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RESUMO

A exposicdo a estressores incontrolaveis leva a alteracdes comportamentais e
bioquimicas significativas que parecem envolver um mau funcionamento da via
serotoninérgica Nucleo Mediano da Rafe (NMnR)-Hipocampo Dorsal, mediada por
receptores de tipo 5-HT1A (5-HT1aR), sugerindo que as associagdes aprendidas, relacionadas
a exposicao ao estresse € suas conseqiiéncias emocionais, ndo foram desconectadas. Estudos
na literatura sugerem que processos de memoria sdo tempo-dependentes e podem ser
alterados pela administracao de drogas no momento de sua formacao ou evocagdo. Assim, o
objetivo do trabalho foi investigar se a interferéncia na neurotransmissdo serotoninérgica
mediada por 5-HT1aR, no NMnR, em diferentes momentos com relagdo a exposi¢do ao
estresse de nado forcado pode prevenir ou atenuar os efeitos desse estressor. Ratos Wistar
machos (n=5-13/grupo) receberam duas inje¢des intra-NMnR de Salina (Sal), 8-OH-DPAT
(DPAT; 3nmoles/0,2uL; agonista 5-HT1aR) e/ou WAY 100635 (WAY; 0,3nmoles/0,2uL;
antagonista 5-HT1aR) compondo os grupos experimentais: Sal+Sal, Sal+DPAT, WAY+Sal,
WAY+DPAT. As drogas foram administradas em trés condi¢des experimentais distintas:
antes da pré-exposicdo ao nado for¢ado; antes do teste em animais submetidos a pré-
exposicao; ou antes do teste em animais nao pré-expostos. O teste ocorreu 24 horas apds a
pré-exposigao. O tempo de laténcia para o primeiro episodio de imobilidade (LAT) e o tempo
total gasto imoével (IMO) foram registrados. Somente animais com sitios de injecdo
confirmados foram usados na andlise (ANOVA de uma via seguida por teste post hoc de
Duncan). Nossos resultados sugerem que o tratamento com 8-OH-DPAT antes da pré-
exposicdo ou do teste em animais estressados previne ou atenua, respectivamente, as
consequéncias comportamentais da exposi¢do prévia ao estresse de nado forcado. Além disso,
nossos dados sugerem que tanto a interferéncia no processo de aquisi¢do da memoria aversiva

quanto da evocagdo da mesma s3o em parte mediados por 5S-HT1aR.

Palavras-chave: Depressdao, Receptores 5-HT1A, Estresse de Nado Forgcado, 8-OH-DPAT,
WAY100635.



ABSTRACT

Exposure to uncontrollable stressors leads to significant behavioral and
biochemical changes which has been associated to mal functioning of the Median
Raphe Nucleus (NMnR) — Dorsal Hippocampus serotonergic pathway, mediated by
receptor type S5-HT1A (5-HT1aR), suggesting that learned associations related to
exposure to stress and emotional consequences from such exposure were not
disconnected. Published studies suggest that memory processes are time-dependent and
can be changed by the administration of drugs at the time of its formation or retrieval.
The objective of the present study was to investigate whether interference with
serotonergic neurotransmission mediated by 5-HT1aR in NMnR at different times in
relation to exposure to forced swim stress could prevