o metabolismo do" (i demonstrado que a riparina Ill
€ capaz de induzir um efeito espasmolitico, predongnte, devido a inibicdo de influxo de
C&* para o meio intracelular e da inibicéo da libevagéis estoques intracelulares dé*Ca

nao envolvendo a participacao da geracdo de AMAOWMAS et al., 1994).

Além disso, as riparina |, Il e Il apresentam tfehipotensor e bradicardico
transitério, devido a uma acdo que parece envoprancipalmente, um componente de

origem parassimpatica a nivel cardiaco (SEIXAS£199

Além desses efeitos investigados por diversos jesdpres, estudos realizados no
laboratorio de Neurofarmacologia da UFC, por nosgaipe, mostraram que as trés
riparinas apresentam efeitos sobre o sistema rem@stral, além de efeitos analgésicos,
dados que foram publicados em diversos trabalhes.indestigacdes sobre o SNC
mostraram que as trés substancias apresentamsedesiliticos em modelos animais de
labirinto em cruz elevado e placa perfurada, compossivel envolvimento do sistema
gabaérgico (SOUSA et al., 2004; SOUSA et al., 2BBtJSA et al., 2007; MELO et al.,
2006). A riplll também apresentou efeito anticoswdnte em modelo de convulsédo
induzido por pentilenotetrazol e efeito antidepresem modelos animais de nado forgado
e suspensao da cauda, em testessadeening de acdes centrais, que geraram uma
dissertacdo de mestrado e dois trabalhos publicggDE/SA et al., 2004; MELO et al.,
2006). Mais recentemente, a ripl apresentou efaitalgésico no teste de contor¢des
abdominais e formalina (ARAUJO et al., 2009), ei@lrtambém apresentou efeito
antidepressivo, com a participacdo dos sistemasoamimérgicos em seu efeito
(TEIXEIRA et al., 2011).
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RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O uso de produtos naturais como matéria-prima [sngese de substancias
bioativas, especialmente farmacos, tem sido ampignrelatado ao longo do tempo. E de
interesse da medicina o estudo de substanciasléasolde plantas, uma vez que o efeito
obtido nos experimentos pode ser atribuido a s@mama substancia enquanto extratos
contém diversos componentes bioativos, podendor girgida em qual componente
apresenta os efeitos observados. Com esse pensaraeriplll, uma substancia pura,
extraida do fruto maduro da planfaiba riparia, apresentou algumas propriedades
farmacologicas mostrando ser uma substancia bo@ognte ativa. Uma dessas
propriedades é o seu efeito antidepressivo obsemmayiamente em estudos realizados em
nosso laboratério (SOUSA et al., 2004).

A depressao é uma doenca que apresenta grandetonmaaia sociedade e para os
sistemas publicos, ja que é uma doenca croniceoeremte e, que em 2020, acredita-se que
sera a segunda maior causa de incapacidade, perdgpeihas para as doencas
cardiovasculares. Além disso, sua etiologia nda &salmente esclarecida e este fato
reflete diretamente na falta de medicamentos idesia o tratamento desta doencga, uma
vez que os farmacos utilizados atualmente aprasegtande laténcia para o inicio dos
seus efeitos terapéuticos. No entanto, acreditpise estresse é um fator que pode alterar
a homeostasia dos sistemas monoaminérgicos e qausaicao radicais livres, danosos as
células neuronais, promovendo alteracdes em regéebrais como o hipocampo, cortex
pré-frontal e corpo estriado, levando ao desennwwio da depressdo, o que liga
diretamente o estresse a etiologia desta doenca.

Portanto, a busca de novos farmacos mais eficarasoptratamento da depresséo
vinculada ao melhor esclarecimento da sua etiologsgaestimulou a investigar o potencial
terapéutico da riplll, através da investigacéo elo mecanismo de agéo pelo envolvimento
do sistema monoaminérgico, assim também como aisande um possivel efeito
antioxidante como parte do efeito antidepressivamsebdo na observacdo de que ha

producao de radicais livres durante um episodiessante e que estes contribuem para o
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desenvolvimento da depressdo. Dessa forma, estalltoatorna-se relevante, pois trara
informacdes adicionais a literatura de um possigeinte para o tratamento da depresséo
cujo mecanismo de acao pode ser semelhante ade@egsivos convencionais e aumentar
0s niveis de monoaminas, mas também pode esclaed&d um componente a mais em
sua acao antidepressiva como a interferéncia sishsistemas antioxidantes promovendo
conhecimento adicional e contribuindo inclusiveaparmelhor entendimento da etiologia
da depressao.

Para se estudar o efeito e, consequentemente, aranid desenvolvimento de
novas drogas com atividade no SNC, tém sido utiizadiversos modelos experimentais,
gue utilizam comportamentos adaptados a cada espetnal. Sendo assim, como forma
de justificativa, fizemos uso de um modelo classpara investigacdo de drogas
antidepressivas, o0 modelo do nado forcado, queemiidimente induz estresse aos animais
ao impor a natacao forcada sem a possibilidadsaBpe, fazendo analogia a uma situagao
de estresse intenso que induz ao quadro depregsson, neste modelo, foram utilizados
antagonistas monoaminérgicos especificos para sustitgpo de receptor para investigar a
gual deles o efeito da riplll estava vinculado.rAldisso, foram feitas medi¢cdes dos niveis
dessas monoaminas em areas cerebrais relacionadizressdo para verificar se havia
aumento desses niveis, condicdo primaria de malhorguadro depressivo. Por fim, ainda
neste modelo experimental, nas mesmas areas dsrdbravaliada a inducdo do estresse
oxidativo pelo nado e a investigacdo do possiveitefantioxidante da substancia, que
poderia sugerir um mecanismo a mais para a metteodepressao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Investigar os possiveis mecanismos de acdo argskdpo da riplll deAniba
riparia (Nees) Mez através da analise das alteracdes ctanmmtais e neuroquimicas em
modelos preditivos de depresséo, além da investigdos efeitos da substancia sobre o
estresse oxidativo neuronal nas areas cerebraisrge estriado, hipocampo e cortex pré-

frontal induzido pelo teste do nado forcado em cadoagos.

3.2. Objetivos Especificos

» Avaliar o efeito do pré-tratamento com riplll no deto preditivo de depresséo

(teste do nado for¢cado) para realizagdo da curse-tEsposta,;

» Observar o efeito do pré-tratamento com riplll nuedelos animais de suspenséo

da cauda, campo aberto e hipotermia induzida panagina;

* Investigar a participagdo dos sistemas dopamimgrginoradrenérgico e
serotoninérgico no mecanismo de acdo antidepreskivoplll no teste do nado

forcado, através do:

Pré-tratamento com antagonistas dos receptoresb dopaminérgicos;
Pré-tratamento com antagonistas dos receptares e 3-adrenérgicos;

Pré-tratamento com o inibidor da sintese de serapn

o O O o

Pré-tratamento com antagonistas dos receptoresasFbHT,a2c, SHTs-

serotoninérgicos;

» Estudar as alterac6es neuroquimicas produzida®mgra estriado, hipocampo e

cortex pré-frontal de camundongos através da:
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o Determinacdo dos niveis de monoaminas NA, DA eT5-¢l seus
metabolitos DOPAC, HVA e 5-HIAA

* Analisar o efeito do pré-tratamento com riplll solar estresse oxidativo neuronal

induzido pelo teste do nado forcado nas areas raéselsorpo estriado, hipocampo
e coOrtex pré-frontal, através da:

o Determinacdo da taxa de peroxidacao lipidica (nigiaideido — MDA) e
producéao de nitrito-nitrato;

o Verificagdo da atividade das enzimas antioxidacggslase e superoxido
dismutase (SOD) e dos niveis de gutationa red@&);
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material Botanico

A plantaAniba riparia (Nees) Mez foi identificada pelo botanico Klausbikeki da
Universidade de Hamburgo/Alemanha (BARBOSA-FILHCakt 1987). As frutas verdes
de Aniba riparia (material botanico) foram coletadas por Dr. HimolF. Paulino-Filho
(Universidade Estadual Paulista “Julio de MesqFkitao”) na regido de Humaita, estado
do Amazonas, Brasil (BARBOSA-FILHO et al. 1987)nm@terial (frutas verdes) foi cedido
ao Prof. Dr. José Maria Barbosa-Filho do grupo ekgpisa do Laboratério de Tecnologia

Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba.

A extracao e isolamento foram feitos pelo doutocaSthnley Juan Chavez Gutierrez
conforme descrito abaixo sob a orientacdo e sugiwwvilo Prof. Dr. José Maria Barbosa
Filho que gentilmente nos cedeu a substancia is@aglie muito colaborou para realizacao
deste estudo.

4.2. Extracao e Isolamento

As frutas verdes (5 kg) foram moidas e extraigag®nol (temperatura ambiente).
A solucao foi entéo filtrada e o filtrado foi evapdo. O residuo (380 g) foi redissolvido
numa solugédo aquosa de etanol 60%. A solugéo faaida primeiro com hexano e depois
com cloroférmio (CHGJ). Os solventes foram evaporados e o extrato hexd8B g) foi
cristalizado com metanol dando triglicerideos (Y.92gagua mée foi evaporada e o residuo
foi submetido a cromatografia (silica gel). A eiagcom solvente de polaridade crescente
deu na ordem benzilbenzoatos (1 g) e sitosterolnfgh O extrato de CHEI(59 g) foi
cristalizado com benzeno {ds) dando riparina Il (17 g). A dgua mae foi evaplare o
residuo tratado da mesma maneira deu na ordennaplr (3 g), riparina | (305 mg) e
riparina Il (427 mg), entre outros compostos (BARBOFILHO et al., 1987).



4.3. Principais equipamentos utilizados

Material

-Agitador de tubos

-Balanca analitica

-Banho Maria

-Bomba para HPLC

-Centrifuga refrigerada (eppendorf)

-Cubetas de plastico para leitura

espectrofotbmetro
-Degaseificador

-Detector eletroquimico

-Equipamento de Millipore para filtragdo

Vacuo

-Espectrofotbmetro

-Estufa para secagem
-Filtros de fibra de vidro

-Freezer a— 70 °C

-Homogeneizadores automaticos
-Integrador C-R6A Chromatopac
-Medidor de pH, modelo B374
-Micropipetas

-Sonicador
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Marca / Modelo

Modelo 251, FANEN, SP, Brasil

Modelo H5, Mettler, Suica

Modelo 102/1, FANEN, SP, Brasil
LC-10AD Shimadzu Corp., Japan

Modelo Marathon 26 KMR, Fisher Scientific

Sarstedt, Alemanha Oriental

DGU-2A Shimadzu Corp., Japan
L-ECD-62, Shimadzu Corp., Japan;
Millipore Apparatus, Bedford, MA, USA

Modelo Beckman DU 640B, Fullerton, CA,
USA

Modelo 315 SE FANEM, SP, Brasil
GF/B Whatman, Maidstone, England

Modelo ULT 2586-3D14, Revco Scientific, Inc.
Asheville, N.C. ,USA

Shimadzu Corp., Japan
Micronal, SP, Brasil
H.E., Pedersen, Dinamarca

Modelo PT 10-35. Brinkmann Instruments Inc.
NY, USA



4.4. Drogas e Reagentes

Drogas/Reagentes
Agua Destilada
Alcool etilico P.A.
Bupropiona
Apomorfina
Imipramina

Fluoxetina

p-clorofenilalanina (PCPA)

NAN-190
Ritanserina
Ondansentron
Prazosina
loimbina

SCH 23390
Sulpirida

Tween 80 - Polyoxyethilene Sorbit

Mono-oleate

4.5. Animais

Origem
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Deionizador
Quimex, Brasil
Zyban®, Glaxo-Wellcome
Sigma
Imipra®, Cristalia
Fluxene®, Eurofarma
Sigma-Aldrich, U.S.A
Sigma-Aldrich, U.S.A
Sigma-Aldrich, U.S.A
Sigma-Aldrich, U.S.A
Sigma-Aldrich, U.S.A
Sigma-Aldrich, U.S.A
Sigma-Aldrich, U.S.A
Sigma-Aldrich, U.S.A
Sigma-Aldrich, U.S.A

Neste trabalho foram utilizados camundongos atbote espéci®us musculus da

variedadeSwiss, machos, com peso variando de 20 - 25 g, proverseto Biotério Central

da Universidade Federal do Ceara.

Durante todos 0s experimentos, 0s animais forantidos em gaiolas plasticas

com no maximo 30 animais, em condi¢cdes ambiengaehantes (sala com a temperatura
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de 25 + 1 °C), com ciclo claro/escuro alternadd @éhoras, com luzes acesas as 06:00h,
recebendo racdo padréo tipo Purina e agugbitum.

O projeto com as metodologias utilizadas na ela@arada presente tese foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Anim&@P@), do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade FedepaCdara cujo numero do protocolo de
aprovacéao é 15/0ANEXO 1).

4.6. Preparo das drogas.

A riplll foi dissolvida com Tween 80 a 2% e diluidan agua destilada, obtendo-se
a concentracao final de 2,5 e 5,0 mg/mL para sevirastrada nas doses 25 e 50 mg/kg,
respectivamente. Os grupos controles receberamlodigua destilada emulsificada a 2%
com Tween 80). O volume total de solucdo admirdstreoi de 0,1 mL/10g de peso do
animal.

As demais drogas utilizadas neste trabalho forassotliidas em agua destilada
momentos antes da administracdo também em um vdinaiede 0,1 mL para cada 10 g

de peso do animal.

4.7. Tratamento dos grupos experimentais

As doses da riplll foram determinadas por experiogede curva dose-resposta e,
as doses das demais drogas, a partir de dadotedsdulia pertinente. Os animais foram
tratados com riplll, de forma aguda, nas dosesbde 20 mg/kg através da via oral (v.0.).
Como referéncia de drogas antidepressivas, fordizadbs imipramina 10 e 30 mg/kg, via
intraperitoneal (i.p.), bupropiona 30 mg/kg (i.e.Jluoxetina 35 mg/kg (i.p.), nos testes do
nado for¢ado, suspensao da cauda e campo aberamir@ais foram submetidos aos testes
30 ou 60 minutos (min) apés o tratamento intrapeeial ou oral, respectivamente. Todos

os testes foram realizados no periodo entre 071BGHN.
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4.8. Curva dose-resposta para riparina lll no testelo nado forcado.

Os animais receberam riplll, por via oral, nas doge 5, 10, 12,5, 25, 50 e 100
mg/kg ou veiculo (aAgua destilada emulsificada cémt@&een 80). Apdés 60 minutos do
tratamento, os animais foram submetidos ao nadoSpminutos, onde foi analisado o

tempo de imobilidade do animal para a escolha daandose para os testes subsequentes.

4.9. Testes Comportamentais.

4.9.1. Teste do Campo Aberto

Este teste foi realizado para testar a atividag#oeatoria do animal (ARCHER,
1973). O aparato para camundongos é feito de @c(fharedes transparentes e piso preto,
30 x 30 x 15 cm) e dividido em 9 quadrantes igu&ipds 30 ou 60 minutos dos
tratamentos i.p. ou v.o0., respectivamente, os asjman por vez, foram colocados no
centro do campo aberto onde o nimero de cruzameptosas quatro patas (atividade

locomotora espontanea; ALE) foi registrado durametempo de 5 minutdQuadro 2).

Quadro 2 - Esquema do Teste do Campo Aberto

5 minutos

30 ou 60 min

> —>

RipIII (25 e 50 mg/'kg, Numero de
v.0.). FLU (35 mg/kg.i.p.). Cruzamentos (ALE)
IMP (10 mg/kg. 1.p.) ou
BUP (30 mg/kg. 1.p.)
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4.9.2. Teste da Hipotermia Induzida por Apomorfina

A medicdo da temperatura dos animais foi realizag®a sala (24 £ 1 °C) no
periodo da manh& entre 9:30 e 11:30h. A temperaiGnica foi mensurada com um
termO6metro digital introduzido no reto com vaselgtdida até 1 cm. Para o experimento
(PUECH et al., 1981) foram selecionados os animaés apresentaram temperatura entre
36 °C e 38 °C (tempo zero; TO). Em seguida, osariforam tratados com riplll (25 e 50
mg/kg; v.0.), veiculo (v.0.) ou imipramina (10 mgyk.p.), €, 30 minutos depois receberam
apomorfina (16 mg/kg, i.p.) ou veiculo (i.p.). Ap83 min (T30) do ultimo tratamento foi
realizada uma nova medicdo da temperatura colfaicaavaliar a hipotermia dos animais.
As mudancas na temperatura refdl  foram obtidas pela diferenca entre as duas rasdid
realizadas (T30 — T0). A variacdo da temperatutaeeos grupos foi analisada para

expressar o antagonismo da hipotermia induzidagielalose de apomorfif@uadro 3).

Quadro 3 - Esquema do Teste da Hipotermia Induzidaor Apomorfina.

| | 30mi
M\R\ <9 - Apomorfina (16 mg/ke,

' ; ‘ 1.p.) ou veiculo (1.p.)
3.~
A l 30 min

1

RipIII (25 ¢ 50 mg/kg. v.0.). IMP
(10 mg/kg, 1.p.) ou veiculo (v.0.)

1

Selecao dos animais com a
temperatura retal entre 36 °C ¢ 38 °C
(Tempo 7zero)

Medigao da temperatura
retal (Tempo 30 min)
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4.9.3. Teste da Suspensao da Cauda

Para este experimento foram utilizados os segugrtgsos: imipramina (30 mg/kg,
i.p.), bupropiona (30 mg/kg, i.p.), fluoxetina (8%/kg, i.p.), veiculo (v.0.) ou riparina lll
(25 e 50 mg/kg; v.0.). Ap6s 30 min do tratamenpo, iou 60 min do tratamento v.o., 0s
animais, um por vez, foram suspensos, presos comfanadesiva a cerca de 1 cm da
ponta da cauda, numa plataforma 58 cm acima dealandurante 6 minutos (STERU et
al.,, 1985). O parametro observado foi o tempo debitidade do animal, em segundos
(Quadro 4).

Quadro 4 - Esquema do Teste da Suspenséo da Cauda.

6 minutos

30 ou 60 min

=

RipIII (25 ¢ 50 mg/kg, v.0.), . Te%n-po de
FLU (35 mg/kg.i.p.). IMP imobilidade (s)
(30 mg/kg, 1.p.) ou BUP (30
mg/kg, 1.p.)
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4.9.4. Teste do Nado Forcado

Para o experimento (PORSOLT et al., 1977) forafizatios tanques de 22 cm de
didametro e 40 cm de altura contendo agua freseatal? C até a metade do tanque, cerca
de 20cm. Apo6s 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p..0y ¥espectivamente, 0os animais
foram colocados, um por vez, no tanque onde o tetsiepimnobilidade, em segundos, foi
contado durante cinco minutos. O animal foi corside imovel quando permaneceu
flutuando na agua, fazendo apenas movimentos sumRGEsSsarios para manter a cabeca

acima da agua.

Para avaliar a participagdo do sistema monoami@rgd mecanismo de acgéo
antidepressivo da riparina lll, foram utilizadostagyonistas especificos, em diferentes

grupos, como descrito a sequir:

4.9.4.1 Avaliacdo do sistema dopaminérgico:

Diferentes grupos foram pré-tratados com SCH2339CH 15 pg/kg, i.p.),
antagonista dopaminérgico ;Dou sulpirida (SPD; 50 mg/kg, i.p.), antagonista
dopaminégico B 30 minutos antes da administracdo de riparing80 mg/kg, v.0.),
veiculo (dgua destilada + 2% Tween 80, v.0.) oudpipna (30 mg/kg, i.p.). Depois de 60
minutos da administracéo da riplll-50, veiculo ayptwpiona, os animais foram colocados

no cilindro com agua onde o tempo de imobilidadeSominutos foi avaliad¢Quadro 5).

4.9.4.2 Avaliacdo do sistema noradrenérgico:

Diferentes grupos foram pré-tratados com prazogiPRA; 1 mg/kg, i.p.),
antagonista noradrenérgiag, ou ioimbina (IOI; 1 mg/kg, i.p.), antagonista adrenérgico
0», 30 minutos antes da administracdo de riparing30 mg/kg, v.0.), veiculo (agua
destilada + 2% Tween 80, v.0.) ou imipramina (10kmgi.p.). Depois de 60 minutos da
administracéo da riplll-50, veiculo ou imipramire, animais foram colocados no cilindro

com agua onde o tempo de imobilidade por 5 minfaicesvaliado(Quadro 5).
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4.9.4.3 Avaliacéo do sistema serotonérgico:

Durante quatro dias consecutivos, sempre pela mas$hdanimais foram pré-
tratados com p-clorofenilalanina (PCPA, 100 mg/kpg,), um inibidor da sintese de
serotonina. No quarto dia de tratamento, os anireasberam riparina Il (50 mg/kg; v.0.),
fluoxetina (35 mg/kg; i.p.) ou veiculo, 30 minutagds a ultima administracdo de PCPA.
Em seguida, esperou-se mais 30 minutos para gaeimsis fossem colocados no cilindro
com agua onde o tempo de imobilidade por 5 minfaicsvaliado(Quadro 5).

Ainda para avaliacdo do sistema serotonérgicoratifes grupos foram pré-tratados
com NAN-190 (NAN; 0,5 mg/kg, i.p.), antagonista @aeptor 5-HT,, ritanserina (RIT; 4
mg/kg, i.p.), antagonista do receptor 5-4dc ou ondansentron (OND; 0,1 mg/kg, i.p.),
antagonista do receptor 5-5/'BO minutos antes da administrag&o de riparingg@img/kg,
v.0.), veiculo (dgua destilada + 2% Tween 80, \a.¥fluoxetina (35 mg/kg, i.p.). Depois
de 60 minutos da administracdo da riplll-50, veical fluoxetina, os animais foram
colocados no cilindro com agua onde o tempo de iiildade por 5 minutos foi avaliado
(Quadro 5).

Quadro 5 - Esquema do Teste do Nado Forcado.

ﬁ A\ f 20 ou 60 min

-
RipIII (50 mg/kg. v.0.), IMP {M"’
(10 mg/kg, 1.p.). FLU (35 .
mg/ke, 1.p.). BUP (30 mg/kg.
e

L.p.) ou veiculo (v.0.)

t 30 min f
i

SCH (15ng/kg: 1.p.). SPD (50mg/ke.

1.p.). PRA (Img/kg, 1.p.), IOI .

(Img/kg, i.p.), PCPA por 4 dias g

(100mg/kg, i.p.). NAN (0.5mg'kg,

1.p.), RIT (4 mg/kg. 1.p.) ou OND Tempo de imobilidade (s)
0.1 mg/keg. 1.p.) por 5 minutos
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4.10. Testes Neuroquimicos.

Os testes neuroquimicos consistiram em dois tipaxgerimentos:

1) Os camundongos normais receberam veiculo (2&emB80 em agua destilada) e
2 horas depois foram sacrificados e dissecadosnidsais tratados com riplll (25 ou 50
mg/kg; v.0.) ou veiculo foram submetidos ao tesienddo forcado 60 minutos apds a
administracdo da droga e, 60 minutos depois de fesam sacrificados por deslocamento
cervical para dissecacdo das areas corpo estimpocampo e cortex pré-frontal para
deteccdo dos niveis de monoaminas no HPLC;

2) Os animais que nao foram submetidos ao nad@adorcforam tratados com
riplll-50 ou veiculo (2% Tween80 em agua destilagl@)epois de 2h foram sacrificados e
tiveram seus cérebros dissecados para a remocadrdas. Os animais que foram
submetidos ao estresse foram tratados com riplikb@eiculo, via oral, e depois de 60
minutos foram submetidos ao nado forcado e 60 nepoid foram sacrificados por
deslocamento cervical para dissecacdo das areps estriado, hipocampo e cortex pré-
frontal para andlise do efeito da riplll sobre tvesse oxidativo neuronal.

4.10.1. Dissecacao das areas cerebrais em estudo

Ap6s o sacrificio por deslocamento cervical, osmag foram decapitados e
tiveram os encéfalos rapidamente removidos e cdtscaobre papel aluminio numa placa
de Petri com gelo para dissecacdo das areas deratsarem estudadas, e, para posterior
preparo dos homogenatos cerebrais, para detecgauivds de monoaminas no HPLC ou

para técnica de estresse oxidatiFm(ra 10).

Para a retirada do cértex pré-fronf@PF), a porcéo anterior dos lobos frontais (em
torno de 1,5 mm a partir do bulbo olfatério) fommevida e feita uma secc¢ao bilateral com o

auxilio de uma tesoura de microdissecacdo (MACHADEB5)(Figura 11).
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Como as areas corticais dos ratos/camundongosesabmgnte menos evoluidas,
menos diferenciadas e menos segregadas que o cérebral de primatas, existia uma
controvérsia na literatura se realmente primataseglores possuiam cortex frontal. A
conclusédo (UYLINGS et al., 2003) € que estes argpassuem um cortex frontal que pode
ser definido anatomicamente e funcionalmente cormadex pré-frontal, o qual €
subdividido em uma regido orbital-simile e outrgide que pode incluir as estruturas

dorsolateral e anterior cingulado-simile.

Apés a retirada do cortex pré-frontal acompanhaadissura sagital mediana, a
camada cortical cerebral foi retirada das leptongas com o auxilio de uma pinca reta de
microdissecacdo, a qual, progredindo delicadamentangencialmente aos ventriculos
laterais, divulsionou o cortéx em toda a sua eg@enBonto-occiptal. O cortex ja
divulsionado foi rebatido para os lados, expondtepdo hipocampoRigura 12) que, com

divulsionamento, foi descolado e retirado.

O corpo estriado foi isolado das estruturas ci@cerntes por divulsionamento com
uma tesoura de microdissecacao, sendo a sua eebrahtada pelo diametro da porcao

tuberosa visivel desses nucleos, apés o rebatineetal do cortexKigura 13).

Apébs o término da dissecacao, cortex pré-frontphdampo e corpo estriado foram
colocados eneppendorffs devidamente identificados, pesados e conservadt@°@ para
uso posterior. As areas foram estocadas durantperiodo de tempo de no maximo 2
meses, e, quando utilizados, os tecidos foram dersmlos como tendo a mesma
viabilidade para experimentacéo daqueles que ferssaiados imediatamente ou 24 h apos
a dissecacao (BURKE; GREENBAUN, 1987; FIELDERil., 1987).
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Figura 10 - Retirada do encéfalo.

FONTE: OLIVEIRA, 2009.

Figura 11 - Representacao da regido anatdmica noroandongo referente ao cortex
pré-frontal

CPF
(PL,IL, MO, ACY)

=2

Fonte: UYLINGS et al., 2003

Nos roedores as areas do cingulado anterior, pigida e infralimbica
formam o cortex pré-frontal. PL-area cortical pré-limbica; IL- area
infralimbica cortical; MO — é&reas cortical orbitaledial; ACV- &rea
anterior do cingulado ventral.



Figura 12 - Retirada do hipocampo.

Figura 13 - Retirada do corpo estriado
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4.10.2 Determinacdo de monoaminas e metabdlitos ca#PLC

Para a determinacdo dos niveis de monoaminas ifiiaddb o equipamento de
HPLC (High Performance Liquid Chromatograph). Naneatografia liquida classica, um
adsorvente (alumina ou silica) é empacotado emoami@a e é eluido por um liquido ideal
(fase mével). Uma mistura para ser separada éutida na coluna e € carregada atraves
da mesma por um liquido eluente. Se um compostonidéura (soluto) € adsorvido
fracamente pela superficie da fase solida estaténéle atravessara a coluna mais
rapidamente que um outro soluto que seja mais aap@dte adsorvido. Entdo, a separagao
dos solutos é possivel se existem diferencas nargids pelo solido. Os detectores
eletroquimicos medem a condutancia do eluente, carrente associada com a oxidacao
ou reducao dos solutos. Para ser capaz de detectprimeiro caso os solutos devem ser
ibnicos e no segundo caso, 0s solutos devem taraxteristica de serem relativamente

faceis de se oxidarem ou reduzirem.

Detectores eletroquimicos que medem corrente askoccom a reducdo ou
oxidacdo de solutos sdo chamados detectores amgteicos ou coulomeétricos. Neste
estudo foi utilizado o tipo amperométrico que reage uma quantidade muito menor de
soluto, em torno de 1 %. Todas as técnicas eldtrogas envolvem a aplicagdo de um
potencial para um eletrodo (geralmente de carbdneoy, oxidacdo da substancia que esta
sendo estudada proximo a superficie do eletrodairsgg a amplificacdo e medida da
corrente produzida. As catecolaminas sao oxidadss gnupos de anel hidroxil para

produzir um derivado ortoquinona com a liberacadals elétrons.

4.10.2.1 Procedimento experimental

Apés a dissecacdo das areas corpo estriado, hipocarsértex pré-frontal foram
feitos homogenatos a 10% com &cido perclorico O(HKaIO,) por 30 s e, centrifugados
por 15 minutos em centrifuga refrigerada a 15.08®.rUma aliquota de 2QL do

sobrenadante foi, entdo, injetada no equipameniiRdeC, para a analise quimica.
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Para a analise das monoaminas, uma coluna CLC-OP&(iM comprimento de 25
cm, calibre 4,6 mm e didmetro da particula der8 da Shimadzu, Japao, foi utilizada. A
fase médvel utilizada era composta por tampéo acitt@wo 0,163 M, pH 3,0, contendo
acido octanosulfénico sodico, 0,69 M (SOS), comageate formador do par idnico,
acetonitrila 4 % v/v e tetrahidrofurano 1,7 % WWoradrenalina (NA), dopamina (DA),
acido diidroxifenilacético (DOPAC), acido homovaeol (HVA), serotonina (5-HT) e
acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) foram eletramamente detectados usando um
detector amperométrico (Modelo L-ECD-6A da Shimadiapan) pela oxidagdo em um
eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85 V retativum eletrodo de referéncia de Ag-
AgCl (HALLMAN; JONSSON, 1984).

4.10.2.2 Solugdes reagentes
- Fase movel

Foram pesados 15,75 g de acido citrico (grupo @aini.J., Brasil) e completado
para um volume de 400 mL com agua purissima (I@jliEsta solucdo foi ajustada para
pH 3,0 com hidréxido de sédio 12,5 M (Reagen, BRrdsil). A esta solugéo foi adicionado
0 SOS 75 mg (Sigma, MO, USA) e completado o volpasea 471,5 mL com agua Milli-
Q. Em seguida, foi procedida a filtracdo e degaseifio, e posteriormente adicdo de 20
mL de acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, M, Itflea8,5 mL de tetrahidrofurano (Sigma,
MO, USA) para um volume final de 500 mL.

- Acido perclérico 0,1 M

Adicionou-se 1,8 mL de &cido perclorico (Sigma, MOSA) em um baldo

volumétrico e completo o volume para 300 mL.

- Padrdes

Os padrdes foram preparados em uma concentragdalért ng/2Ql de solugéo
de NA, DA, 5HT, DOPAC, HVA e 5HIAA (Sigma, MO, EUAA partir da area dos
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picos desses padrbes, as concentracfes das amiosimas calculadas utilizando o

programaMicrosoft Excell[] e os resultados expressos em ng/mg de tecido.

4.10.3. Estresse oxidativo

4.10.3.1. Determinacéo da produc¢éo de substanciasidas reativas com o acido
tiobarbitdrico (TBARS).

- Método

O grau de lipoperoxidacéo foi medido através dardehacéo das concentracdes de
substancias reativas do &cido tiobarbittrico (TBAR®Nnforme o método de Draper e

Hadley (1990), seguindo o protocolo a seguir:

Foram preparados homogenatos da area cerebral sedD%olucdo de cloreto de
potassio (KCI) 1,15 %. Um volume de 0,25 mL do hgemeizado foi misturado a 1 mL de
solucdo de &cido tricloroacético a 10% e acrescldol mL de solugdo de acido
tiobarbitarico 0,6%. ApéOs a agitacdo, essa misforamantida em um banho de agua
fervente (95-100°C) por 15 min., adicionado o nabot (2:1 v/v), a seguir resfriada em
banho de gelo por alguns minutos e posteriormegtdrifigada (800xg, 5 min). O
conteudo de TBARS foi determinado em espectrofot@ae535 nm. Os resultados foram

expressos em micromol de malonildialdeido (MDA) pay de proteina.

- Curva-padréao de malonildialdeido (MDA)

A patrtir da solugédo padrédo de MDA (6 mols), foramparadas as solu¢cdes a 0,627
umol; 1,247umol; 2,463umol; 4,8 umol; 9,16umol e 16,7amol. O branco foi feito com
agua destilada. A leitura da absorbancia foi f@i&82nm para determinacdo da equacédo da

curva-padrao de MDA.
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- Solugdes reagentes:
Foram utilizadas as seguintes solucdes reagentes:

- Solugéo de Cloreto de potassio
2,39 de cloreto de potassio (Reagen, RJ, Bragigniodiluidos para um volume

final de 200mL de agua destilada destilada

- Tampéao Fosfato
NaH,PO;H,O (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) 50mM em agueshiidda, pH 7,4.

- Solucéo de &cido tricloroacético
TCA (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 10 mL mais 90mL de apidestilada.

- Solucao de &cido tiobarbitarico (TBA)
TBA (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 50mg em 50mL de aguebiilada.

4.10.3.2. Determinag&o da produgéao de nitrito.

- Método da Preparagéo da Curva-Padréao

Foram pesados 7mg de NaN® dissolvidos em 10 mL de agua bidestilada
(estoque-10mM) foram feitas as diluicdes em séte € 20x), ficando 1mM, 100uM,
10uM, 5uM, 2,5uM, 1,25uM, 0,625uM, 0,312uM. Foitdeuma equacado da reta para o
calculo das concentracdes do teste (GREEAL, 1981).

- Procedimento Experimental

Foram preparados homogenatos da area cerebral §pl¥2em solucdo de cloreto
de potassio (KCI) 1,15 %. Apos a centrifugacdo ¥80@0 min), os sobrenadantes foram
coletados e a produgédo de NO determinada atravésagao de Griess. Uma aliquota de
100 ul do sobrenadante foi incubada com 10@o reagente de Griess [sulfanilamida 1 %
em HPO, 1 %MN-(-1-naphthyl)-ethylenediamine 0,1 %/ HPO, 1 % /diluido em &gua
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(1:1:1:1)] a temperatura ambiente por 10 minutofd. absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro a 550nm. A concentracado dem(jt¥) foi determinada a partir de uma

curva padrao de NaNO

- Solucéo reagente
A seguinte solucéo reagente foi empregada nessiadéc

- Solugédo de NaNQ@(10mM)

NaNG; (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 7mg em 10mL de agwdebtilada.

Em seguida, foi procedida a filtragcdo e degasafioae posteriormente adicdo de
20 mL de acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, Ml li#&de 10 mL de tetrahidrofurano
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) para um volume final5(0 mL.

4.10.3.3. Determinacéo da atividade enzimatica datlase (CAT)

- Método

A atividade da catalase tem como principio a medalaelocidade de producao de
0O, e HO a propor¢cao que a B, utilizado como substrato é hidrolisado, de acaroim
Maehly e Chance (1954) e Chance e Maehly (1955).

A atividade da enzima é medida em 230 nm, atraeesird espectrofotdmetro
Beckman DU, acoplado a um sistema de modernizag&@ilford, USA, o que permitiu
leituras automaticas em sistema digital e fornepmior sensibilidade. A atividade
enzimatica € medida através da leitura da varidg@dabsorbancia por minuto, durante 6

minutos e os resultados expressos em pM/min/pgadeipa.
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- Procedimento Experimental

Foi preparado o meio da reacdo copOH(18 mL) mais tampao Tris HCI 1M,
EDTA 5 mM pH 8,0 (1,0 mL) e D Milli Q (0,8 mL). Em seguida foi colocado na ctde
de quartzo 980 puL do meio de reacdo mais 20 plLodeohgenato a 10%. E feita a leitura
durante 6 min a temperatura de 37°C em espectro&itdé a 230nm. A concentracéo de

proteina foi determinada pelo método de Lowetrgd (1951).

- Solucdes reagentes

As seguintes solugfes reagentes foram empregasiss téenica:

- Tampéao Tris HCI 1M, EDTA 5 mM, pH 8,0
12,11 g de Trisma Base (1 M) e 0,19 g de EDTA @)r(Sigma, St. Louis, MO,
EUA) e diluidos em 100 mL de agua Mill-Q. O pH &miertado com HCI 1 M.

- H,O; para meio de reacao
10 pL de peridol 30% (Sigma, St. Louis, MO, EUAudios em 10 mL de agua

Mill-Q (gsp).

4.10.3.4. Determinacéo da concentracao da glutatiameduzida (GSH)

- Método

A determinacdo da concentracdo da GSH baseia-seeat@o do reagente de
Ellman, o 5,5'-ditiobis (a4cido 2-nitrobenzdico) (MB) com o tiol livre originando um
dissulfeto misto mais acido 2-nitro-5-tiobenzoéigomedida do produto de reacdo formado
é feita por leitura da absorbancia a 412 nm, coméodescrito anteriormente por Sedlak e
Lindsay (1988).
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- Procedimento Experimental

Preparou-se o homogenato a 10% das areas ceralsmiem estudadas, em EDTA
0,02 M, em seguida foi retirado 400 desse homogenato e adicionado 320de agua

destilada e mais 8@ de acido tricloroacético a 50%.

O material foi agitado e centrifugado a 3000 rpmn 6 min. Em seguida foi
recolhido 40QuL do sobrenadante e acrescido @00de tampé&o Tris-HCI 0,4 M, pH 8,9 e
mais 20uL de DTNB 0,01 M e ap6s 1 minuto da reacdo foafaiteitura da coloracdo em
412 nm, através de um espectrofotdmetro Beckman &dplado a um sistema de
modernizacdo da Gilford, USA, o que permitiu lat@utomaticas em sistema digital e
forneceu maior sensibilidade. A concentracdo ddatina reduzida foi expressa em

nanograma de GSH por grama de tecido.

- Curva-padréo de Glutationa (GSH)

A partir da solucdo padrédo de GSH (1mg/mL), foparado 4 mL (em triplicata) de
solucdes a 6,25; 12,5; 25; 50 e 1@@mL. O branco foi feito com agua destilada (4 ralL)
a cada tudo das solucbes de GSH foi acrescentawlo de tampé&o Tris HCI 0,4 M (pH
8,9). Adicionou-se ainda a cada tubo 0,1 mL de DTR1M) e feita a leitura da
absorbancia a 412 nm apos 1 min da adicdo do DENfgterminada a equacdo da curva
padrao de GSH.

- Solucbes reagentes
Foram utilizadas as seguintes solucdes reagentes:

- Solucéo de &cido etilenodiaminotetracético
EDTA (Sigma, St. Louis, MO, EUA), 521,1 mg em 70 k. agua bidestilada, para
preparar EDTA 0,2M. Em seguida foi retirado 30 ndsta solucdo inicial e acrescido mais

270 mL de agua bidestilada.
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- Tampao Tris-HCI

14,352 gramas de Tris-HCI (Trizma base, Sigma, iBriasam diluidos em 30 mL
de EDTA 0,2 mM, mais 300 mL de agua bidestiladaemdo-se uma concentracéo de 0,4
M. O pH foi ajustado com solucdo HCI 0,1 N (MEROKip de Janeiro, Brasil) para pH
8,9.

- Solucéo de &cido 5:5-ditiobis—2-nitrobenzoato
DTNB (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 39,6mg em 10 mL de metabsoluto.

- Solucéo de &cido tricloroacético
TCA (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 50 mL mais 50 mL de adpidestilada.

- Solucéo de Glutationa
GSH(Sigma, St. Louis, MO, EUA) 50 mg em 50 mL de abidestilada.

4.10.3.5. Dosagem de proteina

- Método

A quantidade de proteina em homogenatos de cérfebrdeterminada a 25°C
utilizando albumina sérica bovina com padrdo, derdic com o método previamente
descrito (LOWRYet al., 1951), que emprega duas reacdes de formacaw gpara analisar
a concentracdo protéica fotometricamente. Iniciatme feita uma reacdo de biureto de
baixa eficiéncia na qual os ions de cobre alcgiiooluzem uma cor azulada na presenca de
ligagBes peptidicas. Esta cor biureto € caradtide todas as proteinas e fornece uma cor
basica de fundo para a proxima etapa de ensaio.

Depois 0 método emprega uma mistura complexa deirsaiganicos, o reagente
Folin-Ciocalteau, que produz uma cor verde azulatensa na presenca de tirosina ou
triptofano livres ou ligados as proteinas. Comguantidades desses dois aminoacidos séo
geralmente constantes nas proteinas solGveis, @uoap excecdes, a cor das reacoes

(verde-azulada) é indicativa da presenca de petia intensidade da cor proporcional a
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concentracdo. Esta coloracdo € medida em 750 mawéat de um espectrofotbmetro
Beckman DU, acoplado a um sistema de modernizag&ilfbrd, USA.

- Solugbes reagentes

As seguintes solugfes reagentes foram empregasiss téenica:

- Reagente A
NaCOs (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 2% em N&Reéhgen, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) 0,1 N.

- Reagente B
CuSQ.5H,0 a 0,5% em NaKg;06.4H,0 (Grupo Quimica, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) a 1%.

- Reagente C
Solucéo de cobre alcalino (24 mL do reagente A dormL do reagente B,

misturados no momento de usar).

- Reagente de Folin

Ciocalteau - Fenol (Labordin, Piraquara, PR, Brasl em agua bidestilada.

- Solucao de albumina sérica bovingSigma, St Louis, MO, USA)

1 mg/mL em &gua bidestilada.
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4.11. Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizadavésralo software GraphPad Prism
versao 4.0 para Windows, GraphPad Software, SagoD&alifornia EUA. Copyright (c)
1994-1999 por GraphPad Software.

Os resultados que obedeciam a uma distribuicdongdini@a foram analisados por
Andlise de Variancia (ANOVA) seguido pelo testeStadent Newman Keulgdgst hoc).
Os dados nao-paramétricos foram analisados pelonangsograma utilizando o teste
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunngos{ hoc). Para os resultados que
apresentaram mais de uma variavel analisada ao onemmpo (temperatura e tempo)
foram utilizados Two-way ANOVA seguido pelo testeRBlonferroni post hoc).

Em todas as analises estatisticas, os valores f@amsentados pela Média + Erro
Padréo da Média (EPM) com o numero de animais guarénteses e foi considerado o
nivel critico para rejeicdo da hipétese de nulida@®@or que 0,05 (p<0,05). Os asteriscos
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) caracterizam o graide significancia, assim como 0s
demais simbolos #, 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 modeloatto for¢cado, utilizado como
teste de escolha para investigacdo dos mecaniserasad antidepressiva da riparina lll. O
parametro avaliado foi o tempo de imobilidade donah durante 5 minutos. De acordo
com atabela 1 e figura 14, as doses 12,5, 25, 50 e 100 mg/kg diminuirammpdede
imobilidade (riplll-12,5: 81,71 + 4,79 (7) p<0,08plll-25: 55,07 + 11,11 (15) p<0,001;
riplll-50: 47,54 + 5,33 (13) p<0,001 e riplll-10@4,70 * 4,66 (10) p<0,001) comparando
com o controle (118,9 + 5,34 (14)) enquanto as slose5 e 10 mg/kg (riplll-5: 109,3 £
10,13 (9) p>0,05; riplll-10: 105,6 + 11,28 (8) peB) ndo modificaram o tempo de
imobilidade do animal.

Entre as doses analisadas, houve uma diferencaddpsadente no tempo de
imobilidade quando comparado 12,5 e 50 mg/kg (10012,5 e 100 mg/kg (p<0,05). A
dose selecionada para investigacao do mecanisragadeda riparina Il foi a de 50 mg/kg
por ser a menor dose que apresentou o melhor déitmdo em consideragdo o erro
padrdo da média e o efeito dose-dependente cog@ioetadose de 12,5 mg/kg.
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Tabela 1 - Curva de dose-resposta da riparina Ill o teste do nado forcado em

camundongos.

Dose (mg/kg) Tempo de Imobilidade (s)
Veiculo 118,9 +5,34 (14)
Riplll-5 109,3 + 10,13 (9)
Riplll-10 105,6 + 11,28 (8)
Riplll-12,5 81,71 + 4,79 (7)*
Riplll-25 55,07 £ 11,11 (15)***
RiplIl-50 47,54 + 5,33 (13)***
RiplIl-100 44,70 + 4,66 (10)***

Os resultados séo apresentados como média + efracgpda média (EPM) com o nimero
de animais entre parénteses. Foi utilizado One-WAOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como tegbst hoc. *p<0,05 vs controle; ***p<0,001 vs controlg<0,05
vs riplll-12,5.
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Figura 14 - Efeito da riparina lll, via oral, sobre o tempo de imobilidade no teste do

nado forcado em camundongos
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Controle (veiculo) e riplll (5, 10, 12,5, 25, 50.@0 mg/kg), mg/kg) foram administrados
60 min antes do experimento. Os valores apresemtamediat EPM do tempo de
imobilidade durante 5 minutos. Para andlise esitatifoi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como tegtest hoc. Valores significativos: *p<0,05 vs controle,
***p<0,001 vs controle®p<0,05 vs riplll 12,5 mg/kg.
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5.1.2. Teste da Suspenséao da Cauda.

Os animais tratados por via oral com riparina didose de 50 mg/kg apresentaram
diminuicdo do tempo de imobilidade (riplll-50: 79,2 6,68 (7) p<0,01), do mesmo modo
gue os animais tratados com imipramina (IMP-302@6&; 4,55 (10) p<0,001), fluoxetina
(FLU-35: 40,50 + 5,42 (8) p<0,001) e bupropiona @B0: 71,50 + 4,30 (8) p<0,001)
guando comparados ao grupo controle (113,4 + 1@)9QFigura 15).
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Figura 15 - Efeito da riparina Ill, imipramina, flu oxetina e bupropiona, via oral,
sobre o tempo de imobilidade no teste do nado forga em camundongos
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Controle (veiculo), riplll (50 mg/kg), IMP (30 mg/k FLU (35 mg/kg) e BUP (30 mg/kg)
foram administrados 60 min antes do experimentovdl®es apresentam a méedi&PM
do tempo de imobilidade durante 5 minutos. Pardissnéstatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como testt hoc. Valores significativos: **p<0,01
vs controle; ***p<0,001 vs controle.
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5.1.3. Teste do Nado Forgado.

Os animais tratados com riparina lll, por via oggdresentaram uma diminuicéo do
tempo de imobilidade em 48,49% na dose de 50 m&&g7+ 5,79 (15) p<0,001) assim
como também houve uma diminuicdo do tempo de inaaloie em 52,89% da fluoxetina
(48,91+ 5,38 (11) p<0,001), em 48,95% da bupropiona (53,8025 (8) p<0,001) e em
82,54% da imipramina (18,18 2,74 (8) p<0,001) quando comparado com o controle
(103,8+ 6,66 (20))XFigura 16).
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Figura 16 - Efeito da riparina Ill, imipramina, bup ropiona e fluoxetina, via oral,
sobre o tempo de imobilidade, em segundos, no testto nado forcado em

camundongos.
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Controle (veiculo), riparina Il (50 mg/kg), imipréna (IMI; 10 mg/kg), bupropiona (BUP;
30 mg/kg) e fluoxetina (35 mg/kg) foram adminisbad0 min antes do experimento. Os
valores representam a médi&PM do tempo de imobilidade (s) durante 5 minuRaEa
analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido #tudent Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: ***p<0,001 vs controle.



96

5.1.3.1 Envolvimento do sistema dopaminérgico.

Os grupos pré-tratados com SCH233%Qufa 17) ou sulpirida figura 18) e
tratados com veiculo ndo diminuiram o tempo de ihaalde (HAL-0,1 + veiculo: 103,26
+ 6,26 (10), SCH-15 + veiculo: 104,0 + 5,57 (12)LS50 + veiculo: 127,80 + 9,42 (12))
em relagéo ao controle (106,3 + 6,51(19)).

O grupo pré-tratado com SCH23390 e tratado coml#pl apresentou uma
diminuicdo do tempo de imobilidade (SCH-15 + riggQ: 42,80 = 8,91 (10) p<0,001) em
relacdo ao controle, portanto, ndo reverteu océgitidepressivo da riparina lll.

O grupo pré-tratado com sulpirida e tratado comlll+§® reverteu o efeito
antidepressivo da riparina 1l (SUL-50 + riplll-5@:30,2 + 13,09 (10) p<0,05), pois
apresentou diferenca significativa em relacao apariplll-50 (56,25 + 6,09 (16)

O SCH23390 e sulpirida reverteram o efeito antielegivo da bupropiona (SCH-15
+ BUP-30: 101,00 £ 5,22 (8) p<0,01; SUL-50 + BUR-302,4 + 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 Ill (50 mg/kg) e bupropiona (30 mg/kg), via oral,
sozinhos ou associados com SCH23390 (1%59/kg), antagonista dos receptores
dopaminérgicos D1, sobre o tempo de imobilidade (s)o teste do nado forcado em

camundongos.
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Controle (veiculo), riparina Il (Riplll; 50 mg/kg bupropiona (BUP; 30 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 60 min antes do @xpeto; quando associados, foram
administrados 30 min apds a administracdo de SCHRBSCH; 15ug/kg) e, entéo, 60
min depois, foram submetidos ao experimento. Osresalrepresentam a médidePM do
tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Pagdisa estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como teptst hoc. Valores significativos:
***p<0,001 vs controle?p<0,05 vs BUP-30.
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Figura 18 - Efeito da riparina Ill (50 mg/kg) e bupropiona (30 mg/kg), via oral,
sozinhos ou associados com sulpirida (50 mg/kg), tagonista dos receptores
dopaminérgicos D2, sobre o tempo de imobilidade (s)o teste do nado forcado em

camundongos.
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Controle (veiculo), riparina Il (Riplll; 50 mg/kg) bupropiona (BUP; 30 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 60 min antes do @xpeto; quando associados, foram
administrados 30 min apés a administracdo de &ldp{SUL; 50 mg/kg) e, entdo, 60 min
depois, foram submetidos ao experimento. Os valmpsesentam a média EPM do
tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Pagdisa estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como teptst hoc. Valores significativos:
***n<0,001 vs controle®p<0,05 vs ripllI-50°p<0,05 vs BUP-30.
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5.1.3.2. Envolvimento do sistema noradrenérgico.

Os grupos pré-tratados com prazosifigura 19) ou ioimbina figura 20) e
tratados com veiculo ndo diminuiram o tempo de ilaalde (PRA-1 + veiculo: 101,7 +
5,81(9); IOIM-1 + veiculo: 102,7 + 10,82 (10)) eatatdo ao controle (112,1+ 9,09 (10)).

A figura 19 mostra que o pré-tratamento com prazosina, anistgon;-
adrenérgico, e tratamento com riplll-50 reverteefeito antidepressivo da riparina Il
(PRA-1 + riplllI-50: 117,00 + 15,39 (9) p<0,001),ip@presentou diferenca significativa
em relagao a riplll-50 (59,83 * 8,53 (12)). De madonelhante, quando os animais foram
pré-tratados com ioimbina, antagoniataadrenérgico, e tratados com riplll-50, ndo houve
diminuicdo do tempo de imobilidade (IOIM-1 + ripBD: 114,7 + 14,49 (14) p<0,001)
mostrando a reversdo do efeito antidepressivopdaima 111 (59,83 + 8,53 (12))igura
20).

A prazosinafigura 19) e ioimbina figura 20) reverteram o efeito antidepressivo
da imipramina (PRA-1 + IMP-10: 93,38 + 6,47 (8) 3@L; IOIM-1 + IMP-10: 94,75 +
9,06 (8) p<0,001) quando comparados com o grupc1MpL8,13 + 2,74 (8)).
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Figura 19 - Efeito da riparina 1l (50 mg/kg) e imipramina (10 mg/kg), via oral,
sozinhos ou associados com prazosina (1 mg/kg), agodnista dos receptores

adrenérgicos a;, sobre o tempo de imobilidade (s) no teste do nadorcado em

camundongos.
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Controle (veiculo), riparina Il (Riplll; 50 mg/kg) imipramina (IMP; 10 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 60 min antes do @xpeto; quando associados, foram
administrados 30 min apos a administracdo de prez¢BRA; 1 mg/kg) e, entdo, 60 min
depois, foram submetidos ao experimento. Os valmpsesentam a média EPM do
tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Pagdism estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como teptst hoc. Valores significativos:
***n<0,001 vs controle?p<0,05 vs riplll-50°p<0,05 vs IMP-10.
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Figura 20 - Efeito da riparina 1ll (50 mg/kg) e imipramina (10 mg/kg), via oral,
sozinhos ou associados com ioimbina (1 mg/kg), agtmista dos receptores

adrenérgicos a,, sobre o tempo de imobilidade (s) no teste do nadorcado em

camundongos.
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Controle (veiculo), riparina Il (Riplll; 50 mg/kg imipramina (IMP; 10 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 60 min antes do @xpeto; quando associados, foram
administrados 30 min apds a administracdo de igian@iOIM; 1 mg/kg) e, entdo, 60 min
depois, foram submetidos ao experimento. Os valmpsesentam a média EPM do
tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Pagdism estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como teptst hoc. Valores significativos:
***n<0,001 vs controle?p<0,05 vs riplll-50°p<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 PCRbidor da sintese de
serotonina) e tratados com veiculo ndo diminuirateropo de imobilidade (PCPA +
veiculo: 107,6 £ 5,72(7)) em relacdo ao contro@2(Q + 5,18 (20)). Os animais que foram
pré-tratados com PCPA e tratados com riplll-50 (R€Riplll-50: 84,13 + 10,99 (8)
p<0,01) apresentaram uma reversao no efeito antisigpo da riplll-50 (53,47 + 5,79
(15)) (figura 21).

A figura 22 mostra que o pré-tratamento com NAN-190, antagerisHTia, €
tratamento com riplll-50 reverteu o efeito anticegsivo da riparina Il (NAN-190 + riplll-
50: 137, £ 13,07 (9) p<0,001), pois apresentoulifea significativa em relacédo a riplll-50
(51,50 £ 7,01 (10)). De modo semelhante, quand@arosiais foram pré-tratados com
ondansentron, antagonista 55 tratados com riplll-50 (OND-0,1 + riplll-50: 2,7 +
12,51 (9) p<0,001) houve reverséo do efeito antelgivo da riplll-50 (45,63 £ 5,13 (16))
(figura 24). Por outro lado, o grupo pré-tratado com ritansgrantagonista 5-Hk.c, e
tratado com riplll-50 (RIT-4 + riplll-50: 41,33 47,74 (6) p>0,05) ndo reverteu o efeito
antidepressivo da riplll-50 (45, 63 £ 5,13 (1@)yura 23).

O PCPA(figura21), NAN-190 (figura 22), ritanseringfigura 23) e ondansentron
(figura 24) reverteram o efeito antidepressivo da fluoxetiR€RA + FLU-35: 1134 £
10,93 (8) p<0,001; NAN-190 + FLU-35: 133,0 + 14,0®) p<0,001; RIT-4 + FLU-35:
77,70 £ 5,58 (10) p<0,01; OND-0,1 £ FLU-35: 78,004,11 p<0,05) quando comparados
com o grupo FLU-35 (40,33 + 3,68(12)).
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Figura 21 - Efeito da riparina Il (50 mg/kg) e fluoxetina (35 mg/kg), via oral, sozinhos
ou associados com PCPA (100 mg/kg), inibidor da $&se de serotonina, sobre o

tempo de imobilidade (s) no teste do nado forcaderecamundongos.
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Controle (veiculo), riparina Il (Riplll; 50 mg/kg fluoxetina (FLU; 35 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 60 min antes do @xpeto; quando associados, foram
administrados 30 min apds a ultima administracddP@®A (administrado por 4 dias)
(PCPA; 100 mg/kg) e, entédo, 60 min depois, forabmsetidos ao experimento. Os valores
representam a mediaEPM do tempo de imobilidade (s) durante 5 minuRega analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Studé&idgwman Keuls como tespmst hoc.
Valores significativos: ***p<0,001 vs control&p<0,05 vs riplll-50°p<0,05 vs FLU-35.



104

Figura 22 - Efeito da riparina Il (50 mg/kg) e fluoxetina (35 mg/kg), via oral, sozinhos
ou associados com NAN-190 (0,5 mg/kg), antagonistas receptores serotonérgicos 5-

HT 14, SObre o tempo de imobilidade (s) no teste do naflarcado em camundongos.
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Controle (veiculo), riparina Il (Riplll; 50 mg/kg fluoxetina (FLU; 35 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 60 min antes do @xpeto; quando associados, foram
administrados 30 min apos a administracdo de NADI{MAN; 0,5 mg/kg) e, entdo, 60
min depois, foram submetidos ao experimento. Osresalrepresentam a médidePM do
tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Pagdism estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como teptst hoc. Valores significativos:
**%n<0,001 vs controle®p<0,05 vs ripllI-50°p<0,05 vs FLU-35.
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Figura 23 - Efeito da riparina Il (50 mg/kg) e fluoxetina (35 mg/kg), via oral, sozinhos
ou associados com ritanserina (4 mg/kg), antagongstlos receptores serotonérgicos 5-

HT2A/2C, sobre o tempo de imobilidade (s) no testelo nado forcado em

camundongos.
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Controle (veiculo), riparina Il (Riplll; 50 mg/kg fluoxetina (FLU; 35 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 60 min antes do @xpeto; quando associados, foram
administrados 30 min apd6s a administracdo de ataves (RIT; 4 mg/kg) e, entdo, 60 min
depois, foram submetidos ao experimento. Os valmpsesentam a média EPM do
tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Pagdism estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como teptst hoc. Valores significativos:
***p<0,001 vs controle®p<0,05 vs FLU-35.
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Figura 24 - Efeito da riparina Il (50 mg/kg) e fluoxetina (35 mg/kg), via oral, sozinhos
ou associados com ondansentron (0,1 mg/kg), antaggta dos receptores

serotonérgicos 5-HT3, sobre o tempo de imobilidadg) no teste do nado forcado em

camundongos.
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Controle (veiculo), riparina Il (Riplll; 50 mg/kg fluoxetina (FLU; 35 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 60 min antes do @xpeto; quando associados, foram
administrados 30 min ap6s a administracdo de oedé&as (OND; 0,1 mg/kg) e, entéo, 60
min depois, foram submetidos ao experimento. Osresalrepresentam a médidePM do
tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Pagdisa estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como teptst hoc. Valores significativos:
**%n<0,001 vs controle®p<0,05 vs ripllI-50°p<0,05 vs FLU-35.
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5.1.4. Teste da hipotermia induzida por apomorfina

Os animais que receberam riparina Ill nas doseg Z® mg/kg e em seguida
veiculo ndo tiveram alteracdes significativas mapteratura corporal (riplll-25: 0,2 + 0,34
(16) p>0,05; riplll-50: 0,23 + 0,16 (16) p>0,05prmparado com 0s animais que receberam
somente veiculo (0,03 + 0,11 (16)).

Os animais pré-tratados com riparina lll ou veicellgue receberam apomorfina
tiveram reducdo da temperatura corporal comparads seus respectivos grupos sem a
apomorfina, veiculo + APO: -2,29 + 0,14 (16) p<Od@dnparando com veiculo (0,03 +
0,11 (16)), riplll-25 + APO: -2,01 0,11 (16) p<6)0comparando com riplll-25: 0,2 +
0,34 (16), riplll-50 + APO: -1,86 + 0,16 (16) p<6)dcomparando com riplll-50: 0,23 +
0,16 (16)(Figura 25).

Os animais pré-tratados com imipramina e que reagbapomorfina apresentaram
menor reducdo na temperatura corporal (IMP-10 + AR@37 + 0,19 (16) p<0,05) quando
comparados com veiculo + APO: -2,29 £ 0,14 (16).
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Figura 25 - Efeito da riparina Il e imipramina, via oral, sobre a variacdo de
temperatura corporal no teste da hipotermia induzih por apomorfina em

camundongos.

Control RipIIl-25 RipIII-50 IMP-10

Variacio de temperatura (°CY)

a
-3 - Controle RiplIII-25 RiplIII-50 IMP-10

B Apomorphine 16 mg/kg, s.c.

Os valores apresentam a medicEPM da variacdo de temperatura 30 minutos apos a
administracdo de apomorfina ou veiculo. Para andiatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como teske hoc. Valores significativos: *p<0,05

vs controle + APO%<0,05 vs controlép<0,05 vs riplll-25°p<0,05 vs riplll-50.
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5.1.5. Teste do Campo Aberto

A atividade locomotora espontanea (ALE) foi o pagtim analisado e expresso
como o0 numero de cruzamentos. A riparina Ill nderal a atividade locomotor&i@ura
26) na dose testada (riplllI-50: 51,0 + 1,75 (19))ndmsmo modo que a fluoxetina (FLU-35:
47,60 £ 5,99 (10) e a bupropiona (BUP-30: 48,701#9510)) quando comparado com o
grupo controle (55,38 = 3,37 (17)]. No entanto, naipramina reduziu a atividade
locomotora (IMP-10: 38,80 + 4,25(10) p<0,05) conapato com o controle.
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Figura 26 - Efeito da riparina Ill, imipramina, flu oxetina e bupropiona, via oral, sobre a atividade

locomotora espontanea no teste do campo aberto eantundongos.
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Controle (veiculo), riplll (50 mg/kg), IMP (10 ma/k FLU (35 mg/kg) e BUP (30 mg/kg)
foram administrados 60 min antes do experimentovdl@es apresentam a medi&PM

do nimero de cruzamentos durante 5 minutos. Pals@mestatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como tesie hoc. Valores significativos: *p<0,05

Vs controle.



111

5.2. Testes Neuroquimicos:

5.2.1. Determinag&o dos niveis de monoaminas em HPleletroquimico.

5.2.1.1. Determinacédo dos niveis de dopamina (DAkeus metabdlitos (DOPAC
e HVA), serotonina (5-HT) e seu metabdlito (5-HIAA) noradrenalina (NA) em_corpo
estriado de camundongos apds o teste do nado forcado.

A Figura 27 mostra os efeitos da riplll apos o teste do nadgaflo sobre os
niveis de DA, DOPAC e HVA em corpo estriado de cadmngos. Os animais controle
submetidos ao nado forgcado néo tiveram alteracdoniweis de DA e DOPAC (p>0,05),
mas aumentaram os niveis de HVA (p<0,05) quandgaceaos aos animais normais. Nos
animais tratados com riplll-50 ocorreu um aumen® GB,24% nos niveis de DA
comparando com o grupo controle (p<0,01) e esteeatonfoi dose-dependente pois
aumentou em 29% em relacao a riplll-25. Uma redwdgd2% nos niveis de DOPAC
ocorreu tanto nos animais tratados com riplll-280(001) quanto com riplll-50 (p<0,001).
De modo semelhante, os niveis de HVA também dimanuicom a riplll-25 (80%;
p<0,001) e com riplll-50 (76%; p<0,001) como mosttabela 2

Os niveis de 5-HT aumentaram 163% com a riplll{280(001) e 216% com a
riplll-50 (p<0,001) comparando ao grupo controlsteEaumento foi dose-dependente, uma
vez que o0s niveis de 5-HT dos animais tratados cdphil-50 aumentou em 19%
comparando com a riplll-25 (p<0,05). Uma reduca@8% e de 85% foi encontrada nos
niveis de 5-HIAA quando os animais foram tratadosh ¢iplll-25 (p<0,001) e ripllI-50
(p<0,001), respectivamente e, um aumento de 77d¥6eacnos niveis de NA apenas com a
riplll-25 (p<0,05)(Figura 28; tabela 3)

A Figura 29 apresenta o efeito da riplll (25 e 50 mg/kg, v.agministrada de
forma aguda, 2 horas apés o tratamento sobre as tx metabolizacdo DOPAC/DA,
HVA/DA e 5-HIAA/5-HT em corpo estriado. Houve umaducédo significativa de 80 e
83% nas taxas de DOPAC/DA com as doses de 25 (p<6,80 (p<0,01) respectivamente



112

guando comparado ao controle. Foi observado tambasngdoses estudadas, 25 e 50, uma
reducdo significativa de 80% (p<0,01) e 78% (p<D)Odas taxas de HVA/DA,
respectivamente. Do mesmo modo, houve uma redugadicante de 91% (p<0,01) e
94% (p<0,01) nas taxas de 5-HIAA/5-HT para as dae?5 e 50, respectivamente,

guando comparado ao contr¢l@bela 4)
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Tabela 2 - Niveis de DA, DOPAC e HVA em corpo estdo de camundongos normais

e em tratados com riplll ou veiculo e submetidos ateste do nado forgado.

Grupo DA DOPAC HVA
Normal 3,14 + 0,33 (8) 2,17 £ 0,40 (7) 0,51 +0,18 (8)
Controle 2,96 £0,47 (9) 2,69 +£0,33 (7) 0,84 £ 0,096 (10)#

Riplll-25 3,84 + 0,29 (8)**# 0,73 £0,18 (10)**## 0,24 £ 0,07 (10)**

Riplll-50 4,98 + 0,35 (10)**# 0,75+0,23 (10)**## 0,35+ 0,07 (10)**

Médias (ng/mg de tecido) £PM; (n) nimero de animais entre parénteses; ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls; **p<0,01; ***p801 vs controle; #p<0,05 vs
Normal;%<0,05 vs Riplll-25
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Figura 27 - Determinacdo dos niveis de DA, DOPAC e HVA em corpestriado de
camundongos normais e em tratados com riparina lllou veiculo e submetidos ao tes
do nado forcado

CORPO ESTRIADO
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Nado for¢ado Nado for¢ado Nado forcado

DA DOPAC HVA

Os camundongos normais receberam veiculo (2% T®8em agua destilada) e 2 horas
depois foram sacrificados e dissecados. Os anitretisdos com riparina Il (25 ou 50
mg/kg; v.0.) ou veiculo foram submetidos ao tesienddo forcado 60 minutos apds a
administracdo da droga e, 60 minutos depois de fesdm sacrificados e dissecados para a
retirada das areas. A determinagdo das monoanmindsit pela técnica de HPLC com
deteccéo eletroquimica. DA= dopamina, DOPAC= aditi@roxifenilacético, HVA=acido
homovanilico. As barras representam médiaPM (6-10 animais por grupo) **p< 0,01,
***p< 0,001 vs controle; ##p<0,01 vs normdh<0,05 vs riplll-25. ANOVA e Student

Newman Keuls como tespast hoc.
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Tabela 3- Niveis de 5-HT, 5-HIAA e NA em corpo estrdo de camundongos normais e

em tratados com riparina Ill ou veiculo e submetids ao teste do nado for¢ado.

Grupo 5-HT 5-HIAA NA
Normal 4,42 £ 0,81 (8) 3,31+£0,52 (6) 6,90 £ 0,98 (8)
Controle 6,11 + 0,64 (10) 3,98 £0,72 (7) 5,51 +0,64 (9)#

Riplll-25 16,14 + 1,48 (8)*### 0,66 +0,16 (9)**### 9,78 = 1,17 (8)*

Riplll-50 19,34 + 0,97 (10)**##% 0,58 + 0,18 (10)***### 8,37 +1,54 (8)

Médias (ng/mg de tecido) £PM; (n) nimero de animais entre parénteses; ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls; *p<0,05; **p<0,0%*p<0,001 vs controle;
###p<0,001 vs Normafp<0,05 vs Riplll-25.
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Figura 28 - Determinacdo dos niveis de 5-HT, 5-HIA% NA em orpo estriado de
camundongos normais e em tratados com riparina lllou veiculo e submetidos ¢

teste do nado forcado.
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Os camundongos normais receberam veiculo (2% T®@em agua destilada) e 2 horas
depois foram sacrificados e dissecados. Os anitretisdos com riparina Il (25 ou 50
mg/kg; v.0.) ou veiculo foram submetidos ao tesienddo forcado 60 minutos apds a
administracdo da droga e, 60 minutos depois de fesdm sacrificados e dissecados para a
retirada das areas. A determinagcdo das monoanmindsit pela técnica de HPLC com
deteccdo eletroquimica. 5-HT= serotonina, 5-HIAAdéc 5-hidroxiindolacético,
NA=noradrenalina. As barras representam médEPM (6-10 animais por grupo) **p<
0,01, ***p< 0,001 vs controle; ##p<0,01 vs norm&h<0,05 vs riplll-25. ANOVA e

Student Newman Keuls como teptest hoc.



117

Tabela 4 - Tabela 3. Taxas de metabolizacdo DOPACAD HVA/DA e 5-HIAA/5-HT
em corpo estriado de camundongos normais e em tratas com riparina Ill ou veiculo

e submetidos ao teste do nado forgado.

Grupo DOPAC/DA HVA/DA 5-HIAA/S-HT
Normal 0,65 + 0,15 (8) 0,20 + 0,08 (8) 0,59 + 0,14 (8)
Controle 0,89 + 0,20 (9) 0,34 + 0,05 (10) 0,61 + 0,15 (8)

Riplll-25 0,17 + 0,06 (8)**# 0,06 + 0,02 (9)* 0,049 + 0,013 (9)**###

Riplll-50 0,14 0,04 (10)*# 0,07 +0,01 (10)** 0,031 % 0,010 (7)**##

Médias (hg/mg de tecido) £PM; (n) nimero de animais entre parénteses; ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls; **p<0,01; ***p&01 vs controle; #p<O0,05;
##p<0,01; ###p<0,001 vs Normal.
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Figura 29 - Determinacdo das taxas de metabolizacdo dos neurafrsmissores el

corpo estriado de camundongos.
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Os camundongos normais receberam veiculo (2% T®&em agua destilada) e 2 horas
depois foram sacrificados e dissecados. Os anitretsdos com riparina Il (25 ou 50
mg/kg; v.0.) ou veiculo foram submetidos ao tesienddo forcado 60 minutos apds a
administracdo da droga e, 60 minutos depois de festm sacrificados e dissecados para a
retirada das areas. A determinagcdo das monoanmindsit pela técnica de HPLC com
deteccdo eletroquimica. As taxas de metabolizag@onf calculadas pela divisdo de cada
resultado referente ao metabdlito (ng/g de teaido)neurotransmissor (ng/g de tecido) do
mesmo animal, depois sendo feita a média dos aglmdte andlise estatistica. DA=
dopamina, DOPAC= acido dihidroxifenilacético, HVA&cido homovanilico, 5HT=
serotonina, 5HIAA= &cido 5-hidroxiindolacético. 5-H serotonina, 5-HIAA=acido 5-
hidroxiindolacético, NA=noradrenalina. As barragressentam média EPM (6-10 animais
por grupo) **p< 0,01 vs controle; ##p<0,01 vs nokdNOVA e Student Newman Keuls

como testgost hoc
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5.2.1.2. Determinacao dos niveis de dopamina (DAkeu metabdlito (DOPAC)

em cortex pré-frontal de camundongos apos o teste do nado forgado.

A Figura 30 mostra os efeitos da riplll apos o teste do nadgaflo sobre os
niveis de DA e DOPAC em corpo estriado de camunon@s animais controle
submetidos ao nado forcado nado tiveram alteracd mweeis de DA (p>0,05) mas
aumentaram os niveis de DOPAC em 90% (p<0,05) aquaodnparados aos animais
normais. Nos animais tratados com riplll-25 ocomen aumento de 129% nos niveis de
DA (p<0,01) e uma reducao de 65% nos niveis de DOR#0,01) comparando com o
grupo controle. Com os animais tratados com rip0ll-houve um aumento de 209% nos
niveis de DA (p<0,001) e uma reducdo de 55% noxisiide DOPAC (p<0,01)
comparando com o grupo controle. Do mesmo modojyupogtratado com riplll-50
também foi capaz de aumentar os niveis de DA em @8%,01) quando comparado ao

grupo normal como mostratabela 5

O nivel de 5-HT aumentou 150% com a riplll-50 (®41,) comparando ao grupo
controle, aumentou 171% comparando ao grupo nofped,001) e aumentou 77%
comparando com riplll-25 (p<0,001). Uma reduca®@d®, 85% e 84% foi observada nos
niveis de 5-HIAA quando os animais foram tratados aiplll-50 comparando com o
grupo controle (p<0,01), com a riplll-25 (p<0,05)em os animais normais (p<0,05),
respectivamente. Os animais tratados com ripllk@& obtiveram alteracdes nos niveis de
5-HT e 5-HIAA. Contudo, houve um aumento de 84% nixeis de NA apenas com a

riplll-25 (p<0,05) quando comparado com o grupctame. (Figura 31; tabela 6)

A Figura 32 apresenta o efeito da riplll (25 e 50 mg/kg, v.agministrada de
forma aguda, 2 horas apés o tratamento sobre as teexmetabolizacdo DOPAC/DA e 5-
HIAA/5-HT em cértex pré-frontal. Os animais congolsubmetidos ao nado forcado)
apresentaram um aumento significativo nas taxasetabolizacdo DOPAC/DA de 248%
guando comparados aos animais normais (que nam femametidos ao estresse do nado
forcado). Neste contexto, a riparina Il foi cape reduzir significativamente em 70% e
81% nas taxas de DOPAC/DA com as doses de 25 (@XoO,e 50 (p<0,001)
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respectivamente quando comparado ao controle. Elagéio a taxa de metabolizagao de 5-
HIAA/5-HT, riplll, apenas na dose de 50 mg/kg fapaz de reduzir significativamente em

81% quando comparado ao controle (p<0,05) e aoognfgm submetido ao estresse

(normal) (p<0,05)Tabela 7)
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Tabela 5 — Niveis de DA e DOPAC em cortex pré-froat de camundongos normais e

em tratados com riplll ou veiculo e submetidos aoeste do nado for¢ado.

Grupo DA DOPAC
Normal 1,372 £ 0,22 (8) 0,80 £ 0,21 (8)
Controle 0,83 £0,16 (8) 1,52 + 0,13 (6)##
Riplll-25 1,92 + 0,29 (7)** 0,52 £ 0,14 (6)**
Riplll-50 2,59 £ 0,24 (8)***## 0,67 £ 0,16 (6)**

Médias (nhg/mg de tecido) £PM; (n) nimero de animais entre parénteses; ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls; **p<0,01; ***p@01 vs controle; ##p<0,01 vs

Normal;
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Figura 30 - Determinacdo dos niveis de DA e DOPACHe cortex préfrontal de
camundongos normais e em tratados com riparina lllou veiculo esubmetidos ao test

do nado forgado.
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Os camundongos normais receberam veiculo (2% T®@em agua destilada) e 2 horas
depois foram sacrificados e dissecados. Os anitretsdos com riparina Il (25 ou 50
mg/kg; v.0.) ou veiculo foram submetidos ao tesienddo forcado 60 minutos apds a
administracdo da droga e, 60 minutos depois de fesam sacrificados e dissecados para a
retirada das areas. A determinagcdo das monoanmindsit pela técnica de HPLC com
deteccdo eletroquimica. DA= dopamina, DOPAC= adiitadroxifenilacético. As barras
representam média EPM (6-8 animais por grupo) **p< 0,01, ***p< 0,004 controle;
##p<0,01 vs normafp<0,05 vs riplll-25. ANOVA e Student Newman Keulsnw teste
post hoc.
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Tabela 6 - Niveis de 5-HT, 5-HIAA e NA em cértex @-frontal de camundongos

normais e em tratados com riparina Ill ou veiculo esubmetidos ao teste do nado

forcado.
Grupo 5-HT 5-HIAA NA
Normal 4,07 £ 0,44 (8) 0,77 £ 0,12 (8) 9,22 +£1,17 (8)
Controle 4,41 + 0,39 (7) 0,99 £ 0,23 (8) 6,50 £ 1,09 (7)
Riplll-25 6,21 £ 1,22 (7) 0,79 £ 0,25 (6) 12,01 +1,36 (7)*
Riplll-50 11,5 + 0,63 (6)***### 0,12 + 0,07 (8)**# 8,00 £1,13 (7)

Médias (hg/mg de tecido) £PM; (n) nimero de animais entre parénteses; ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls; *p<0,05; **p<Q,0t**p<0,001 vs controle;
#p<0,05; ###p<0,001 vs Norm4h<0,05 vs Riplll-25.
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Figura 31 - Determinacdo dos niveis de 5-HT, 5-HIAZ& NA em cortex préfrontal de
camundongosnormais e em tratados com riparina Ill ou veiculo esubmetidos ao test

do nado forgado.
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Os camundongos normais receberam veiculo (2% T®@em agua destilada) e 2 horas
depois foram sacrificados e dissecados. Os anitretisdos com riparina Il (25 ou 50
mg/kg; v.0.) ou veiculo foram submetidos ao tesienddo forcado 60 minutos apds a
administracéo da droga e, 60 minutos depois de festm sacrificados e dissecados para a
retirada das areas. A determinagcdo das monoanondsit pela técnica de HPLC com
deteccdo eletroquimica. 5-HT= serotonina, 5-HIAAdéc 5-hidroxiindolacético,
NA=noradrenalina. As barras representam médEPM (6-8 animais por grupo) **p<
0,01, **p< 0,001 vs controle; #p<0,05; ##p<0,01 wermal; p<0,05 vs riplll-25.
ANOVA e Student Newman Keuls como teptst hoc.
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Tabela 7 - Taxas de metabolizacdo DOPAC/DA, 5-HIAAHT em cortex pré-frontal
de camundongos normais e em tratados com riparindllou veiculo e submetidos ao

teste do nado forcado.

Grupo DOPAC/DA 5-HIAA/S-HT
Normal 0,43 +0,10 (8) 0,22 + 0,04 (8)
Controle 1,50 + 0,15 (6)### 0,21 + 0,05 (8)
Riplll-25 0,44 + 0,13 (7)*** 0,10 + 0,02 (8)
Riplll-50 0,27 + 0,07 (B)*** 0,039 + 0,034 (8)*#

Médias (nhg/mg de tecido) £PM; (n) nimero de animais entre parénteses; ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls; *p<0,05; ***p<@0 vs controle; #p<0,05;
###p<0,001 vs Normal.
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Figura 32 - Determinacdo das taxas de metabolizac&ios neurotransmissores em

cortex pré-frontal de camundongos.
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Os camundongos normais receberam veiculo (2% T®8em agua destilada) e 2 horas
depois foram sacrificados e dissecados. Os anitretsdos com riparina Il (25 ou 50
mg/kg; v.0.) ou veiculo foram submetidos ao tesienddo forcado 60 minutos apos a
administracdo da droga e, 60 minutos depois de fesam sacrificados e dissecados para a
retirada das areas. A determinagdo das monoanondsit pela técnica de HPLC com
deteccao eletroquimica. As taxas de metabolizag@onf calculadas pela divisdo de cada
resultado referente ao metabdlito (ng/g de teaido)neurotransmissor (ng/g de tecido) do
mesmo animal, depois sendo feita a média dos aelmdte andlise estatistica. DA=
dopamina, DOPAC= acido dihidroxifenilacético, 5SHBerotonina, 5HIAA= &cido 5-
hidroxiindolacético. 5-HT= serotonina. As barrapresentam média EPM (6-8 animais
por grupo) **p< 0,01 vs controle; ##p<0,01 vs nokdNOVA e Student Newman Keuls

como testgoost hoc.
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5.2.1.3. Determinacao dos niveis de dopamina (DAkeu metabdlito (DOPAC)
em hipocampode camundongos apos o teste do nado forgado.

A Figura 33 mostra os efeitos da riplll apos o teste do nadgafio sobre os
niveis de DA e DOPAC em hipocampo de camundongesarmais controle submetidos
ao nado forcado nao tiveram alteracdo nos niveiDAlee DOPAC (p>0,05) quando
comparados aos animais normais. Do mesmo modoamiogis tratados com riplll-25 e
riplll-50 n&o ocorreu alteracdo nos niveis de DR@PAC (p>0,05) comparando com 0s

grupos controle e normal como mostrialaela 8

O nivel de 5-HT aumentou 275% e 227% com a ripdligs<0,01) comparando ao
grupo controle e ao grupo normal respectivamenéeingentou 192% e 154% com a riplll-
25 comparando ao grupo controle (p<0,001) e nofp¥d,01), respectivamente. O nivel
de 5-HIAA aumentou somente na dose de 50 mg/kg Esfol(p<0,05) e 82% (p<0,05)
comparando com o grupo controle e normal, respatinte. Houve um aumento de 34%
(p<0,05) e 61% (p<0,05) nos niveis de NA com dIfiph quando comparado com o grupo
controle e normal, respectivamente e também aumeato a riplll-50 em 63% (p<0,01) e
96% (p<0,001) quando comparado com 0s grupos derdgrnormal, respectivamente. Nao
houve alteracdo nos niveis de 5-HT, 5-HIAA e NArerds animais do grupo controle e
normal.(Figura 34, tabela 9)

A Figura 35 e a tabela 10mostram que ndo ha alteracdo sobre as taxas de
metabolizacdo DOPAC/DA e 5-HIAA/5-HT quando os aaisnforam tratados com riplll
(25 e 50 mg/kg, v.0.) no hipocampo, mesmo apresdataumento nos niveis de 5-HT e
NA como mostrado ntbela 10
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Tabela 8 - Niveis de DA e DOPAC em hipocampo de camdongos normais e em

tratados com riplll ou veiculo e submetidos ao testdo nado for¢ado.

Grupo DA DOPAC

Normal 0,49 £ 0,10 (8) 0,750,074 (7)
Controle 0,60 £ 0,11 (7) 0,83 £ 0,075 (7)
Riplll-25 1,10 £ 0,36 (8) 0,96 £ 0,072 (8)
Riplll-50 1,34 + 0,14 (6) 0,90 £ 0,076 (7)

Médias (nhg/mg de tecido) £PM; (n) nimero de animais entre parénteses; ANOVA

seguido por Student-Newman-Keuls;
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Figura 33 - Determinacao dos niveis de DA e DOPAC em hipocampmiz camundongo

normais e em tratados com riparina Ill ou veiculo esubmetidos ao teste do nado forgcado.
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Os camundongos normais receberam veiculo (2% T®@em agua destilada) e 2 horas
depois foram sacrificados e dissecados. Os anitretisdos com riparina Il (25 ou 50
mg/kg; v.0.) ou veiculo foram submetidos ao tesienddo forcado 60 minutos apos a
administracdo da droga e, 60 minutos depois de fesdm sacrificados e dissecados para a
retirada das areas. A determinagcdo das monoanondsit pela técnica de HPLC com
deteccédo eletroquimica. DA= dopamina, DOPAC= &difidroxifenilacético. As barras
representam média EPM (6-8 animais por grupo). ANOVA e Student Newmé&euls

como testgoost hoc.
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Tabela 9 - Niveis de 5-HT, 5-HIAA e NA em hipocampde camundongos normais e

em tratados com riparina Ill ou veiculo e submetids ao teste do nado for¢ado.

Grupo 5-HT 5-HIAA NA

Normal 0,81 £ 0,06 (7) 0,42 £ 0,09 (8) 1,63 +0,12 (8)
Controle 0,70 £ 0,07 (8) 0,36 £ 0,12 (8) 1,97 £0,17 (8)
Riplll-25 2,06 + 0,28 (7)**### 0,56 £ 0,08 (8) 2,64 £ 0,37 (8)*#
Riplll-50 2,65 + 0,44 (7)**## 0,77 £ 0,08 (8)*# 3,22 + 0,14 (8)**###

Médias (ng/mg de tecido) £PM; (n) nimero de animais entre parénteses; ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls; *p<0,05; **p<0,0%*p<0,001 vs controle;
#p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 vs Normal.
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Figura 34 - Determinacdo dos niveis de 5-HT, BIAA e NA em hipocampo de¢
camundongos normais e em tratados com riparina Ilbu veiculo e submeatios ao teste d

nado forcado.
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Os camundongos normais receberam veiculo (2% T®@em agua destilada) e 2 horas
depois foram sacrificados e dissecados. Os anitretsdos com riparina Il (25 ou 50
mg/kg; v.0.) ou veiculo foram submetidos ao tesienddo forcado 60 minutos apds a
administracdo da droga e, 60 minutos depois de festm sacrificados e dissecados para a
retirada das areas. A determinagdo das monoanmindsit pela técnica de HPLC com
deteccdo eletroquimica. 5-HT= serotonina, 5-HIAAdéc 5-hidroxiindolacético,
NA=noradrenalina. As barras representam médi#®M (6-8 animais por grupo) *p<0,05;
**p< 0,01, ***p< 0,001 vs controle; #p<0,05; ##p€Q, ###p<0,001 vs normal. ANOVA

e Student Newman Keuls como tesbst hoc.
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Tabela 10 - Taxas de metabolizagdo DOPAC/DA, 5-HIAB-HT em hipocampo de camundongos

normais e em tratados com riparina Il ou veiculo esubmetidos ao teste do nado forgado.

Grupo DOPAC/DA 5-HIAA/5-HT

Normal 0,96 £ 0,15 (7) 0,46 £ 0,15 (5)
Controle 0,90 £ 0,21 (7) 0,37 £ 0,06 (7)
Riplll-25 0,74 £0,21 (5) 0,36 £ 0,08 (8)
Riplll-50 0,64 £0,12 (8) 0,37 £ 0,09 (7)

Médias (nhg/mg de tecido) £PM; (n) nimero de animais entre parénteses; ANOVA

seguido por Student-Newman-Keuls;
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Figura 35 - Determinacdo das taxas de metabolizac&@ims neurotansmissores em corte

pré-frontal de camundongos.
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Os camundongos normais receberam veiculo (2% Tw@eam &gua destilada) e 2 horas
depois foram sacrificados e dissecados. Os anitmsdegios com riparina Il (25 ou 50 mg/kg;
v.0.) ou veiculo foram submetidos ao teste do fiadmdo 60 minutos apds a administracao da
droga e, 60 minutos depois do teste foram saallifie@ dissecados para a retirada das areas. A
determinacdo das monoaminas foi feita pela téaecAPLC com deteccéo eletroquimica. As
taxas de metabolizacéo foram calculadas pela divis&cada resultado referente ao metabdlito
(ng/g de tecido) e o neurotransmissor (ng/g dele@alo mesmo animal, depois sendo feita a
média dos resultados e andlise estatistica. DA= amdo@m, DOPAC= 4&cido
dihidroxifenilacético, 5HT= serotonina, 5HIAA= &oid5-hidroxiindolacético. As barras
representam media EPM (6-8 animais por grupo). ANOVA e Student Newnkaeuls como
testepost hoc.
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5.2.2. Avaliacao do efeito da riparina Ill sobre aestresse oxidativo.

As analises para investigacdo da atividade antiowé da riplll em estudo foram
realizadas em homogenatos hipocampais, estriaf@é-eorticais em grupos pré-tratados com
controle (2% tween 80 em agua destilada) ou Ripling/Kg, v.o., submetidos ou ndo ao teste

do nado forgado.

5.2.2.1. Efeitos da riplll sobre a atividade da_catlaseem homogenatos cerebrais

submetidos a estresse oxidativo pelo teste do nadocado.

A figuras 36, 37, 38nostram que o tratamento com a riplll-50 ndo alkeatividade da
catalase quando os animais ndo séo submetidoddadargado (p>0,05). No entanto, quando
0s animais receberam veiculo e foram submetidosmdo, houve um aumento na atividade da
enzima em 76% no hipocampo (p<0,05), 54% no cospeado (p<0,05) e 96% no cortex pré-
frontal (p<0,01)tabela 11).No grupo pré-tratado com riplll-50 e submetido adamhouve a
reversdo da atividade da enzima como evidenciad® eelucdo em 67% no hipocampo
(p<0,01), 45% no corpo estriado (p<0,01) e 73% drtex pré-frontal (p<0,001) comparando
com o grupo controle submetido ao nado.
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Tabela 11- Atividade da catalase em hipocampo, caspestriado e cortex pré-frontal de

camundongos tratados com riparina Il ou veiculo, sbmetidos ou nédo, ao teste do nado

forcado.
Grupo Hipocampo Corpo estriado Cortex pré-frontal
Controle 4,19 + 5,03 (5) 4,69 + 0,58 (6) 4,80 + 0,36 (5)
Riplll-50 5,03+ 1,30 (5) 2,68 + 0,67 (5) 4,39 + 1,27 (6)

Controle-Nado 7,40 + 0,71 (6)# 7,24 + 0,65 (5)# 9,41 + 1,24 (5)##

Riplll-50-Nado 2,38 £ 0,44 (6)** 3,92 +0,76 (5)** 2,50 £ 0,76 (6)***

Médias (iIM/min/ug de proteina) ®EPM; (n) nimero de animais entre parénteses; ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls; **p<0,01; ***p801 vs controle-nado; #p<0,05;
##p<0,01 vs Controle.
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Figura 36 - Efeitos da riparina Ill sobre a atividade da catalase em hipocampo de animais
submetidos (Controle-Nado; Riplll-Nado) ou ndo (Cotrole; Riplll-50) ao estresse do

nado forcado.

Atividade da Catalase - Hipocampo
104 #
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Os animais que nao foram submetidos ao nado fordadam tratados com riplll-50 ou
veiculo (2% Tween80 em agua destilada) e depoighdtoram sacrificados e tiveram seus
cérebros dissecados para a remocdo das areasin@ssague foram submetidos ao estresse
foram tratados com riplll-50 ou veiculo, via oraldepois de 60 minutos foram submetidos ao
nado forcado e 60 min depois foram sacrificadossedados. Os valores representam a meédia
+ EPM, n = 5-6. ANOVA seguido de Student-Neuman-Kexdmo teste post hoc.**p < 0,01

vs Controle-Nado; #p<0,05 vs Controle.
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Figura 37 - Efeitos da riparina lll sobre a atividade da catalase em corpo estriado de
animais submetidos (Controle-Nado; Riplll-Nado) ou ndo (Controle; Riplll-50) ao

estresse do nado forgado.

Atividade da Catalase - Corpo estriado
101

mM/min/mg de proteina

Os animais que nao foram submetidos ao nado fordadam tratados com riplll-50 ou
veiculo (2% Tween80 em agua destilada) e depoighdoram sacrificados e tiveram seus
cérebros dissecados para a remocao das areasin@ssague foram submetidos ao estresse
foram tratados com riplll-50 ou veiculo, via oraldepois de 60 minutos foram submetidos ao
nado forcado e 60 min depois foram sacrificadossedados. Os valores representam a média
+ EPM, n = 5-6. ANOVA seguido de Student-Neuman-Kexdmo teste post hoc.**p < 0,01

vs Controle-Nado; #p<0,05 vs Controle.
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Figura 38 - Efeitos da riparina Il sobre a atividade da catalase em cortex pré-frontal de
animais submetidos (Controle-Nado; Riplll-Nado) ou ndo (Controle; Riplll-50) ao

estresse do nado forgado.

Atividade da Catalase - Cortex pré-frontal
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Os animais que nao foram submetidos ao nado fordadam tratados com riplll-50 ou
veiculo (2% Tween80 em agua destilada) e depoighdtoram sacrificados e tiveram seus
cérebros dissecados para a remocdo das areasin@ssague foram submetidos ao estresse
foram tratados com riplll-50 ou veiculo, via oraldepois de 60 minutos foram submetidos ao
nado forcado e 60 min depois foram sacrificadossedados. Os valores representam a media
+ EPM, n = 5-6. ANOVA seguido de Student-Neuman-Kexdmo teste post hoc.*p < 0,05 vs

Controle-Nado.
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5.2.2.2. Efeitos da riplll sobre os niveis de_GSHm homogenatos cerebrais

submetidos a estresse oxidativo pelo teste do nadocado.

A figuras 39, 40 e 4Inostram que o tratamento com a riplll-50 ndo altsraiveis de
GSH quando os animais nao sdo submetidos ao neghwlto(p>0,05). No entanto, quando os
animais receberam veiculo e foram submetidos ao, medive uma reducéo nos niveis de GSH
em 38% no hipocampo (p<0,05) e 31% no cortex pnétdt (p<0,05), mas ndo houve alteracéo
no corpo estriad{tabela 12).No grupo pré-tratado com riplll-50 e submetido adsmhouve a
reversdo dos niveis de GSH como evidenciado peteaio de 130% no hipocampo (p<0,001)
e 80% no cortex pre-frontal (p<0,001) comparando cogrupo controle submetido ao nado.
No corpo estriado, o grupo pré-tratado com ripQlé&ssubmetido ao nado aumentou o0s niveis
de GSH em 55% comparando com o controle submetidmaalo (p<0,01) e, em 42%

comparando com o controle ndo submetido ao nadh@p¥x
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Tabela 12 - Niveis de GSH em hipocampo, corpo estdo e coértex pré-frontal de
camundongos tratados com riparina Il ou veiculo, sbmetidos ou nédo, ao teste do nado

forcado.
Grupo Hipocampo Corpo estriado Cortex pré-frontal
Controle 579,1 £ 53,51 (8) 631,5 + 37,32 (6) 654,0 + 75,41 (8)
Riplll-50 640,5 + 45,18 (7) 799,2 + 35,78 (8) 739,8 + 98,28 (8)

Controle-Nado ~ 353,3+33,70 (7)# 577,7 +49,48 (10)  449,3 + 35,92 (9)#

Riplll-50-Nado  815,0 + 106,3 (9)** 899,8 +120,3 (7)**# 809,7 + 72,98 (6)*

Médias (1g/g de proteina) EPM; (n) nimero de animais entre parénteses; ANG¥g@uido
por Student-Newman-Keuls; *p<0,05; **p<0,01; **p{®1 vs controle-nado; #p<0,05 vs
Controle.
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Figura 39 - Efeitos da riparina 1l sobre os niveisde GSH em cortex pré-frontal de
animais submetidos (Controle-Nado; Riplll-Nado) ou ndo (Controle; Riplll-50) ao

estresse do nado forgado.
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Os animais que nao foram submetidos ao nado fordadam tratados com riplll-50 ou
veiculo (2% Tween80 em agua destilada) e depoighdtoram sacrificados e tiveram seus
cérebros dissecados para a remocao das areasin@ssague foram submetidos ao estresse
foram tratados com riplll-50 ou veiculo, via oraldepois de 60 minutos foram submetidos ao
nado forcado e 60 min depois foram sacrificadossedados. Os valores representam a meédia
+ EPM, n = 7-9. ANOVA seguido de Student-Neuman-Keamo teste post hoc.***p < 0,001

vs Controle-Nado; #p<0,05 vs controle.



142

Figura 40 - Efeitos da riparina Il sobre os niveisde GSH em corpo estriado de animais
submetidos (Controle-Nado; Riplll-Nado) ou ndo (Cotrole; Riplll-50) ao estresse do

nado forcado.
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Os animais que nao foram submetidos ao nado fordadam tratados com riplll-50 ou
veiculo (2% Tween80 em agua destilada) e depoighdoram sacrificados e tiveram seus
cérebros dissecados para a remocao das areasin@ssague foram submetidos ao estresse
foram tratados com riplll-50 ou veiculo, via oraldepois de 60 minutos foram submetidos ao
nado forcado e 60 min depois foram sacrificadossedados. Os valores representam a média
+ EPM, n = 7-10. ANOVA seguido de Student-NeumaniK@&omo teste post hoc.*p < 0,05

vs Controle-Nado; #p<0,05 vs controle.
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Figura 41 - Efeitos da riparina Il sobre os niveisde GSH em cortex pré-frontal de
animais submetidos (Controle-Nado; Riplll-Nado) ou ndo (Controle; Riplll-50) ao

estresse do nado forgado.
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Os animais que nao foram submetidos ao nado fordadam tratados com riplll-50 ou
veiculo (2% Tween80 em agua destilada) e depoighdtoram sacrificados e tiveram seus
cérebros dissecados para a remocdo das areasin@ssague foram submetidos ao estresse
foram tratados com riplll-50 ou veiculo, via oraldepois de 60 minutos foram submetidos ao
nado forcado e 60 min depois foram sacrificadossedados. Os valores representam a meédia
+ EPM, n = 6-9. ANOVA seguido de Student-Neuman-Kexdmo teste post hoc.*p < 0,05 vs

Controle-Nado; #p<0,05 vs controle.
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5.2.2.3. Efeitos da riplll sobre quantidade de_SODem homogenatos cerebrais
submetidos a estresse oxidativo pelo teste do nadocado.

A figuras 42, 43 e 44nostram que o tratamento com a riplll-50 ndo akkegaantidade
de SOD quando os animais ndao sao submetidos acfor@addo (p>0,05). No entanto, quando
0s animais receberam veiculo e foram submetidasado, houve um aumento na quantidade
da enzima em 65% no hipocampo (p<0,05) e 69% npocestriado (p<0,01)N&o houve
alteracdo na quantidade da enzima no grupo corgutimetido ao nado no cortex pré-frontal
(p>0,05).De modo semelhante, o grupo pré-tratado com rille submetido ao nado também
ndo apresentou alteracdo em nenhuma das areaad=sty@>0,05) comparando com o grupo
controle-nado. No entanto, o grupo riplll-50-nadmantou a quantidade da enzima em 32%
(p<0,05) comparando com o grupo riplll-50 no hipuopa (tabela 13).
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Tabela 13 - Quantidade de SOD em hipocampo, corpstéado e coértex pré-frontal de
camundongos tratados com riparina Il ou veiculo, sbmetidos ou nédo, ao teste do nado

forcado.
Grupo Hipocampo Corpo estriado Cortex pré-frontal
Controle 21,25 +2,15 (7) 16,72 £ 0,91 (7) 31,39 + 1,33 (5)
Riplll-50 18,43 +1,92 (7) 20,19 + 2,16 (7) 33,60 + 4,95 (6)

Controle-Nado 35,13+ 4,74 (7)# 28,27 £ 2,16 (7)## 37,92 + 3,28 (5)

Riplll-50-Nado 32,36 + 4,46 (7) 21,74 + 3,62 (6) 38,06 + 5,09 (6)

Médias (SOD/mg de proteina) EPM; (n) niumero de animais entre parénteses; ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls; #p<0,05; ##p<0s0Controlep<0,05 vs ripllI-50.
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Figura 42 - Efeitos da riparina Ill sobre a quantidade de SOD em hipocampo de animais
submetidos (Controle-Nado; Riplll-Nado) ou ndo (Cotrole; Riplll-50) ao estresse do

nado forcado.
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Os animais que nao foram submetidos ao nado fordadam tratados com riplll-50 ou
veiculo (2% Tween80 em agua destilada) e depoighdtoram sacrificados e tiveram seus
cérebros dissecados para a remocdo das areasin@ssague foram submetidos ao estresse
foram tratados com riplll-50 ou veiculo, via oraldepois de 60 minutos foram submetidos ao
nado forcado e 60 min depois foram sacrificadossedados. Os valores representam a média

+ EPM, n = 7 por grupo. ANOVA seguido de Studentdan-Keuls como teste post hoc.
#p<0,05 vs controlép<0,05 vs riplll-50.
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Figura 43 - Efeitos da riparina Il sobre a quantidade de SOD em corpo estriado de
animais submetidos (Controle-Nado; Riplll-Nado) ou ndo (Controle; Riplll-50) ao

estresse do nado forgado.
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Os animais que nao foram submetidos ao nado fordadam tratados com riplll-50 ou
veiculo (2% Tween80 em agua destilada) e depoighdoram sacrificados e tiveram seus
cérebros dissecados para a remocao das areasin@ssague foram submetidos ao estresse
foram tratados com riplll-50 ou veiculo, via oraldepois de 60 minutos foram submetidos ao
nado forcado e 60 min depois foram sacrificadossedados. Os valores representam a meédia
+ EPM, n = 6-7. ANOVA seguido de Student-Neuman-Kexdmo teste post hoc. #p<0,05 vs

controle.
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Figura 44 - Efeitos da riparina Ill sobre a quantidade de SOD em cortex pré-frontal de
animais submetidos (Controle-Nado; Riplll-Nado) ou ndo (Controle; Riplll-50) ao

estresse do nado forgado.
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Os animais que ndo foram submetidos ao nado fordadam tratados com riplll-50 ou
veiculo (2% Tween80 em agua destilada) e depoighdoram sacrificados e tiveram seus
cérebros dissecados para a remocdo das areasin@ssague foram submetidos ao estresse
foram tratados com riplll-50 ou veiculo, via oraldepois de 60 minutos foram submetidos ao
nado forcado e 60 min depois foram sacrificadossedados. Os valores representam a média
+ EPM, n = 6-7. ANOVA seguido de Student-Neuman-Keudmo teste post hoc.
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5.2.2.4. Efeitos da riplll sobre os niveis de_MDA nalonildialdeido) em

homogenatos cerebrais submetidos a estresse oxigtatpelo teste do nado for¢ado.

A figuras 45, 46 e 4Mnostram que o tratamento com a riplll-50 ndo altsraiveis de
MDA quando os animais ndo sédo submetidos ao nadado (p>0,05). No entanto, quando os
animais receberam veiculo e foram submetidos ao,namluve um aumento nos niveis de
MDA em 53% no hipocampo (p<0,05) e 63% no corpaaeki (p<0,05). Nao houve alteracao
nos niveis de MDA no grupo controle submetido agonao cortex pré-frontal (p>0,05)lo
grupo pré-tratado com riplll-50 e submetido ao naddaove uma diminuicdo nos niveis de
MDA em 72% no hipocampo (p<0,01), 74% no corpoiadtr (p<0,01) e 81% no cortex pre-
frontal (p<0,01) comparando com o0 grupo controldenaAlém disso, no cortex pré-frontal a
riplll-50-nado reduziu significativamente os niveile MDA em 82% (p<0,01) quando
comparado ao grupo controle e em 72% quando conhparn riplll-50 {abela 14.
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Tabela 14 - Niveis de MDA (malonildialdeido) em hipcampo, corpo estriado e cortex pré-
frontal de camundongos tratados com riparina Il ouveiculo, submetidos ou nédo, ao teste

do nado forcado.

Grupo Hipocampo Corpo estriado Cortex pré-frontal
Controle 0,45 + 0,10 (6) 0,19 + 0,029 (5) 0,28 + 0,03 (5)
Riplll-50 0,30 + 0,04 (6) 0,18 + 0,024 (6) 0,18 + 0,06 (4)
Controle-Nado 0,69 + 0,11 (5)# 0,31+ 0,05 (5)# 0,27 £ 0,03 (5)

Riplll-50-Nado 0,19 + 0,02 (6)** 0,08 £ 0,02 (5)** 0,05 + 0,009 (5)**##

Médias (mmol de MDA/ mg de proteina) BEPM; (n) nimero de animais entre parénteses;
ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls; **p<0,01 aantrole-nado; #p<0,05; ##p<0,01
vs Controlep<0,05 vs riplll-50
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Figura 45 - Efeitos da riparina Il sobre os niveisde MDA (malonildialdeido) em
hipocampo de animais submetidos (Controle-Nado; RIf-Nado) ou nédo (Controle;

Riplll-50) ao estresse do nado forgado.

TBARS - HIPOCAMPO
1.0-

0.84

0.6+

0.4+

mmol de MDA/mg de proteina

Os animais que ndo foram submetidos ao nado fordadam tratados com riplll-50 ou
veiculo (2% Tween80 em agua destilada) e depoighdoram sacrificados e tiveram seus
cérebros dissecados para a remocdo das areasin@ssague foram submetidos ao estresse
foram tratados com riplll-50 ou veiculo, via oraldepois de 60 minutos foram submetidos ao
nado forcado e 60 min depois foram sacrificadossedados. Os valores representam a média
+ EPM, n = 5-6. #p<0,05 vs controle; **p<0,01 vs @ofe-Nado. ANOVA seguido de

Student-Neuman-Keuls como teptsst hoc.
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Figura 46 - Efeitos da riparina Ill sobre os niveisde MDA (malonildialdeido) em corpo
estriado de animais submetidos (Controle-Nado; Ripl-Nado) ou ndo (Controle; Riplll-

50) ao estresse do nado forgado.

TBARS - CORPO ESTRIADO
0.4+ #

mmol de MDA/mg de proteina

Os animais que nao foram submetidos ao nado fordadam tratados com riplll-50 ou
veiculo (2% Tween80 em agua destilada) e depoighdoram sacrificados e tiveram seus
cérebros dissecados para a remocao das areasin@ssague foram submetidos ao estresse
foram tratados com riplll-50 ou veiculo, via oraldepois de 60 minutos foram submetidos ao
nado forcado e 60 min depois foram sacrificadossedados. Os valores representam a meédia
+ EPM, n = 5-6. #p<0,05 vs controle; **p<0,01 vs @ote-Nado. ANOVA seguido de

Student-Neuman-Keuls como teptsst hoc.
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Figura 47 - Efeitos da riparina Ill sobre os niveisde MDA (malonildialdeido) em cértex
pré-frontal de animais submetidos (Controle-Nado; kplll-Nado) ou néo (Controle;

Riplll-50) ao estresse do nado forgado.

TBARS - CORTEX PRE-FRONTAL

0.4+

mmol de MDA/mg de proteina

Os animais que nao foram submetidos ao nado fordadam tratados com riplll-50 ou
veiculo (2% Tween80 em agua destilada) e depoighdtoram sacrificados e tiveram seus
cérebros dissecados para a remocao das areasin@ssague foram submetidos ao estresse
foram tratados com riplll-50 ou veiculo, via oraldepois de 60 minutos foram submetidos ao
nado forcado e 60 min depois foram sacrificadossedados. Os valores representam a média
+ EPM, n = 5-6. **p<0,01 vs Controle-Nado; ##p<0,04 controle;*p<0,05 vs ripllI-50.
ANOVA seguido de Student-Neuman-Keuls como tpste hoc.
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5.2.2.5. Efeitos da riplll sobre a concentragao daitrito/nitrato  em homogenatos
cerebrais submetidos a estresse oxidativo pelo testo nado forgado.

A figuras 48, 49 e 50nostram que o tratamento com a riplll-50 n&o aleeproducéo
de nitrito/nitrato quando os animais nao sao suitioeBo nado forcado (p>0,05). No entanto,
guando os animais receberam veiculo e foram sutboseio nado, houve um aumento na
producdo de nitrito/nitrato em 73% no hipocampoO(pPS) e 82% no coértex pré-frontal
(p<0,05) No grupo pré-tratado com riplll-50 e submetido aolon houve uma diminuicdo na
producéao de nitrito/nitrato em 44% no hipocampo0(ps), 54% no corpo estriado (p<0,01) e
50% no cértex pré-frontal (p<0,05) comparando corgrapo controle submetido ao nado
(Tabela 15)
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Tabela 15 - Concentracdo de nitrito/nitrato em hipcampo, corpo estriado e coértex pré-
frontal de camundongos tratados com riparina Il ouveiculo, submetidos ou nédo, ao teste
do nado forcado.

Grupo Hipocampo Corpo estriado Cortex pré-frontal
Controle 1,37 £ 0,16 (6) 1,54 + 0,16 (6) 1,40 £ 0,15 (6)
Riplll-50 0,97 £ 0,15 (6) 1,46 £ 0,226 (8) 1,56 £ 0,33 (7)
Controle-Nado 2,38 +0,48 (6)# 2,24 + 0,24 (6) 2,55 +0,45 (6)#

Riplll-50-Nado 1,33 £ 0,09 (8)* 1,013 + 0,221 (8)** 1,27 + 0,06 (7)*

Médias (iIM/min/ug de proteina) ®EPM; (n) nimero de animais entre parénteses; ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls; *p<0,05; **p<0y&lcontrole-nado; #p<0,05; ##p<0,01
vs Controle.
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Figura 48- Efeitos da riparina Il sobre a concentagcéo de nitrito/nitrato em hipocampo
de animais submetidos (Controle-Nado; Riplll-Nado)ou n&o (Controle; Riplll-50) ao

estresse do nado forcado

Nitrito/Nitrato - Hipocampo

uM
n

Os animais que nao foram submetidos ao nado fordadam tratados com riplll-50 ou
veiculo (2% Tween80 em agua destilada) e depoighdoram sacrificados e tiveram seus
cérebros dissecados para a remocdo das areasin@ssague foram submetidos ao estresse
foram tratados com riplll-50 ou veiculo, via oraldepois de 60 minutos foram submetidos ao
nado forcado e 60 min depois foram sacrificadossedados. Os valores representam a meédia
+ EPM, n = 6-8. *p<0,05 vs Controle-Nado; #p<0,0x<wusatrole. ANOVA seguido de Student-
Neuman-Keuls como tespest hoc.
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Figura 49 - Efeitos da riparina Ill sobre a concentagdo de nitrito/nitrato em corpo
estriado de animais submetidos (Controle-Nado; Ripl-Nado) ou ndo (Controle; Riplll-

50) ao estresse do nado forcado

Nitrito/Nitrato - Corpo estriado

uM

Os animais que nao foram submetidos ao nado fordadam tratados com riplll-50 ou
veiculo (2% Tween80 em agua destilada) e depoighdtoram sacrificados e tiveram seus
cérebros dissecados para a remocao das areasin@ssague foram submetidos ao estresse
foram tratados com riplll-50 ou veiculo, via oraldepois de 60 minutos foram submetidos ao
nado forcado e 60 min depois foram sacrificadossedados. Os valores representam a média
+ EPM, n = 6-8. **p<0,01 vs Controle-Nado. ANOVA sedp de Student-Neuman-Keuls

como testgost hoc.
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Figura 50 - Efeitos da riparina Ill sobre a concentac@o de nitrito/nitrato em cortex pré-
frontal de animais submetidos (Controle-Nado; Ripll-Nado) ou n&do (Controle; Riplll-

50) ao estresse do nado forgado.

Nitrito/Nitrato - Cértex pré-frontal
4_

3_

Os animais que nao foram submetidos ao nado fordadam tratados com riplll-50 ou
veiculo (2% Tween80 em agua destilada) e depoighdoram sacrificados e tiveram seus
cérebros dissecados para a remocao das areasin@ssague foram submetidos ao estresse
foram tratados com riplll-50 ou veiculo, via oraldepois de 60 minutos foram submetidos ao
nado forcado e 60 min depois foram sacrificadossedados. Os valores representam a meédia
+ EPM, n = 6-8. *p<0,05 vs Controle-Nado; #p<0,0x<wusatrole. ANOVA seguido de Student-
Neuman-Keuls como tespest hoc.
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DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

A depressdo é uma desordem comum com grandesrgdepona vida de um
individuo. E a principal causa de incapacidadeusaanorte tanto por suicidio quanto pelo
aumento do indice de doencas fisicas (PAYKEL, 20@®vido ao seu complexo
mecanismo, muitos antidepressivos disponiveis mtrte apresentam baixas resposta e
remissdo, até mesmo severos efeitos colaterais KEAR000). Neste contexto se faz
necessaria a busca de novos agentes com poteecggétitico na depressdo que

apresentem grande responsividade e menores afeltisrais.

A utilizacdo de plantas medicinais tornou-se unurge terapéutico alternativo de
grande aceitacdo pela populacdo e vem crescentto jucomunidade médica, que preza
por plantas cujas atividades biolégicas tenham siolestigadas cientificamente,
comprovando sua seguranca e eficacia (CECHINEL &ES, 1998; KINGORN, 2001).
Dessa forma, existem diversos trabalhos na litexanostrando o perfil antidepressivo de
plantas e seus extratos comoHgpericum perforatum (CACCIA, 2005), Cissampelos
sympodialis (ALMEIDA et al., 1998) Terminalia bdllirica Roxb (DHINGRA &
VALECHA, 2007), Ginkgo biloba (SAKAKIBARA et al., 200§ além de substancias
isoladas de plantas, como o carvacrol (isolado lde éssencial de diversas plantas)
(MELO et al., 2011) e as riparinas Il e 1l (isodedda plant@niba riparia) (TEIXEIRA et
al., 2011; MELO et al., 2006, 2011).

Aniba riparia (Nees) Mez, um herbaceo da familiauraceae, popularmente
conhecida como “louro”, “louro-faia” ou “pau-rosad, encontrada na Amazonia, Brasil
(MARQUES, 2001). Do fruto verde desta planta foiaoladas diversas alcamidas, sendo
uma delas a riparina lll (BARBOSA-FILHO et al., 7I®8Alguns trabalhos mostraram que
esta substancia apresenta efeitos farmacol6gicASTELO-BRANCO et al., (1991) e
CASTELO-BRANCO, (1992) mostraram que a riplll apme: efeitos espasmoliticos e
THOMAS et al., (1994) concluiu que esse efeitosstalacionado com o metabolismo do

cd*, devido a inibicdo de influxo de &Eapara o meio intracelular e da inibicdo da
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liberacdo dos estoques intracelulares d€,@dio envolvendo a participacdo da geracdo de
AMPc. Além disso, foi verificado, em outros estudgsie a riplll apresenta atividade
antimicrobiana contra cepas multirresistente§&tdphylococcus aureus e Escherichia coli
(CATAO et al., 2005).

Estudos prévios em nosso laboratério mostraranaqill apresenta efeitos sobre
o sistema nervoso central (SNC) como atividadecantiulsivante em modelos de
convulséo induzida por pentilenotetrazol, atividadsiolitica em modelos de labirinto em
cruz elevado e placa perfurada, que parece edtmiamado com ativacdo do sistema
gabaérgico, e atividade antidepressiva em modelsudpensdo da cauda e nado for¢cado
guando administrada por via intraperitoneal, semiumo, apresentar efeito sedativo ou
psicoestimulante em modelo de campo aberto, o quetranque o efeito antidepressivo é
especifico (SOUSA et al., 2004).

Considerando que a depressao esta entre as maaeptes formas de doenca
mental, que afeta cerca de 20% da populacdo mudilé uma condi¢cdo séria, recorrente
e incapacitante com um pesado impacto social (BERI®B04) e que o tratamento com 0s
antidepressivos atuais apresenta uma longa lat@acé inicio dos efeitos terapéuticos,
além de apresentarem inumeros efeitos colatergisesente trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito antidepressivo da riplll, procutaridentificar seus possiveis mecanismos
de acdo em comparacdo com alguns antidepressivizgadds atualmente, como a
imipramina (triciclico), fluoxetina (inibidor selgb da receptacdo de serotonina) e

bupropiona (atipico — inibidor da receptacédo deaddpa) no teste do nado forcado.

Dessa forma, o presente estudo foi realizado araleeanalises das alteracfes
comportamentais e neuroquimicas em camundongoalte&acdes comportamentais foram
investigadas através da elaboracdo de curva dsgesta, confirmacdo do efeito
antidepressivo da riplll em modelos preditivos camieste da suspensao da cauda e nado
forcado, hipotermia induzida por apomorfina e ca@perto. Além disso, no teste do nado

forcado foram investigados o0s possiveis mecanisg®sacdo sobre o sistema de
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monoaminas, com a utilizacdo de antagonistas dmpscpara cada subtipo de receptor da
noradrenalina, serotonina e dopamina. Para os asstneuroquimicos, foram realizadas
andlises dos niveis de monoaminas e seus metabétitoHPLC eletroquimico em cortex
pré-frontal, hipocampo e corpo estriado. Realizeuanda, avaliacdo da atividade de
sistemas enziméticos e producdo de substénciasadasi do estresse oxidativo com
dosagem da atividade da enzima catalase e quagfiicda concentragdo de superoxido
dismutase, dos niveis da glutationa reduzida (G8él)zonteudo de nitrito e do indice de
lipidio peroxidagdo em cortex pré-frontal, hipocamp corpo estriado de animais

previamente tratados.

Modelos animais pré-clinicos sao utilizados com@ umaneira eficiente de estudar
a etiologia de desordens humanas, como a depregsséqermitir o controle sobre a
manipulacdo dos fatores estressantes sujeitos agemmidade. No entanto, pode ser dificil
estudar “depressao” em roedores. Um desafio éiseéecas medidas qualitativas em ratos
ou camundongos que séao indicativos de depressdweranos. De fato, os sintomas da
depressédo humana séo frequentemente subjetivogieeis e as vezes, contraditorios (ex.:
um paciente pode apresentar agitacdo psicomotorut® pode apresentar retardo
psicomotor). Além disso, alguns sintomas ndo podsn medidos em animais de
laboratdrio (ex.: ideias suicidas). Portanto, pgwa um modelo animal de depressao seja
atil, ele deve apresentar maneiras de avaliar a gea semelhanca com este disturbio
clinico. Sendo assim, o modelo devera apresensmoséas a intervencdes terapéuticas
semelhantes aquelas vistas nos pacientes deprinfiddslade preditiva), além de
apresentar fatores precipitantes para o0 desenveiton da doenca, similaridades
comportamentais e motivacionais com o disturbimiab e mudancas neurobioldgicas
comuns (validade analdgica) (WILLNER, 2005).

Dois modelos animais preditivos de agédo antidepase teste do nado forcado e
da suspensdo da cauda, tém sido extensivamenitddad para o desenvolvimento de
novos compostos terapéuticos e para o entendimdo® mecanismos neuronais
responsaveis pelo comportamento depressivo (WILLMERITCHELL, 2002; GEYER
& MARKOU, 2002; CRYAN et al.,, 2002a; HOLMES, 2003} teste do nado forcado,
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modelo de desespero comportamental descrito ohgamde por PORSOLT et al., (1977,
1978), € o modelo mais largamente utilizado pavastigar a atividade farmacologica de
antidepressivos. Neste teste, 0s animais sédo fms@dadar em um recipiente com agua de
onde € impossivel escapar. Inicialmente, h4 umétattea desesperada de sair dessa
situacdo, quando os animais apresentam um perieddagdrosa atividade seguida por
momentos que permanecem imoveis, limitando-se avgmentos necessarios para manter
suas cabecas fora d’agua (PORSOLT et al., 1977).

A sensibilidade do nado forcado a uma ampla gamantidepressivos é uma das
mais importantes caracteristicas que déo suportseaouso comacreening de drogas
capazes de ser utilizadas na depressédo, dandodebommna validade preditiva. As classes
de farmacos utilizadas clinicamente na depress&osgo detectadas pelo nado for¢ado
incluem os triciclicos, inibidores da monominooxiddMAOQ), atipicos, em menor grau, 0s
inibidores seletivos da recaptacdo de serotoni&RS), além de alguns tratamentos
somaticos, como a eletroconvulsoterapia e a privagdsono REM (BORSINI & MELI,
1988).

No entanto, alguns autores acreditam que o nadadoré um modelo que nao
apresenta boa validade analdgica, uma vez queiomianexpostos ao nado precisariam
apresentar mudancas na expressdo génica ou efedligjicos semelhantes aqueles
observados na depressdo humana, o que € bastanteavel apoés uma Unica sesséo de 5
minutos (CRYAN ET al., 2005). Contudo, esta € umasfgo controversa, pois outros
autores acham que o comportamento de imobilidaaopado pela exposicdo a condicbes
inescapaveis, que ndo podem ser modificadas pehpadamento do animal, permite a
melhor condicdo para medir os efeitos de drogademmessivas. Esta afirmativa pode ser
mostrada através de um estudo em que ratos foramesidos ao nado, em uma situacao
escapavel ou inescapavel, e, somente na segun@gasit 0s animais apresentaram um
déficit de comportamento na tarefa de esquiva dguwh (BROWN et al., 2001). Portanto,
a identificacdo do papel do desespero comportameatperformance do nado forcado é

uma importante maneira para estabelecer a suadal@haldgica.
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Portanto, levando em consideracao a grande aceitlssie modelo como forma de
investigacdo de drogas antidepressivas, foi estmlbiteste do nado forgcado para avaliar o
efeito da riplll e investigar os seus possiveis anemnos de acédo. Inicialmente, foram
utilizadas doses crescentes de riplll, para selacioa melhor dose com efeito
antidepressivo e assim dar prosseguimento aos séesies. Nas doses de 5 e 10 mg/kg,
riplll ndo apresentou alteracdes com relagdo atraen mas nas doses de 12,5, 25, 50 e
100 mg/kg, riplll apresentou diminuicdo do tempoimebilidade, sendo que as doses de
50 e 100 mg/kg apresentaram reducédo do tipo dgsendente com relacdo a dose de 12,5
mg/kg. Entdo, para os testes, a dose utilizadadé&i50 mg/kg por ser uma dose
intermediaria, por ter efeito dose-dependente aalatéo a de 12,5 mg/kg e ainda por ter
efeito semelhante a uma dose que é duas vezesetaagda (100 mg/kg), o que pode
diminuir o risco de toxicidade. Neste modelo, oitefela riplll-50 foi semelhante ao de
antidepressivos utilizados normalmente na clinmatra a depressdo, como a imipramina

(triciclico), a fluoxetina (ISRS) e a bupropionaifeco).

Para corroborar com os efeitos antidepressivospdid verificados no modelo do
nado for¢ado foi realizado o teste da suspens@&autia. Este teste baseia-se no fato de que
camundongos, quando suspensos pela cauda demomstrggadrao temporal, alternando
entre periodos de atividade (“comportamento de”jugamobilidade (“comportamento de
espera”), refletindo um “desespero comportamer{fORSOLT et al., 1978) semelhante
ao teste do nado forcado (STERU et al.,, 1985; WIER\ 1984). Portanto, uma
diminui¢do no tempo de imobilidade de um grupo setimo a administracdo de uma droga
padrao ou teste, em relacéo ao grupo controleyswgea acdo antidepressiva (STERU et
al. 1985). Apesar de ambos os testes, nado forgadmspensdo da cauda, serem
semelhantes em seus objetivos, o teste da suspeéias@auda apresenta uma maior
sensibilidade em detectar atividade de antidem@ssnibidores seletivos da recaptacao de
serotonina (ISRS) (CRYAN et al., 2005). Dessa fqram analisar os resultados obtidos
neste trabalho, verificamos que a riplll na dose5@ mg/kg diminuiu o tempo de
imobilidade de modo semelhante aos farmacos deérefi@a como a fluoxetina (ISRS),
imipramina (triciclico) e bupropiona (atipico) & shodo semelhante ao resultado obtido no

teste do nado forcado com a mesma dose.
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Dessa forma, apesar de alguns autores afirmaremogieste do nado forgado
apresenta menor sensibilidade em detectar antslpos ISRS, os resultados deste
trabalho mostraram que na mesma dose de fluoxetihaada no nado forcado e na
suspensédo da cauda, houve uma diminui¢cdo do tempuaabilidade, o mesmo ocorrendo
com a riplll na dose escolhida para investigac& mssiveis mecanismos de acédo. Além
disso, em nosso estudo, os dois modelos foram veemnsém detectar as acdes da
imipramina e bupropiona tornando possivel a ingagio do envolvimento do sistema

dopaminérgico, noradrenérgico e serotonérgico sie o nado forgado.

A disfuncdo da via dopaminérgica mesolimbica e c@m$ical estd primariamente
implicada nas caracteristicas de melancolia e ¢égnida depressao, respectivamente
(MILLAN et al., 2000a, b; NARANJO et al.,, 2001; LE4 2002). Apesar de os
antidepressivos, em geral, ndo aumentarem a lbemde dopamina naucleus accumbens,
eles fortalecem a sinalizacdo dopaminérgica e @igpi mudancas adaptativas nos
receptores BD3; mesolimbicos, o que pode ser responsavel pelaomaettos sintomas de
anedonia (VETULANI & NALEPA, 2000), enquanto o aumtee dos niveis de dopamina
no cortex pré-frontal esta relacionado com a melluar depressdo (ESPEJO & MINANO,
1999; MILLAN, 2004). Ainda evidenciando a partiogd® da dopamina na depressao,
estudos de neuroimagem demonstraram que a depressép esta associada com um
estado de reducédo na transmissdo dopaminérgicé cumpensada pelg-regulation dos
receptores B pos-sinapticos (DUNLOP & NEMEROFF, 2007). Além dtis a
eletroconvulsoterapia (ECT), usada no tratamentodejaressdo quando resistente aos
antidepressivos usuais causa uma reducao no teenpoothilidade no teste da suspensao
da cauda, que é revertida pela sulpirida, implioaadacdo do receptor,ho efeito
antidepressivo deste tipo de tratamento (TESTE,et390; YAMADA et al., 2004).

No presente trabalho, a investigacdo da particpagasistema dopaminérgico foi
realizada através do pré-tratamento dos animais amagonista B SCH23390, ou R
sulpirida, antes da administracdo de riplll no nddo;ado, revelando que o efeito

antidepressivo da riplll foi impedido somente p&ldpirida, sugerindo um envolvimento
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da riplll com o receptor §) mas ndo b para exercer seu efeito antidepressivo. Uma vez
gue o receptor Ppode estar localizado tanto pré- quanto pés-decapente, acredita-se
gue o efeito observado possa estar relacionadoacomeracéo de riplll com o receptos D
pos-sindptico, pois se houvesse estimulacdo depteres pré-sinapticos haveria uma
diminuicdo dos niveis de dopamina e consequentedigdo do efeito antidepressivo, o
gue néo foi observado no grupo tratado com riiirsha. Por outro lado, se se tratasse de
um blogueador do receptor pré-sinaptico, a assacide riplll com sulpirida ocasionaria
uma potenciacado de efeitos, o que também néo ficaelo. No entanto, a associacdo de
riplll com sulpirida ocasionou uma reversdo do tef@intidepressivo o que sugere que a
riplll provavelmente necessite do receptar ids-sinaptico livre para, em parte, exercer

seu efeito antidepressivo.

Estudos experimentais e clinicos indicam que ¢ersis noradrenérgico esta
fortemente implicado na fisiopatologia da depres@@RASER, 2000; NUTT, 2006),
provavelmente associado com uma hipofuncdo dessemsi e, alguns antidepressivos,
como a reboxetina e a mirtazapina, agem aumentand@ponibilidade sinaptica de
noradrenalina (BRUNELLO et al., 2003). Além disBZIEDZICKA-WASYLEWSKA e
colaboradores (2006) mostraram que camundongosutescgara o0 transportador de
noradrenalina obtiveram comportamento semelhargeladipo selvagem quando tratados
agudamente com reboxetina, desipramina e imipranon@ado forcado e na suspenséo da

cauda.

A maioria dos antidepressivos que promove um atonda disponibilidade de
noradrenalina na fenda atua através de trés mewasigrincipais: inibicdo da recaptacéo
neuronal, inibicdo do metabolismo intraneuronalpow liberacdo do contetdo neuronal
através do bloqueio do receptor autoinibitémigadrenérgico (ELHWUEGI, 2004). No
entanto, pré-clinicamente, ndo s6 os receptosedrenérgico, mas também os receptores
oi-adrenérgico constituem a base para as respodtdspassivas de drogas em modelos

comportamentais de depressdo (MASUDA et al., 2001)
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Alguns autores descrevem que o tratamento croniom @ntidepressivos
gradualmente promove undawnregulation nos autoreceptores inibitérios-adrenérgicos
gue esta aumentado em pacientes deprimidos ou emicdes de estresse cronico
(FLUGGE et al., 2003; ORDWAY et al., 2003). Comeegaeptor-adrenérgico modula a
liberacdo de noradrenalina e outros neurotransmeissa diminuicdo na densidade desses
receptores permite uma maior liberacdo de noratinenaesultando em melhora do humor
e da motivacdo nas desordens depressivas (SCHRAMMI. e 2001). Além disso,
O’NEILL & CONWAY (2001) mostraram que o efeito atgpressivo da clonidida (um
agonistaa,-adrenérgico) foi impedido pela ioimbina (antagtants,-adrenérgico) no teste

do nado forgado, reforcando a participacado desspter no processo depressivo.

Também existem evidéncias para o envolvimento deptera;-adrenérgico nas
acOes de farmacos antidepressivos, pois estudogioprénostraram que a acgao
antidepressiva da desipramina foi impedida pelaqgsiaa (antagonista;-adrenérgico)
(DANYSZ et al., 1986). Complementando esses achadbtsdos mais recentes mostraram
gue o bloqueio desses receptores imita o estadessdyo e que as condicdes de estresse
cronico dessensibilizam esse receptor induzindemedsao (STONE et al., 2003). Por
outro lado, o tratamento crénico com antidepressitriiclicos e a ECT aumentam a
densidade e a atividade funcional dos recepimresirenérgico em areas cerebrais como o

hipocampo e cortex pré-frontal (STONE et al., 2003)

Em nossos achados, a riplll teve seu efeitodaptessivo impedido pelo pré-
tratamento com prazosina (antagonista-adrenérgico) e também pela ioimbina
(antagonistan,-adrenérgico) sugerindo que a riplll também interagm os receptores do
sistema noradrenérgica; e a,, para exercer seus efeitos, além do receptord®
dopamina. O efeito antidepressivo da riplll parestar envolvido com a modulacéo desses
receptores ao mesmo tempo, uma vez que ao blogaem um separadamente, em
situacOes diferentes, o efeito foi completamentert&lo aos niveis dos animais controle,
sugerindo uma interacdo entre os sistemas de mamasrpara restabelecer as funcoes

normais e eliminar os sintomas da depresséao.
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O sistema serotoninérgico tem sido implicado fodste na etiologia da depressao
e no mecanismo de acdo de drogas antidepressigsgsiripais evidéncias relacionadas
com o alivio da depressao envolvem os farmacosdonés da recaptacdo de serotonina
(ISRS). Corroborando com essas evidéncias, estudssam que a deplecao de triptofano,
aminoacido precursor da serotonina, confirma géel@ntre a diminuicdo da monoamina e
os disturbios depressivos (TAYLOR et al., 2005)émAl disso, os principais farmacos
antidepressivos prescritos atualmente afetam avag@o de serotonina, inibem a sua
recaptacdo e também interagem com os receptords5H-5tHT, e possivelmente com os
receptores 5-HF(CRYAN et al., 2005).

REDROBE et al., (1998a, b) mostrou que o inibida& enzima triptofano
hidroxilase, PCPA, administrado em camundongosgpatro dias consecutivos era capaz
de depletar os estoques endogenos de 5-HT emde@@26 sem, contudo, afetar os niveis
de noradrenalina e dopamina. Estudos mais recemisgam que o PCPA foi capaz de
impedir os efeitos antidepressivos da fluoxetima, I$RS, quando usada como padréo
positivo (RODRIGUES et al., 2002; MACHADO et alQ®). No presente estudo, o pré-
tratamento com PCPA, por quatro dias foi efetivo @ausar o bloqueio do efeito anti-
imobilidade da riplll no nado forcado. A reverséaw efeito antidepressivo da riplll pelo
pré-tratamento com PCPA sugere que o seu efeitmdo forcado pode ser dependente da
disponibilidade de 5-HT na fenda sinaptica. Senmtha outros achados, o PCPA sozinho
nao alterou a imobilidade dos animais controle, sigsificativamente bloqueou o efeito
da fluoxetina (KASTER et al., 2005). Dessa foromsiderando que o PCPA, agindo pré-
sinapticamente (LUSCOMBE et al., 1993), foi capazpcevenir o efeito antidepressivo da
riplll no nado forcado, € provavel que a expresdaoefeito antidepressivo da riplll

requeira o sistema serotonérgico pré-sinapticetota

Véarios estudos tem demonstrado o envolvimento daeptores 5-Hia no
mecanismo de acdo de drogas antidepressivas (BIAER/ARD, 2003), incluindo
triciclicos, ISRS e IMAO (HENSLER, 2002; HIRVONEN &., 2008). O receptor 5-HI
esta localizado mais densamente pré-sinapticamentéicleo da rafe dorsal e medial onde

exerce funcao de autoreceptor, porque a sua eatAwldiminui a frequéncia de descarga
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dos neurbnios serotonérgicos, sintese e liberag&®emtonina e pds-sinapticamente esta
amplamente distribuido no hipocampo, amigdala exdré-frontal onde exerce seu efeito
de melhora dos sintomas depressivos (KREISS & LUQHE®94).

Foi previamente mostrado que o bloqueio dos recepto-HT A, pelo antagonista
NAN-190, preveniu as respostas antidepressivagadeistas serotonérgicos (8-OH-DPAT
e buspirona) e de antidepressivos triciclicos faasiina) no nado forcado em ratos
(DETKE et al., 1995). Além disso, esses receptpaescem ser necessarios para os efeitos
de ISRS em modelos comportamentais agudos e ce(ltAYORGA et al., 2001), pois
0s ISRS, fluoxetina e paroxetina, falharam em dimia imobilidade no teste da suspenséo
da cauda em camundongos mutantes para o recepidisb+mas ndo em camundongos
selvagens e em camundongos mutantes do receptdn(MAYORGA et al., 2001).
Ainda contribuindo para a importancia desse recepto etiologia da depresséo, foi
observada uma diminuicdo potencial nas ligacOesceeptor 5-HTa, determinadas por
tomografia de emissdo de positrons, em diversass drerebrais de pacientes deprimidos,
incluindo o cortex pré-frontal e o hipocampo (DREMEet al., 1999; SARGENT et al.,
2000). Portanto, uma deficiéncia na expressao gifudesses receptores € um importante

fator no desenvolvimento da depressao (LEITCHI.ge2@03).

Uma vez que os agonistas do receptor 3aH@stados clinicamente até o momento
sao agonistas parciais fracos, o desenvolvimentagdmistas com maior afinidade aos
receptores pos-sinapticos pode levar a producdwedécamentos mais eficazes (BLIER &
WARD, 2003). Nossos achados mostraram que o ed@itieimobilidade da riplll, assim
também como da fluoxetina, foi impedido pelo pegamento com NAN-190 (antagonista
5-HT1a) 0 que sugere a necessidade de participacdo dptoec5-HEa no efeito

antidepressivo da riplil.

Estudos pré-clinicos e clinicos tém relatado a méocia dos receptores 5-HT
especialmente os subtipos 54k 5-HT,¢, na fisiopatologia da depressédo assim também
como na acao de varios antidepressivos (CRYAN & KUYQ000; ELHWUEGI, 2004;
BOOTHMAN et al., 2006; WANG et al., 2008). Algunsalbalhos mostraram que a
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administracdo de antidepressivos causava woanregulation nesses subtipos de
receptores (DEAKIN, 1988). Outras evidéncias moatraque a mianserina, antidepressivo
atipico, apresenta alta afinidade por estes subtipaeceptor (PAZOS et al., 1984), assim
como os triciclicos apresentam moderada afiniddB&ICK et al., 1994) e outros estudos
mostram ainda que os ISRS podem exercer seussgfeito parte, ao ativar o receptor 5-
HT,c (LUCKI et al., 1989). Corroborando com esses ashadm estudo mostra que o
efeito de reducdo da imobilidade de um agonistaedeptor 5-H%c, WAY161503, foi
completamente bloqueado pelo antagonista seleB2D&33 e pela mianserina (CRYAN
& LUCKI, 2000) e ainda que, o agonista seletivordoeptor 5-HF,, DOI, aumenta o
efeito antidepressivo de alguns compostos (KHISTTIHOPDE, 2000; ZOMKOWSKI et
al., 2004).

Neste trabalho, revelamos que apesar de alguoseautlatarem a importancia do
receptor 5-HFac NoO processo depressivo e no efeito de diversosaféos utilizados na
clinica, o efeito antidepressivo da riplll ndo é@erdente desses subtipos, uma vez que o
bloqueio desses receptores com a ritanserina n@edion que a riplll exercesse seu efeito
anti-imobilidade, corroborando com achados de suénatores que obtiveram resultados
semelhantes (SUGIMOTO et al.,, 2010), sugerindoagiqgipacéo principalmente do

receptor 5-HTa no tratamento da depressao.

Apesar do bom conhecimento da participacdo daotramsmissao serotonérgica na
depresséo, existem apenas alguns relatos de enaslémtacionando a participacdo dos
receptores 5-Hi'na fisiopatologia desta doenca. Diferentementeadii®s receptores de
serotonina, o receptor 5-HB um receptor da superfamilia de canais iGnicosg@veis
aos fons Nj Ca&* e K' (BOESS et al.,, 1995; GREEN et al., 1995; BARRERAalg,
2005). Dos estudos com animais, € conhecido queO70dos receptores 5-HHo cérebro
estdo localizados pré-sinapticamente associadosagémos e nervos terminais, exceto no
hipocampo onde eles estdo localizados principakngdts-sinapticamente em regides
somatodendriticas (MIQUEL et al., 2002). A expresgdievalente desse receptor nos

nervos terminais € consistente com seu papeldgicd na liberacdo de neurotransmissores
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como a dopamina, colecistocinina, glutamato, amdtia e GABA (HANNON &
HOYER, 2008).

Alguns relatos tém indicado que diferentes clasleeantidepressivos agem como
antagonistas funcionais dos receptores 3;Hidicando que a supressdo da atividade do
receptor pode contribuir para a acdo de antidepoessfEISENSAMER et al., 2003).
Outros relatos mostram que a administragdo agudatdgonistas deste receptor diminui a
duracdo da imobilidade no teste do nado forcadoABR & MASWOOD, 2006) e que,
enguanto agonistas do receptor 5zdfenuam a diminuicdo da imobilidade produzida pela
imipramina, desipramina e minserina, antagonistasngializam o efeito de varios ISRS
(NAKAGAWA et al., 1998). Corroborando com essesaalds, existem evidéncias para a
relevancia de antagonistas 5410 tratamento da depressdo em estudos clinicoguais
pacientes que sofrem de distlrbios complexos corfilor@mialgia e bulimia mostraram
melhora na comorbidade depressao (HAUS et al.,;Z00RIS et al., 2006).

No entanto, existem evidéncias consistentes de aueletroconvulsoterapia,
tratamento clinico utilizado em casos refratarim$ratamento com antidepressivos, € capaz
de potencializar a funcdo dos receptores 3-RI hipocampo, uma regido extremamente
relacionada com a etiologia da depresséo (KRISHNARBI., 1991; ISHIHARA & SASA,
2001). Os resultados deste trabalho estdo de acomioos autores que afirmam que a
estimulacéo do receptor melhora os sintomas daessfio, uma vez que a riplll teve seu
efeito antidepressivo prevenido pela administragdoondansentron, um antagonista do
receptor 5-HE. Sendo assim, o efeito de agonistas ou antagsrestamelhorar o quadro
depressivo € dependente da regido cerebral e adizlogio do receptor. Como o0s
receptores 5-Hy no hipocampo sdo pos-sinapticos e a estimulac&sedereceptores
apresentou melhora da depresséo, podemos sugeraigquistas do receptor 5-gHpos-
sinaptico, assim também como antagonistas 5-Hie-sindptico, exercem efeito de
melhora nos quadros depressivos e que provavelreemiglll necessite da atividade dos

receptores 5-HIpos-sinapticos no hipocampo.
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Os resultados obtidos no teste do nado forcade sobvestigacéo da participacéo
dos sistemas de monoaminas no efeito antidepresisivdplll sugeriu que esta droga
necessita da participacdo do sistema dopaminécgitoo envolvimento do receptop,@la
participacdo do sistema noradrenérgico, com o &mehto dos receptoras, e a,, além
da participacdo do sistema serotoninérgico, umagueza deplecao de serotonina impediu
o efeito antidepressivo, tanto quanto o bloquei® @aeptores 5-HE e 5-HT;. Sabemos
gue a maioria dos antidepressivos utilizados atertlen apresentam seus efeitos
bioquimicos primarios ao regular as concentraciegpstcas de noradrenalina, serotonina
e/ou dopamina, mas nao as trés ao mesmo tempo.ntdot@® drogas que inibem a
recaptacdo de serotonina, noradrenalina e dopamib&éo de recaptacéo tripla) tém sido
recentemente desenvolvidas por produzir um inigoaddo mais rapido e por possuir
melhor eficacia que os antidepressivos classicbE({C& SKOLNICK, 2007; ALUSIO et
al., 2008; LIANG et al., 2008; MICHELI et al., 201BOPIK et al., 2006), 0o que torna a

riplll uma possivel droga promissora para o tratamea depressao.

O teste do nado forcado é um otimo modelo em detegentes antidepressivos,
pois cerca de 94% dos antidepressivos diminuenmpdede imobilidade (BORSINI &
MELI, 1988). Além disso, este teste € capaz de ridigtar antidepressivos de
neurolépticos e ansioliticos (BORSINI & MELI, 1988)o entanto, o principal consistente
falso positivo no nado forcado, trata-se da dingaaido tempo de imobilidade por parte
dos farmacos psicoestimulantes sem que, contudeseqem efeito antidepressivo.
Portanto, a maioria dos estudos realizam testeatidelade locomotora, uma vez que
antidepressivos nao alteram ou diminuem o padrdo load®mocdo enquanto o0s
psicoestimulantes aumentam (CRYAN et al., 2005).raPalescartar o efeito
psicoestimulante da riplll foi entdo investigadatavidade locomotora dos animais no
modelo do campo aberto.

O teste do campo aberto € empregado para avakdividade exploratéria dos
animais. A tendéncia natural do animal em um ant®ieovo € a de explora-lo, apesar do
estresse e do conflito provocado por este amb{@@NTGOMERY, 1958). Desta forma,

a atividade locomotora em roedores, observados amopa aberto, é o parametro
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comportamental mais usado para descrever influéndizs eventos da vida ou da
administracdo de drogas (MONTGOMERY, 1958; ARAKAVWRAIKEDA, 1991; REX et
al., 1996). Neste teste, os animais tratados cpHi néo tiveram a atividade locomotora
alterada quando comparado aos animais controlenetmo modo que a fluoxetina e a
bupropiona, enquanto a imipramina teve a atividhdenuida. Esse resultado sugere que o
efeito antidepressivo da riplll, neste modelo piredj € especifico, e ndo relativo a um

aumento na atividade motora dos animais.

O modelo da hipotermia induzida por alta dose derapfina foi utilizado para
comparar o efeito de um antidepressivo tricicliomjpramina, com o da riplll. A
apomorfina é conhecidamente um agonista dos raesptte dopamina e que, quando
administrada em baixas doses induz hipotermia qae ger revertida por neurolépticos,
como a pimozida e a sulpirida, mas quando admadatrem altas doses também induz
hipotermia que pode ser revertida por antidepresdiiciclicos, mas néo pela pimozida ou
sulpirida, sugerindo um n&o-envolvimento dos remgst dopaminérgicos mas,
possivelmente, o envolvimento com os recept@rasirenérgicos (PUECH et al., 1978;
MENON et al., 1984).

No presente estudo, a hipotermia foi induzida pt& dose de apomorfina e foi
diminuida pela imipramina, que permite a ativacdoeteptoref-adrenérgicos ao inibir a
recaptacdo de noradrenalina levando a diminuicdaigtermia. No entanto, a riplll ndo
foi capaz de reverter nem diminuir a hipotermiauzida por alta dose de apomorfina,
mostrando que seu efeito antidepressivo ndo dese resacionado com a participacao do
recepto3-adrenérgico. Esse resultado sugere que o efettiplilando é semelhante ao dos
triciclicos, uma vez que inibindo a recaptacéo ft@ena interacdo de noradrenalina em
qgualquer dos seus subtipos de receptor. Contualdl, parece ndo inibir a recaptacéo de
noradrenalina, uma vez que ndo ha interagdo cozuaptor3-adrenérgico, e ainda sugere
gue a interacdo com 0s receptoceadrenérgicos, vista anteriormente parece seradiret
Ainda assim, a riplll sozinha nao foi capaz de mdhipotermia, sugerindo que esta droga
nao interage com receptores dopaminérgicos no dlgpub, mas sim em regides

especificas envolvidas com a depressao, comoafsigésiormente.
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Existem muitos relatos indicando que antidepressiveados na clinica poderiam
melhorar o estado depressivo pela regulacdo dotremsmissores monoaminérgicos,
DA, 5-HT e NA, em diversas areas cerebrais (IMPERA&t al., 1994; KIRBY et al.,
1995; SAVEGNAGO et al.,, 2007). Tem sido sugeridee gqu aumento dos niveis de
monoaminas na sinapse é o primeiro passo paraidaaie de antidepressivos (PINEYRO
& BLIER, 1999). Estudos mais recentes tém demodstrgue o cértex pré-frontal, o
hipocampo, corpo estriado e amigdala sdo regidéioradas com a depressao
(DREVETS, 2000; 2001; JARACZ, 2008).

Além disso, a diminuicdo nas concentracdes cereltai 5-HT e seu principal
metabdlito 5-HIAA foi comumente encontrada em pateis e em animais que passaram
por situacdes de estresse e depressédo, sugeriralalisfungdo no sistema serotonérgico
(SPREUX-VAROQUAUX et al., 2001; SOUTHWICK et al.0@5; MITANI et al., 2006).
Achados clinicos mostraram que a maioria dos agemi®idepressivos utilizados
atualmente induziram um aumento na disponibiliddel&-HT, e que este aumento estava
relacionado com seu efeito terapéutico (WILNER,SIIBOURIN et al., 2002; BLIER &
WARD, 2003; TRIVEDI et al., 2004, DASZUDA et ak¥05). Outros estudos mostram
que niveis de DOPAC (&cido 3,4-diidroxifenilacé}ieon cortex pré-frontal (CLAUSTRE
et al., 1986) e no nucleo caudado acompanhado dawmento do 5-HIAA (4cido 5-
hidroxindolacético) (IKEDA; NAGATSU, 1985) é decente do estresse induzido pelo

nado forcado.

Levando em consideragdo as alteracfes nos niveisndaoaminas e o estado
depressivo (ANISMAN & ZACHARKO, 1990), foi decididavestigar como o tratamento
com a riplll poderia interferir com os niveis deaenina, dopamina e noradrenalina e seus
metabdlitos em areas extremamente relacionadasacd@pressao como o corpo estriado,
hipocampo e cértex pré-frontal. Além disso, foraafcgladas as taxas de metabolizagéo
para compreensdo da renovacdo das monoaminasne assnpreender melhor o seu

mecanismo de acéao.
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Os resultados deste trabalho mostram que os anitretizsdos com riplll e
submetidos ao nado forcado aumentaram os nivdAd@a dose de 50mg/kg, 5-HT, nas
doses de 25 e 50 mg/kg e NA na dose de 25 mg/kgmo estriado, enquanto diminuiram
0s metabdlitos de DA, HVA e DOPAC em ambas doseg, ®HT, 5-HIAA sugerindo um
aumento e permanéncia dessas monoaminas livres. S0, houve diminuicdo das taxas
de metabolizacdo DOPAC/DA, HVA/DA e 5-HIAA/5-HT iiwéndo aumento do fluxo
destas monoaminas nesta regido. De modo semelmmiegrtex pré-frontal houve um
aumento da DA, nas doses de 25 e 50 mg/kg, 5-HIosa de 50 mg/kg e de NA na dose
de 25 mg/kg, além de ter diminuido os metabdlit(3PBC e 5-HIAA e as taxas de
metabolizacdo DOPAC/DA e 5-HIAA/5-HT mostrando uomento na permanéncia das
monoaminas na fenda e um aumento no fluxo dessasstogénicas. No hipocampo, a
riplll aumentou apenas os niveis de 5-HT e NA enbasmdoses estudadas, além de ter
aumentado o metabdlito 5-HIAA. As taxas de metalaghio ndo foram alteradas. Estas
observacdes sugerem que a riplll possa atuar pocanismos dopaminérgicos,
serotonérgicos e noradrenérgicos em corpo estriatex pré-frontal e hipocampo, uma
vez que aumenta o nivel das monoaminas, diming seetabdlitos e reduz a taxa de
metabolizacdo aumentando o fluxo ou renovacgdo slesta areas envolvidas com a
depresséo, além de interagir com receptores dessasaminas, como observado nos
testes comportamentais, e de acordo com outrodasstjue mostram que a diminuicdo de
dopamina no corpo estriado é um indicativo de dmsdie IMPERATO et al., 1994) e que,
as concentragcdes de 5-HT e DA estdo diminuidasaséssas ap0s a exposicao ao teste do
nado forcado e que pode ser revertida por antidsmas (XIA et al., 2007) e de estudos
gue indicam que a taxa de metabolizacdo de 5-HTAeefia aumentada apdés o nado
forcado nas areas estudadas (CONNOR et al., 199@ANet al., 2000) que pode ser

reduzida por antidepressivos, assim como fez H @pi nosso estudo.

Apesar de 0 mecanismo de inducdo da depressacstadidctalmente esclarecido, ja
foi observado que a exposicao crbnica ao estresske |[nduzir severas desordens
psiquiatricas pela geracao de radicais livresuindo esta patologia (DE KLOET et al.,

2005). Radicais livres s&o produzidos constitutieate sob condicdes fisiologicamente
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normais e incluem as espécies reativas de oxigEmM@®s), como o anion superéxido(Q

o radical hidroxila (OH, o radical peroxido (ROY) o peroxido de hidrogénio (8,), bem
como as espécies reativas de nitrogénio (ERNs),ocoméxido nitrico (NO) e o
peroxinitrito (ONOO) e as espécies reativas do cloro, como o acidaclupso (HOCI)
(MOSLEY et al., 2006). Os organismos produzem ameecanismos de defesa para
proteger a si proprios contra a injuria provocada esses radicais livres, como por
exemplo, enzimas antioxidantes (catalase, glutatperoxidase e superoxido dismutase),
varredores de radicais livres e agentes quelan&télioos (REITER, 1995). Geralmente
existe um balanco entre a producédo de radicaisslier a atividade do sistema de defesa
antioxidante. Quando este balanco esta alteradfaean da producdo de radicais livres
devido a deplecdo dos componentes do sistema dsadeintioxidante ou devido ao
aumento da geragéao de radicais livres, o estresdativo ocorre (HALLIWELL, 1992). O
estresse oxidativo gera reacdes em cadeia caustambs em lipidios polinsaturados de
membrana, proteinas e DNA, e, 0os neurdnios sofrgimia ou até morte (NIKKI et al.,
1993; ZHAO et al., 2008).

Dessa forma, tem sido relatado que o estressetmadaia producédo de radicais
livres, pode apresentar um importante papel nap@blogia da depressdo (NG et al.,
2008). Alguns estudos mostram que alteracfes hi@l$goxidativas estdo sendo
grandemente reconhecidas como uma rota critica ¢@nas observados na depresséo
induzida pelo estresse (BERK, 2007) e, que o awndatestresse oxidativo ocorre na
depressédo maior, evidenciado pela diminuicdo déssade antioxidantes plasmaticas em
conjunto com o aumento de peroxidacao lipidicaagegscientes (OZCAN et al., 2004).
Outros ainda mostram que, nas desordens psigamtrtacionadas ao estresse, 0 estresse
oxidativo desencadeia ou exacerba varias rotasade, @omo a disfungdo mitocondrial,
desregulacdo da homeostase do célcio, alterac#@otake energéticas, dano a precursores
neuronais, inibicdo da neurogénese e inducdo detevesinalizadores de apoptose
(CREGAN et al., 2002). Além disso, humerosos distg oxidativos tém sido relatados
em pacientes deprimidos, incluindo o aumento dm aeidativo e diminuigdo do nivel de
enzimas antioxidantes (NG et al., 2008; SARANDOLlakt 2007) e, ainda, estudos pré-

clinicos tém sugerido que antioxidantes (varreddesadicais livres) podem apresentar
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propriedades antidepressivas (EREN et al., 200FIRAet al., 2009). Parece razoavel a
proposta de que antioxidantes exdgenos possantilsgados no tratamento da depresséo,
uma vez que muitos antidepressivos sintéticos disps apresentam baixas proporcoes de

resposta, remissao e severos efeitos adversos (MES&t al., 2002).

Sendo assim, a associacdo existente entre 0 esteskativo e fisiopatologia da
depresséo e o papel de antioxidantes nas acogeutcas dos antidepressivos tém sido
constantemente relatado (BILICI et al., 2001; KHADIZE et al., 2003; CUMURCU et al.,
2009). Algumas drogas antidepressivas tém mostad@umento na expressao de genes
de importantes enzimas antioxidantes, como a suigerdismutase (SOD) (KOLLA et al.,
2005). Ja foi observado também que a fluoxetina pederter e prevenir o dano oxidativo
observado no estresse psicoldgico induzido, comevidenciado pela elevagcédo ndo s6 da
atividade da SOD, mas também pela ativagcdo de @#me de componentes-chave do
sistema antioxidante enddgeno (ZAFIR & BANU, 20ZAFIR et al., 2009 observaram
gue a administracdo de drogas antidepressivasngredelas, a imipramina, reduziu a
atividade das enzimas superoxido dismutase, catajhistationa S-transferase, glutationa
redutase e a concentracao de malonildialdeido teipes carboniladas no tecido cerebral

de animais submetidos ao estresse.

Como ja foi dito previamente, o teste do nado fdocé um modelo animal pré-
clinico bem estabelecido e representa um eventesttesse agudo (PORSOLT et al.,
1977). AKHTAR et al., 2005 relataram a existénaaedtresse oxidativo no teste do nado
forcado. Além disso, ABDEL-WAHAB et al., 2011 expuam que 0 estresse agudo do
nado forcado ndo s6 aumenta a producédo de ERO$Is E&dfno também atenua as defesas
antioxidantes, o que da suporte ao método utilizaekte trabalho. Dessa forma, esses
achados incentivaram o estudo do potencial efeiioxadante da riplll através da dosagem
da atividade da enzima catalase e superéxido dimmutios niveis da glutationa reduzida
(GSH), do conteudo de nitrito e do indice de lipidderoxidacdo em trés areas
extremamente relacionadas com a depressao, codrtea pré-frontal, hipocampo e corpo

estriado de animais submetidos ao estresse dofoiag@olo.
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O anion superoxido (9, radical livre extremamente téxico, produto deeiacédo
entre as moléculas de oxigénio e elétrons provesgeda cadeia transportadora nas
mitocéndrias, é convertido por acdo da SOD (supeodxiismutase) a peréxido de
hidrogénio (HO,), radical menos toxico, que, por sua vez, é ditaxio pela catalase e
glutationa peroxidase (GSH-Px) que necessita datglna reduzida (GSH) servindo como
cofator desta enzima. Essas enzimas constitueim,ags sistema antioxidante endogeno,
gue atua prevenindo o dano neuronal induzidos gERGs (REMMEN et al., 2004). A
glutationa € uma enzima especializada na remoc¢duweixidos do mesmo modo que a
catalase, mas estas tém localiza¢cOes distintasNith 8 catalase é mais abundante nos
astrocitos do que em neurdnios, e mais na subaténzinca do que na cinzenta, mas pode
ser induzida em neurdnios pela acdo das neurcdsfi@®s componentes do sistema da
glutationa peroxidase, GSH, glutationa redutase AD(R)H estdo presentes na

mitocdndria, bem como no citoplasma dos neurdnios.

Uma elevacdo na formacdo de radicais livres pod@as@mpanhada por aumento
compensatorio imediato na atividade de enzimasvaddras de radicais livres. O estresse
agudo do nado forcado pode alterar sistemas adéinteés e ativar enzimas responsaveis
pela remocdo de EROs, como a SOD e a catalase,d@éeduzir GSH, indicando uma
resposta celular a elevagdo na formacdo de espésativas do oxigénio (ABDEL-
WAHAB et al., 2011).

Os resultados deste trabalho mostraram que a,rifaH trés areas, ndo alterou os
niveis de SOD em condi¢gbes normais. No entanto,ofsiervado um comportamento
adaptativo em animais submetidos ao estresse adpidwado forgado, observado pela
elevacdo dos niveis de SOD, no hipocampo e noxcgrtefrontal, em animais controle,
mas, a riplll ndo foi capaz de reduzir esses nivadscluindo que houve uma intensa
transformacdo de anion superéxido em peroxido deodénio, evidenciando o estresse
oxidativo. No cortex pré-frontal, todos os grupgsesentaram 0s niveis desta enzima
semelhantes ao do grupo controle. Quando analisamats/idade da catalase, nas trés
areas estudadas, observamos que a riplll tinhazidmlesta atividade, apds o estresse

induzido pelo nado forcado, mas ndo em condi¢cdesais, mostrando que, a principio
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ndo houve detoxificacdo de perdxido de hidrogémique poderia sugerir um efeito pro-
oxidante da riplll. No entanto, ao observar a gdade de GSH, observamos que houve
um aumento significativo deste cofator enzimatiwas trés areas, ap0s o estresse induzido
pelo nado forcado e, no corpo estriado também emdigies normais, levando-nos a
concluir que o peroxido de hidrogénio produzidoap8OD teria sido detoxificado pela
GSH e néo pela catalase, sugerindo que a ripldsgmta efeito antioxidante por aumentar
os niveis de GSH, nas trés areas estudadas. Pomaatimento da GSH pode ter ocorrido
por um mecanismo gerenciado pelos neurdnios hippa@mprécorticais e estriatais, de
alguma forma estimulados pela riplll, para elimioarradicais gerados pela inibicdo da

atividade da catalase.

O fato de a riplll ndo alterar os niveis de enziawsoxidantes por si esta de acordo
com outros estudos que mostram que a administdg@mtidepressivos ndo afeta o status
de enzimas antioxidantes em animais ndo estressdstos revela que os farmacos
antidepressivos nao apresentam efeito antioxidaatauséncia de condi¢cdes de estresse
oxidativo; ao invés disso, eles interferem diretat@enos caminhos induzidos pelo estresse
para o dano oxidativo (LUCASSEN et al., 2004). Aldisso, 0 aumento de GSH também é
observado em estudos com antidepressivos e proventd apresenta efeitos inibitorios
em eventos sinalizadores na morte celular apoptdiice é engatilhada pela perda de
glutationa e aumento do dano oxidativo (ZAFIR et 2009). Além disso, a concentracao
de SOD aumentada, observada aqui pelo tratament@aaplll, e em outros estudos com
antidepressivos, € um importante mecanismo de aetestra apoptose, portanto
prevenindo a atrofia em regides cerebrais na defoesmduzida pelo estresse (ZAFIR et
al., 2009). Esses achados sé&o promissores parastugoefuturo com a administracédo
cronica de riplll e investigar um possivel efeiuroprotetor nas areas aqui observadas,
uma vez que a terapia antidepressiva capsajulation na expressdo de SOD e pode estar
relacionada com a prevencao da piora dos sintofiediscas que podem estar direta ou

indiretamente relacionados com a neurodegenerat@o &l., 2000).

Existem evidéncias de que a depressdo apreseriia sinmentados de estresse

oxidativo e que ha participagdo dos caminhos dond@ua patogenia. O estresse exerce
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efeitos deletérios em inumeras fungbes celulareayeés do impedimento dos sistemas
antioxidantes, levando ao estresse oxidativo qaecausa central de varios sintomas da
doenca depressiva (TORRES et al., 2004). O NO de=meima um importante papel em
praticamente todos os sistemas do organismo (EISHRY al., 1998 aline). Embora
exerca diversas funcoes fisioldgicas uteis, quamdaexcesso, 0 NO pode exercer efeitos
nocivos. Em determinadas condi¢cdes, o NO e ,0 @@dem interagir, resultando na
formacéo de peroxinitrito (ONOY) um produto extremamente toxico. Esse composto é
capaz de reagir com diversas moléculas: proteilipi&leos, carboidratos e acidos
nucléicos, danificando-as. Além disso, seus praggwedutos de decomposicéo, o radical
OH e o dioxido de nitrogénio, dentre outros, tém skamk potencial deletério
(RADENOVIC et al., 2003).

Pesquisadores tém focado nas ac¢des bioquimicateeutames do 6xido nitrico, em
condi¢cbes normais, assim também como sua altepaat@acial em condi¢Bes patoldgicas
como a depressao (GARG et al., 2008). O nitritotéim@ito estavel do NO) pode ser
associado com a fisiopatologia da depressao, umgue elevados niveis de peroxinitrito,
e seu precursor, oxido nitrico, tem sido bem docuat® na fisiopatologia da depresséo
induzida pelo estresse (WEGENER et al., 2010; RIBBAet al., 2007; SANDERS &
KORF, 2007; OZCAN et al., 2004; PALL, 2007) e que Um aumento na expressao de
INOS hipocampal durante o estresse (HARVEY et &006). Outros achados
demonstraram que a inibicdo da NOS exercem efaitbbdepressivos em modelos animais
de depresséao (Da SILVA et al., 2000; YILDIZ et aD00).

Nossos resultados demonstraram um aumento na @odig nitrito-nitrato no
hipocampo e no cortex pré-frontal dos animais stidlo® ao estresse pelo nado forcado,
enguanto que no corpo estriado ndo houve alterag@sar de ter havido uma tendéncia
em aumentar, confirmando a participacdo dessesbaiigts no processo depressivo. O
pré-tratamento com riplll, todavia, foi capaz deerter a elevacdo dos niveis de nitrito-
nitrato no hipocampo e cortex pré-frontal em angraibmetidos ao nado, contribuindo,
dessa maneira, para reducdo de EROs cerebral. o estriado nao foi verificado

aumento significativo na produgao de nitrito-nitrggelo estresse do nado forgcado, no
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entanto, a administragao de riplll, antes do namgaflo, mas ndo isoladamente, reduziu
significativamente a concentracdo de nitrito-ndraiessa area cerebral, em relacdo ao
controle. Dessa forma, os efeitos protetores d#él rggui estudados parecem estar
relacionados a diminuicdo da producdo de EROs @astos deletérios, principalmente no
hipocampo e cortex pré-frontal, areas cerebraiemdamente implicadas na instalacdo do
processo depressivo, reforcando a importancia eitoedntioxidante dessa substancia para
o seu efeito antidepressivo. Esses achados saenteer com achados de outros
pesquisadores que relataram também uma diminuigdoraducdo de nitrito-nitrato em
diversas areas cerebrais, incluindo hipocampo,occegiriado e coértex pré-frontal, em
animais tratados com venlafaxina, um antidepresatjpico (ABDEL-WAHAB et al.,
2011; DHIR & KULKARNI, 2007).

Vérios estudos demonstram que pacientes com déprapsesentam hipoatividade
no coértex pré-frontal, sugerindo uma deficiénciataeegido, que tem sido relatado como
uma reducdo na habilidade de individuos depresswosxperienciar prazer e alcancar
objetivos prazerosos (GOTLIB et al., 1998; HENRI@J& DAVIDSON, 1991).

Como falado anteriormente, o estresse oxidatité esvolvido com a patogenia da
depressdo. MAES et al., (2000), assim também camaimero cada vez mais crescente
de investigadores (TSUBOI et al., 2006; SARANDOLaét 2007), tém estabelecido a
coexisténcia de aumento do estresse oxidativo éotonsas de depressdo em pacientes,
como evidenciado pela reducéo de defesas antidesi@hasmaticas em associacdo com o
aumento da lipidio peroxidacdo. Significantes dag@&s foram encontradas entre a
duracdo e severidade da donca, assim como o aurdentaimero de episddios com
alteracbes na atividade da SOD e niveis de malalizido (MDA) (BILICI et al., 2001;
SARANDOL et al., 2007).

Todos os componentes da célula sdo suscetiveigd@a @das ERO, porém a
membrana € uma das mais atingidas em decorréngiardaidacao lipidica, que acarreta
alteracbes na sua estrutura e permeabilidade (VABR DKRAAIJ et al., 1988).

Consequentemente, ha perda da seletividade naifoica e liberacdo do conteudo de
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organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisnasp e formacdo de produtos
citotoxicos (como o MDA), culminando com a mortdutar (HERSHKO, 1989). A
lipoperoxidagdo também pode estar associada aoanme®s de envelhecimento, de
cancer e a exacerbacdo da toxicidade de xenolsf®6AN et al., 1990). Assim, como
na formacéo das ERO, nem sempre os processosopergxidacido sao prejudiciais, pois
seus produtos sdo importantes na reacdo em caacptatir do acido araquidonico
(formacédo de prostaglandinas) e, portanto, na stspmflamatéria (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1990). Todavia, 0 excesso de tais paxiypode ser lesivo (ROSS &
MOLDEUS, 1991).

Estudos mostram que antidepressivos como a fluaetnipramina e venlafaxina
revertem significativamente a lipoperoxidacao indazelo estresse (ZAFIR et al., 2009).
O cérebro contém um alto conteudo de &cidos gr@adnsaturados oxidaveis e a
lipoperoxidagdo gera dano aos fosfolipideos resddiaem uma complexa cascata
envolvendo o impedimento das funcdes de protei@asaibrana e canais i6nicos, que por
sua vez, promovem a interupcdo da homeostase idwigeonal (Matson, 1998). Além
disso, a destruicao dos fosfolipideos da membrieea viscosidade da membrana e esta
implicada na influéncia de inUmeros estagios dadandas aminas biogénicas como a
densidade do receptor ou a funcdo dos receptoretisérgicos e/ou catecolaminérgicos
(VAN-DER-VLIER & BAST, 1992). Ainda, a peroxidacabpidica das membranas
também modifica a liberacdo e recaptacdo de nemsotrissores, atividade de canais
ibnicos, a funcdo de transportadores de glicos&Rases e o acoplamento de proteinas de
ligacdo ao GTP em receptores de superficie cetulzaen impedir a funcdo mitocondrial e
promover a cascata de eventos que culmina com & elular por apoptose (MATSON,
1998). Pela reducdo da lipoperoxidacdo, os angdspos podem prevenir os efeitos
inibitérios que o MDA diretamente exerce no sit®lgdjacido no receptor de serotonina e
catecolaminas (BRITT et al., 1992). Portanto, agmedo desses fatores danosos durante a
lipoperoxidagdo induzida pelo estresse deve sesiy@giente o alvo da agdo dos
antidepressivos, relevante para os seus efeitmséeticos.
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A exposicdo ao estresse no nado forcado aumentabédizacdo de acidos graxos
livres estimulando a superproducédo de EROs, o eue & destruicdo de fosfolipidios e
altera a viscosidade das membranas neuronais, €alao anteriormente, levando ao
aumento do nivel de produtos da lipoperoxidacédoocorDA (HOWLAND & PARIKH,
2010). Assim, a exposicdo de animais ao estresdest® do nado forcado aumenta os
niveis de MDA no hipocampo de camundongos (ABDELMWB et al., 2011).
Corroborando com esses achados, a desregulacadnedialllo metabolismo de lipidios e
as defesas antioxidantes como componentes integoamsstresse e depressao tém sido
reportado (YAGER et al., 2010). Ensaios de MDAngipal produto de membrana da
degradacao oxidativa de acidos graxos insaturagesoxidacdo do acido aracdonico, esta
implicada como uma medida para a lipoperoxidacgmoganto, também para o estresse
oxidativo. Além disso, tem sido mostrado que o MIBAbiologicamente ativo com
propriedades semelhantes as EROs (GALECKI et @D9R além de ser pré-inflamatorio,

enfraguecer as defesas antioxidantes e impedpasaelo DNA (ALDINI et al., 2007).

Dessa forma, em nosso estudo, corroborando condeglaamteriores (ZAFIR et al.,

2009; ABDEL-WAHAB et al., 2011; KUMAR et al., 20100 nivel de MDA foi
aumentado no hipocampo e no corpo estriado, dantemto prévio com riplll foi capaz de
reduzir esses niveis de MDA nessas areas, mostramelaa riplll apresenta atividade
neuroprotetora sugerindo que seus efeitos possameskados, pelo menos em parte, pela
inibicdo da peroxidacao lipidica. No entanto, enssooestudo, os niveis de MDA, no
cortex pre-frontal, ndo foram aumentados apos cessst do nado forcado quando
comparado ao animal que nao foi submetido ao sstr&€3ontudo, a riplll foi capaz de
diminuir os niveis de MDA, de modo semelhante etnasuareas, apenas nos animais que
foram submetidos ao estresse, sugerindo que adacéiplll esta condicionada a eventos
estressantes, uma vez que a droga nao foi capaddzer os niveis de MDA nos animais

gue nao foram submetidos ao nado forcado nasreés éstudadas.

Os resultados desse estudo sobre o0 estresse wxidadéirmitiu verificar a
diminuicdo da producado de nitrito e aumento dosgiside glutationa, além da diminui¢do

significativa da peroxidacéo lipidica, nas areasidslas, revelando que a riplll exerce
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efeitos antioxidantes, que pode explicar, pelo memmn parte, que suas acdes
neuroprotetoras sdo importantes para 0 seu meaandsn acdo antidepressivo em

camundongos submetidos ao nado forgado.
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CONCLUSOES
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7 CONCLUSOES

A andlise dos resultados apresentados neste toabashpermitiu concluir que:

* Arriplll reduziu o tempo de imobilidade nos testlessnado forgado e suspensao da
cauda confirmando o efeito antidepressivo obseresda@studos prévios e, apos a
realizacdo da curva de dose-resposta, no testeadm forcado, foi constatado o

melhor efeito antidepressivo na dose de 50 mg/kg;

* No teste do campo aberto, a substancia ndo akeatividade locomotora o0 que nos
permite concluir que o efeito antidepressivo ols#ovno nado forcado e na
suspensdo da cauda €& especifico e ndo relaciomado un possivel efeito

psicoestimulante;

« O efeito antidepressivo da riplll parece estar éngo com o0s sistemas

dopaminérgico, noradrenérgico e serotoninérgicipwjue:

o O pré-tratamento com antagonistas dopaminérgicatrawoque o efeito da
riplll foi impedido apenas quando o recepter Das ndo B foi bloqueado
mostrando que o efeito da substancia modula onsistéopaminérgico

através da interacdo com o recepteidDpaminérgico;

o O pré-tratamento com antagonistas noradrenérgiewsifiu verificar que o
efeito da riplll foi revertido quando os receptomgse a, foram bloqueados,
levando a conclusdo de que o0s receptoresirenérgicos interagem com

riplll facilitando seu efeito antidepressivo;

o O pré-tratamento com inibidor da sintese de seiromostrou que a riplll
foi incapaz de exercer seu efeito antidepressivstrmodo que € necessaria

a participagcao desse sistema para o efeito; erddblaguear receptores
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especificos, o efeito da riplll foi impedido quantouve blogueio dos
receptores 5-Hilh e 5-HT;, mas ndo dos receptores 544dc, mostrando
que existe o envolvimento do sistema serotonin@rgiwo efeito
antidepressivo da riplll através da interacdo cansubtipos de receptores
5-HT.a € 5-HTs;

No teste da hipotermia induzida por apomorfinallripéo foi capaz de reverter a
hipotermia, um efeito mediado pela ativacdo de pteces B-adrenérgicos,
sugerindo o néo-envolvimento da riplll com este tipab de receptor,

diferentemente de antidepressivos triciclicos gwentem a hipotermia;

A riplll foi capaz de aumentar os niveis das mom@siNA, 5-HT e DA no corpo
estriado e no cortex pré-frontal, e de NA e 5-HThipmcampo, além de diminuir os
metabdlitos no corpo estriado e cortex pré-frootelsequentemente diminuindo as
taxas de metabolizacdo, sugerindo uma maior pemsané&as monoaminas em
sitios de acdo, o que favoreceu o efeito antidsmesla substancia, corroborando
com a modulacdo dos trés sistemas de monoaminasidugpelos estudos

comportamentais;

Nos estudos sobre o estresse oxidativo, a riplindao administrada em animais
gue ndo foram submetidos ao estresse ndo apresdtdracdo nas atividades das
enzimas antioxidantes o que sugere que ndo hagterda homeostasia apos a

administracdo de riplll nas trés areas analisadas;

O nado forcado foi capaz de induzir estresse axmaterificado pelo aumento da
atividade da SOD, catalase e diminuicdo de GSHaress cerebrais estudadas. O
pré-tratamento com riplll foi capaz de aumentani®is de GSH, mas ndo o de
catalase mostrando que todos os radicais peroxggosdos pela SOD foram
oxidados pelo GSH e nédo pela catalase, sugerindpripdades antioxidantes

diretas ou indiretas da riplll, através da capat@dde modificar a resposta ao
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estresse oxidativo neuronal, facilitando mecanisn@slogenos de defesa
antioxidante.

» Os niveis de peroxidacao lipidica e os niveis ti@ainitrato foram aumentados em
animais submetidos ao nado forcado revelando queodelo induz estresse
oxidativo. No entanto, nos animais pré-tratados cipihl diminuiram o nivel de
peroxidacao lipidica assim também como o nivel itl&adnitrato nas trés areas

estudadas, fortalecendo o efeito antioxidantepld sugerido no item anterior;

Portanto, este trabalho permitiu concluir que arm@a lll realmente apresenta
efeito antidepressivo, provavelmente ao interagin aeceptores pdopaminérgicosg-
adrenérgicos e 5-HEK e 5-HT; serotoninérgicos mostrando que existe modula¢@ do
sistemas monoaminérgicos, levando ao aumento @esrdessas monoaminas e melhora
dos sintomas depressivos. Além disso, o efeitaleptessivo e a homeostasia necesséria
para o efeito antidepressivo parecem ser favoreqeto efeito antioxidante da substancia,
qgue melhora os sistemas antioxidantes enziméticddgenos além de diminuir o nivel de

peroxidacdo lipidica e de nitrito/nitrato.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho mostrou resultados promissorespdi como droga antidepressiva,
uma vez que apresentou envolvimento com os trénss de monoaminas e nao apenas
com uma ou duas monoaminas, como a maioria dodepnéissivos utilizados na clinica.
Essa afirmacgédo € fortalecida por estudos que digeenfarmacos antidepressivos que
atuam nos trés sistemas de monoaminas podem dgairestsitos terapéuticos mais rapidos
gue os farmacos habituais. Além disso, a ripllleparapresentar um efeito a mais que
contribua para as suas propriedades terapéutisase @ seu efeito antioxidante, uma vez
gue o estresse induz a depressdo e a substancisitumpdes de estresse € capaz de

aumentar os sistemas antioxidantes enddégenodsre, asgnter a homeostasia.

No entanto, para saber se os efeitos promissargpltl como droga antidepressiva
se mantém, sdo necessarios estudos mais aprofencao por exemplo, a realizacdo de
modelos experimentais que induzam de fato sintalepeessivos, de maneira crbnica, para
qgue haja alteragBes neuronais semelhantes as ohelividuo com depressao, com o intuito
de verificar se a administracdo crénica da subst&@hcapaz de reverter este quadro e se

essa reversao é melhor ou ndo que a de farmacéds@BESivos.

Sendo assim, os estudos com a riplll serdo cadioal no laboratério de
Neurofarmacologia para que cada vez mais possarmposfuadar o estudos dos
mecanismos de acdo dessa substancia e, assimbworde alguma forma, com mais um
droga possivel de ser utilizada no tratamento gmedsdo como também para entender

melhor a etiologia desta doenca.
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Anidr rigerie,
m,_ﬁ;#;umhl__h Previous work has shown that intraperitoneal administration of riparin O (riplll}

fwrced swammeng test. reduces immobility tme in the forced swimming test (FST), which sugpests potent i
Raparn ML antidepreszant activity. As the mechanism of action s not completely understood,
12l muspensOn Rt this gudy i= simed at investigating the antidepressani-like action of rpllL Following
intraperitonesl sdministration of Apll at doses of 25 and 50 mg/kg, there were
Secawed 15 Augs 2010 docreases in the mnml.:-:lljtf time in the FET and taill suspension test wﬂhfut
rodnd 21 Moy 2071 accompanying changes in ambulation {data not shown). The prerestment of mice
accepded I7 ke 3011 with sulpiride (30 mg'ke, Lp.), presesm (1 mede, i.p), vohimbine (1 mptke, ip5
and pchlomphenylalaning (PCPA, 100 mg'ke, Lp. for, four consecutive days)
significantly prevented the anti-immability effect of ripMll in the FST, On the other
G‘;ﬂ“ﬂ;ﬂfﬁ“ﬂt“;’“ hand, the ant-immobility effect of rpll (50 mpefkg, v.o.) was not altered by
pretreatment of mice with SCH233900 (15 pgikg, Lp) Furthermore, fplll potentiated
the sleeping latency and sleeping time of the pentobarbital-induced sleeping time test
and also potentiated a pomorphine (16 mg'ke, Lp -induced hypothermia in mice. In
conclugaon, the present gudy provides evidence that the antidepressant-like effect of
riplll i dependent on itx interaction with the serotonergic, noradrenergic (2- and 2-
receptors), and dopaminergic (dopaming Iy receptors) systems,

Health Organization estimated that unipolar depresdve
disonders. were the fourth main canse of disability in
Mood disprders such &5 depression are among the most HM1E, and predicts that they will be the second main
comman foems of mental iloess with a listime preva- cause of disability in 2030 [21 Althoogh there ane sev-
lenee of up to 2% of the population, belng two i o three ernl molacalar argets useful in the development of new
tinmees as comumdgn in women - as inomen [1]. The Warkd antidepressant drugs, most of the current treatovents for
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depreasion afect direct o ndirectly the indsioaml nergie
gyatem [ 3] The moncaminergic lypothesis indicates
that ihe paihelogy of depression invoelves dysfunction of
maneanlne neumiranamiter cirowis o the cemtra
nervons aystem (CMSL This theory is supponted by
mumeraiE  neurechemdenl fadings 4] wnd by the
suocesaul treatment Tor majer depression with classical
antidepressants com prunds that enhaoce moneaminer-
g neurotransmsskn [S]

It is desirable to research and develop maore el ctive
amtidepressimis  with fewer ndverse effects Natural
plants may be an important source of new antidepres-
zant drugs e there are plenty works shewing the
effectivensss of soime herbal extracts and their constit-
wenls againet depression. mich as Hjjpericum per fararie,
Curcoma brga, Gikgo bloba, Rosnariees  offfcisalis,
Schlnus molk, and Adla ripada, amoog athers [F=15],

Arila 15 8 e that conprises 41 species of shrubs
and twees and B primaridy a lowland genus with ita
center of diversity In Centra]l Amazorda (Brasi) and
Guyana [16]. The genus & representad by 25 gpocies in
Brazil and ane of itz gedes A. riparia (Neess Mee, from
the Lavracene family, s populady known s Tours’ wnd
aocurs in the Humaita region of the Aimasonas state o
Brazll [17,18].

From the uanripe frodt of A plparks, taree substances
have been Eolated with broad spectrim antimicrobial
activity: methyl ethers of N-{benzoylh tyramine |riparin
T N-Z-hydroxybereoyl) tyramine [dparin [Ty and
M2 pdihpdrosybenay] b tyraming [ripacin T (6 g,
which were later prafuced sythetically [19]

Previcus dats showed thet one of the above com-
pounds |CFmethyd-FN4 2, e-dihydrosybe oyl tyranine
irplly, has potent smoeoth moscle relaxant  activity
[ 201,21 ] The apmamalytic efoct of dplll was lavestigated
aoneerning the invelvemem of the compound in relation
w Ca™" metaboliam, It was demonstrmted that riplll
prosduces an Inhibition of Ca®t influx and releass o
mtracelhalar Cat’, These remilts lead to the reduction in
intracelhilar (5" concentrmtion and posihly contribuote
1o the drag spasmalytic efoct {2 2] Recently, our graup
has reporied that dpl [23], ripll [24], amd ripll |14, 25]
pregent arciadyile-like efectz in rodert models of andety.

Corsidering that riplll showed antidepressant effects
when adminisierad intraperitoneally [14], we almed 1o
investigate whether the oral adminigmtion of Aplllaka
shows antide pressant ke eflacts in oease behayioom)
démpair tests, Additional aim was to investigate the
invelvement of the serotonerpic, dopaminergic, and
noradrenemngic - systems In riplll  antide pressant like
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effacts, To comrobamte e antile presant offeet of Aplll,
other animal models wers wad to evaluate 13 action.

namely apomerphine-induced hypothermia and barbi-
turate-induesd deeping time,

MATERIALS AND METHODS

Animals

Male Swiss mice, 25, were usad In each experiment,
and the animals were maintiinsd at o contmolled
temperatire (23 £ 1 %0 with a 13h dadlight owle
and ree access o water and kol Animals were treated
I aceordance with the corrent law wnd the NIH Guide
for Care and Use of Laborstory Animals

Drugs and freatment
The bllowing drigs wers used: riplll as the fest drog,
dinsepam, o benzaliazepine-lke amioltic (DEP: Unlfo
Quimdcs, Brasilia-DF, Brazly, imdpramine, o trieyelic anti-
depressant (IMP; Geigy. S50 Paulke-SP, Bragl), bupropion,
piypical antidepressant, which increases levels of dopa-
mine in the brmin, | BUP; GlasoeSmith Kline, Rio & Janeiro
R, Brazily and flumeting. a selective serotonin meuptaks
inhibi tor (FLU: Medley, Campinas-SF, Brazi yas gandands,
wnd pchlkrophenylalanine methyl ester (PCPAY (R +)-
T-hloro-B-hypdrowy-Fmethyl- 1 -pheayl-2, 3 4 5-tetmliy -
dra-1 H-3-benzaze pine hydrochloride (SCH23 3905, sulpi-
ride (SUL, prawssin (PRA) and yohimbine (YOH) as
antagoniss {Sgma-Aldrich, 2o Peule-5P, BrasiL
Riparin T was adminitered by gavege, whereas
diase pmn, [MP. BUF, FLIL PCPA, SUL, SCH23390, PRA,
and  yohimbine won admninktersd intapedttoncally
(L b The ip. and govage doses wene given in o corstan
vodume of 1) mL'kg body weight. Riplll was emulkifted
with 2% Tween-B0 (Signa-Alddch) md dissolved in
distilled water. All sther drags were dissolved in saline
and contrels received 2% Tween-80 {Sigma-Aldrich)
disaalved n distiled water.

Experimental protocol

The animals were tested during the light perdod and wens
observed in o clsed eown, al cormstant temperatune
123 £ 1 ) Maminated with normeal light, except in the
barbiturate-induced seeping time test that was poaely
lrinated with a 15-V red light. All the experiments
were perfprmad on differemt days with different anlmals,

Barbiturate-induced slesping time
Sixty mimates after the administmtion of riplll, 25 meg!
kg in = B) und 50.mg'kg {n = 10, wehide (n = 13}, or
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Antidspresant-Tlike action of riparin 7

diagepnm (8 benzodinsepine-like amdolytied | oing/lg
r= 10, all gmups reeeved sodium pentobarbi al (40
mekgh intraperioneally {Lp). The time from adminis
tratien 1o loss of the righting reflex is meconded as
skeeping latensy, and the tine elapsed betwoen the las
and veluntary eaosvery of the righting reflex s recondad
as deeping time 26,27 ], The cotofl time comsideed was
24} min.

Apomorphine-induced hypothermia

Saline or apoamorphine (& dopamine receplor agaiisty
{16 meke) was injectad intrapedionsally into mice
bl min after adminlstration of Apll-25 (m= 16k ripl-
H-51} {r= 163, wehick {r= 16) or IMF-1{} {n= 160
Temperatune was ineasirad with a digital thermometer
{BD Basie, Codtite-PR, Bradl 30 min afler apomor-
phiing or saling adudnistmtion. Mice with rectal temper
atumes between 36 and 38 0 pior to the experiment
wem naed. The clunges in body tempomtore (AT were
obtained by comparing the twe lemperalure measure-
ments The temperatune change: Among Eroups were
anilyzed 10 express the antagoniem of high-dose- apo-
marphine-dnduced liypothemmia. |28

Tail suspension test (TST)

The T5T has been described by Steru et al. [29). Animals
weme tensgparted fran the housing room 10 the teting
area in thelr own cages and allowed to adapt 1o the new
enviranment for ane hour before testing. For the tea, the
animals were dividad Into flve groups, velikde (v =9),
riplll-25 {n=7), wpll-50 {r= 7} [MP-30 {r= 100,
and BEP-30 (r = 8} Soity mimutes alier the lnjection,
they wene suspended by the 1ail on the edge of a shealf
Shoem alove o table top by adhesive tape placed
appradimately 1 om from the tip of the tail The dumtion
of immobility was recorded over a pericd of f min,

Forced swimming test (F5T)

The swimming test [ 3] s conducted (n a tank 22 emin
diameter and 40 cm in height with a rounded lid
contnining fredhvwater ot 25 °C to o depth of 20 em
The animals mweeived dplll 25 mgfke (f = M) and 50
mg'kg (k= 15), wehide {n = 200, IMP-10 mgke (7=
Bl BOP-30 me/ky e = B), and FLU-35 mefkg (n = 8k
T aspess the possible imvalvement of the noradenergle,
dapaminergic, and serotonergke systems, Independent
groups of animals were pretreated with PRA (1 mgikg,
an a-adrenoreceplor antagonist), yohimbine | 1 meha,
an d-adrenomeceptor anlagoma), SCHELI90 (15 pg!
kg, a dopmimine [y receptor antagonisth, SUL (57 mgke,

& dopamine Dy receptor antagonisth, or FCPA (1O mg!
kg an inhibitor of serotonin synthesic), 31 min befro
the pcdministration of wiplll (50 meg), BEP {30 meg,
IMF (10 megkgd, FLU (35 me/&gh, or vehicle. For this set
of experiments, the antinals were divided lmto groups of
Nk After 60 min, the animak were placed In the tank
and Teft there for 5 min to obse rve the immobility time. A
mowse wis considersd immablle when it memained
flsating in the waler, without struggling, making only
very dight movemenis necessary (o keep its head above
the water, Each antmnal was used only ance.

Statistical analysis

The resulis are presented a5 mean £ SEM Daita were
andlyzed by anovas bllowasd by Student—Newinan—Keals
et hose fest. Povalues <0015 were conddered statis-

eilly signifleant.

RESULTS

Barbiturate-induced sleeping time

Figure | shows the effct of dplll on barkitumie-indocsd
deeping time. Gavage trestment with riplll decreased
deeping latency (Flyure lay ot doses of 25 and 50 mp'kg
al 2T and 356%, mapectively, compared b control
Ripll 1 ako increased sleeping time [ Figure Ih at o dose of

E

~eBEHERERD
—

lLamaney d M (50

€ o el

hll-.:: T

et

isgnan

Pigure |  Efect of acxge treasmers of mice with mpaxsn 17 {29 and
5 mgkgl or dzzempam {1 ma'kg), by gavage o (o} seeping
I=tmncy {secomds) 2nd (b} sleping sme deeconds) in the sodimn
pentoharbial-indnoed desping time st Date are presamed s
meanis) £ SFAL Resnln wene analyzsed by sxva followed by
Serden s Newman-Kenl 20 the prsthoc test. Signifian dilfaenoes
ompared with congral (*F < U0S; **F < ud]}
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50 myp'kg at 91.57% compared 1o conteol. Dissepam, as
axpected. decreased deeping latency at S0L1% and
inereased the deeping me at 141.9% comparsd 10
regpetive control.

Apomorphine-induced hypothermia

Riparin L, at both doses, did net induce hypothermis in
ke, whien administersd alone |Fgure 2o On the other
hand, after pretreatment with agmmorphine, dplll was
unable 1o reverse the hypothermis (Figuee 280 compar-
ing o conteol groap, IMP-10 mgky revesad apomaor-
phine-induced hypthermia at 40.2% as comparad with
conil sl grog,

Tail suspension test

Riparin T decreasad the mmaobdity time (Flgure 3)with
bath doses. fiplll 25 and 51 meikg, at 4016 and 34.7%,
respectively, as did IMP 30 mg kg (76.0%), BEP 30 mqg
kg {34 5%y and FLTT 35 mp/kg (48 9%) comparing with
cori ol grougp,

Forced swimming test

Animals treated with both deses of fiplll {25 and 30 mgd
kgt showed decreases in thelr bnamobility times [Figune 4)
#t SL3 and 48.5%, respectively, as well o anlmals
teated with IMP-10 (BX.5%) and ROP-30 (8.9%)

companed to contral greup

Feval vesnent of the doparn nergie sipstem

The injection of UL (Figuwre Sa), 30 min pior to the last

administeation of Fipll, completely mewersed (135.08)
{8} P

T el b

iner-1a

-1 Cmmmi Emi-zy (il i -5

[4)] Ak 4 ngly. o

Pigure 2 Blect of the amoie Testment of mice with rigarn M
(25 and 50 mgfg} or miprammne | 10 mggl. by gavage. on
apomasphins ndued by pothermiz @n mice. Recsld tamperatures
of mice weane measured 3 min hedfore 2nd after the mjeaion of
spomorphine | 1/ mg g, Lp.) §) or sline {a). and changes of
hody temperatne were @ionlstad Valnes were spremad 25 mesn
0} = S Relts were anahmed by ok followed by Sendean -
Hewman-Keols 2 the post hoc st Signtficarn Sferences
omparad with comesponding oomtrol group *F < (05

CTW, Meda et al

bmmedsility Binw i3

|_— 1
—
|-
_
| ——!

Cmenl  Hpdiid amii-s
Pigare § Bt ofthe acue trestment of mae weth spamn (25
and S0 mgfkgl. mmipramine | ¥ mghg), hopropion (310 mgikg).
and flwecatine | 35 mgfeg), all by g2 vage. on the emmohilsy timeals)
m the 12i suspenson test Bach column represens the meani}
T AW Resnis were zmalyped by asovi dollowed by Stapdent
Newman-Kaulks 25 the pomt hoc test Sipnfimnt Sifreances
compared with comtrad groap (*P < 0u 12 ="F < DU 1L

Comesl Mgllh3  jeplliss  IWF

-

miPFm

Pigure 4 Efect ofthe acute tresmment of mae with mparin 10 {25

mnd 50 mgig!, imipramine | 10 mgkg). bopropim | 10 meg),
mnd fivoweatine {35 mg/fzl. all by ga vage. on the immobiley timajx)
in the fared swamming e Hach enlomn represeares the meznis)
z SAM Resnks were snabred by asovik fillowed by Stmdant-
Newman-Kembs ax the poat hoc test. Sigmnfiont difrences
compared weth ool group (P < (LK)

the immability time reduction caused by ripll treatment
I mdce. (i the other hand, the aniHmmobility efect
win not wevented by SCH23IP00  (Flgere Sh The
immobility time reduction caused by BUP treatment
was preverntad by UL {(93.2%) and by SCH23390
(901.5%) a3 shown in the Figune 5.

Irevofvamert of the woradrererghe syem

The pretreatment of mice with the 4 -adwenoreceptor
aniugonid, PRA (Flgure 6d)h, and with the 2 -adrenore-
ceptor antagonist, yohimbine |Fgure 6}, was able i
reverse the antidepressant-lke effect of plplT at 1400
and 122 7%, respactively. The mmobility time reduction
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Pigure § Effct of predrentment of mice with sulpinide {50 mg'kg,
Lp b da)or SCH2 3390 (15 pp'g. Lp) () on dhe ripann 01 {ripll)
{50 mg'kg, by gavagel-indoced reduction & mmohilsy time in the
forced mwimming st Fach colummn represenis the meamis) & SEM
Hesabx were analvred by asova followed by Stadent-Newman

Kenls 2 the poat hoc tas. Significant dfferences =P < (W] =

compared to comral groag; *P < (L] & compared o rplll S0
grompr; 5P < (L0 28 compared i baprop fon- 14 groap.

causad by [MP treatment was alss poeventad by FRA
{415 1% and by YOH (422 13%) (Fgere a).

Irvafvemant of the srotomergle Qpetem

The anti-imomoebility effect ofvipl Il (30 mgkg) was dgnif-
jcantly prevenisd by pretrestment of mice with the
inhiiter of 5-HT synthesis PCPA (57.349%) (Flgure 7,
LZimilarly, the pretreaiment with PUPA reversad the
antidepressant effeef of FLU (143.1%)

Open field test
Ripadn 1 did oot alter the kbeomator aclivity in the
open feld as described by Melo et al. 2006,

DISCUSSION

lin the present study, the evaluation of the putative
antidepressant activity of riplll was perfonned with
munne models, such a5 bafdirate-induced deeping
time., apomarphing-induced hypothemmia, and FST amd
TET tests, which wre classion] owsiels oo sordening
antidepressam-like agents. This study abo analyses soome
of the pessible mechanians melated to the antidepressant-
like effects obsewved for riplll. As monoaminergle syston
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Pigure i Pfect of presreztment of mice weth prasosm {1 mgfig
Lp) {a} o YO (1 mg/kg. in} (5] on the rparn 01 0T} {50 mg/
kx. by gavagelnduced reduction |n mmobiay Sme in the forcad
mamming test Kach colnmn repressms the measnisi © SE Nembs
were analyeed by asiova fallowed by S tuders -Newman -Keaols as
the post hoc test. Significant difsences **F < (L] 25 compared
© conzal group: P < (U0 28 compered 1o ipll]-56 groon;

8P (b an compared mo imipremines | groap.

Wil PO FOP-D e DR PO L

o sl

Rpni&s by BERSEe)

Figure 7 Ffectof pretrestment of mice with pchiorophemyls lanine
(146 mg%x. Lp.. onee a day for fnor consernsve days) on the

raparin I {mplll) (50 mgikg. by gzvage b mduced reducsion in
immohdny time m the fared swamming test. Bach calumn
repremends the mesnis) £ SEM Hesoln were analyeed by asmova
follwed by Stodent-Newman -Keuls 25 the pos hos est
Spnificant dferences " < (U] 28 compared 10 Ml
groug “F < (U] a3 compared to mpl0-50 group; P2 0001 =
onmpared to flooweatmes 35 groap.

i e of the most ingoriam arges in the pathoplysiol-
oy and treatiment foe depresgion [3,31] we investigated
the mvolement of the emionergic, noradrenergie, and
dopamingrgc systems in s anti-immoebility effect in the

S 2011 The Aamhos Fundsmantal and Onoacal Pharmacology © 2011 Socdis Frangase de Pharmac ko] s 8T de Thiraqdmdge

Fundamenta! & Ciniad Pharmaomiagy



FEF. Thos, we hove ssessad hemeln the effects of several
pharmacolegical amtagonists on the soti-hnmobility
mtien of Fpll (5D mee kg, by gavage) in mice.

It & commonly believed that stress and depression
are inlermelated phenomens. Stes & typically impli-
cated in the elology of depressive disorders or a3 a
onmaguence of it [32X]. Animal madels of depression are
typically basad on exposum of animals o o stressful
comdition (8 potential or actual threatening situation )
ardd a apecific led fr measuring behaviorsl mesponses
The two most widely ased animal models for antide-
presant screening are the FET and TST. These tests are
quite sensitive and melatively specific 1o all major classes
of antidepressant drgs including tricyelics, serotonin-
apecifie reuplake inhibitom, MAQ inhiliters, and atyp-
icals [20.33.34]

The FST was desipnad by Porsadl as o primary
acreening test for amtidepressant activity, and it remains
the most widely nsad ool for peeclinical screening of
utative antidepressant agents [35]. Porsolt et al. pro-
poiad this behavieral model for the sereening o new
antidepressant  compounds by conchisling that the
immahility tine shaared in the test eflected 8 Ame of
knwered mosd or hopelssnes in animak. It is o low-
onat, fasl, and reliable model with sirong prediclive
validity [, 43.36]. The PET shows a atrong senstivity
1o alleratiens in monceandine activity, and although the
very specifie cluster of stressinduced behaviors has no
direct empifcal relation to depression symgptoems in
hunesns, they am nonetheless exquisitely sensitive W
meanchminergic manipilaions [317] It akoe provides a
maeful  mode]l 0 sudy neuroblolegiceal  mechanisnms
underlying stress amnd antidepressant respanass [3RL
Similar to behavioral despair in FET, when the animal is
apended from the tail 1t immediately engages in
several “agitation- or escape-lie’ behavioms, Bllowed by
increasing bouts of lmanobiity that s reversed by
antidepressant dmgs [ 39] In this study, TST was used
o eorroboamts the amtidepressant-like eflecds of rplll
Bund in the FST. Owr resuls showed that ripdl
decreasad the lmmobiity tme in the fread swimming
fat SL3% with ripll-25 and 48.8% with ripgdIl-50) and
thil sugsension (at 41.6% with rfipll-25 and 34 7% with
Apll-50) teste, as did, IMP (00 ad 30 mg'kgh, BUF
130 mg kgl and FLI {335 mg/kgh These resulls indicate
that riplll prafuces a spacific ant depressant-like effact in
predictive animal models of antidepressant properties
once they can be comparmble to prior work [ 14} showing
that riplll reduced lmmobiity thoe n FST ot 31.2
{25 mg'ke) and 47% (50 me'kg) and alss reduced
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jrumeobility Ume in ST at 35.7% (50 mp'kod when
adminiaerad by imraperitoneal roude.

However, ripll]l did not antagonise apoanorpdiins
116 mg'kg. LpHnduced hypothermia. 11 B worthwhile
meetioning that the aniagonism of high-dose-a pomaon-
phine-induced hypotlhermia seems 1o be specific for
antidepresanis, which can facilitate nomdrenergic tmns
mission, Le., IMP-lde dmigs, and B nol very ellective in
demonsirating the amtidepressant properties of other
antidepresant agenis, In Bet, Poech e al (1981) [25]
supmeded that apomorphine-induced hypothermia re-
sulis fram two effecte (i) the fira, observed at small doses
and entagateed by neuroleptics is mlated to stinulation
of I ; dopaminergic rece pior and (i) the second, induced
by high doses amd antaponkeed by [MEP, & probably oot
related o dopaminsrgic aystem, but toe the fradrenergic
systen [40]. Furtherman:, dopamine agonisis ane known
to b effective on FEC [41] as well 8 in depressed
patients [42 ] These resols prompied ws 1o evaliate the
imvolvenent of the dopaminergle, sermslonergle, and
normdrenergic (s-adrenergic) syslems once riplll was
shown not 1o anlagenie apomorphine-induced hypo-
thermia indecating non-participation o Padrenergic
system in s antHimmobility effect,

The rok of noradremalineg (NA) In the pathophysiology
of depression iz well established. Some antide pressant
drugs Increase the synaptic concentration of NA or act
dimectly on nomdrenergic receplors [3). In addition, it
wias demonstmied that NA-deflcient mice lack nesuonges
to antidepréessan drogs, ncduding S5RIs [43). In our
stacdy, both PRA jan 2 -adrenoceptor antagonist) and
yollimblne (an & adrenooe ptor anlagonia ) were able 1o
reverse the antide pressam -like effect of riplll. This esah
indicates that Aplll may exert 15 elfect in the FET by
imermcting with both a; and a-adrenocepiors. Accord-
ingly, there is compelling evidence for o rode of &, - and
2 -adme poceplors in the actions of antidepressant agonts.
Taken together, the results show that riplll may exert its
action by Imermcetion with sadrenoreceptors but nol
with f-adrenoreceptors,

The dopaminergic system & als implicated (n the
regulation of meeed [44]. Qinical studies have shown
that plasma levels of dopamine metabolites are signifl-
cantly lower in depresad patients, Indicating dumdnished
doprmine turnover [45]. As shown in the results, the
anti-lmmobility efecis of riplll were entirely prevenmed
by SL Dy sntagonisty bul oot by SCHIZIZIIS (I
antagonia b, suggeding that the antHimmobiity effeet of
rFiplll is probably mediated by D, doppmine receptor
action. This result corroborates with the demaonstration
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that eifects of indirect dopamine agonists on the despair
test depend on the stimulstion of Dy b not 1y
dopamine receptors [46]. In fact, the effectiveness of D,
rice plor stimulation an the ot Hmmaobility effect in FET
is genermlly accepted. while the role of D receptors is
mare controversial and has been reported not 1o be
eflective in animal models of depression by same authors
[41L47]). Therelore, it can be proposad that the anti-
Immotility effect of Aplll is mediated o sane way by
action on 1y depamine receplora

The imvolvement of the 5-HT aystem was investigated
by nhibiting 5-HT symthesis with the tryptophan
hypdroxylase inhibitor POPA in the FST. The reversal of
the antidepressant-like effect of Aplll by the preireatmernt
of mrice with PCPA suggests that s effect in the FET may
e et penderat oo the availlabiiity of 5-HT In the synapic
deft. Similar to previows findings, PCPA by its own did
not alier the immolility time of control animals, o
significantly blocked the ant-immobility elfsct of FLU, o
5-HT meuptake inhibitor [48-54]. Thus oor findings
prowide convncing  behavioral evidence that PCPA
treatment was eflective in deplaing 5-HT  stores.
Althoogh we did not measure the concemiration of
5-HT o wverify = succesful deplkton lollowing the
adminigration of POPA, our behavioral data together
with studies from lilemture [49.50]) sugges that it was
eflective in deplkting the 5-HT stores. lideed, the
adminigration of PFPA for fowr ocomsecutive days
depletes the endogenous sdres of 5HT by abowt 5%
in mice, while NA and dopamine levels are not alfected
[51]. Consddering that PCPA, which i thought o act
presynaptically [52) prevenied the antidepressant-like
effect of il in the FST, itis ikely thot the expression of
the antidepressani-like effect of riplll requires sn intact
presymptic 5-HT system.

In addition, the antidepressant-like elfsct of ripll
soems not o be associated with any motor effects, with
the same doses to those which cmsed a maded
antidepressant-le action In bet, dpll did ool Sgnif
icantly affect ambalation, and & decwased meadng
behavier in the openfield tea {dota pot dhown; see
114, 255) This indicates that the action seen in both FET
and TST is nol related 1o the increased molor activity,
This confinns that Aplll has a specific antidepressant-like
efiect. Furthéermdare, the effects of riplll were asessad in
the badbiturate- ndoced skeeping  time tes., mnd this
showad that the drug decreased the sleepng latency
{25 und 50 mekg) and Increased the deeping time At
the dose of 50 mgkg. suggesding 8 potentiation of
peniclarbital sleeping time relatad 1o 8 possible sdative

effect. However, this test is not specifie because omm-
pounds that interfere with hotransfermation of pento-
harbital by cytochrome P45%0 complex cam show the
sume efiects of central nervous system depressant drugs
531

CONCLUSION

The meailis described in this paper show thal oenl
sdministration of ripll, simiar o ip. adminktration
114} & ablke to produce an antikde pressant -like offect in
FEI and TST, which is nol owing o a paychostimulant
effect. Moreowver, it was prowvided convincing evidence
that this effect & dependent an itls inferaction with the
smtonergie, nodadenergic (o and ar but nom
fradrenorecoptorsy, and dopaminergic {Dy but not ;)
receplors) systems. Finally, data supgest the possibility
jor further invesigation into the neumchemical mech-
wnlams nvelved in antidepressamt-like effact of riplll as
well a5 its potential e 8 a therapeutic agent in Mmoo
disomle rs,
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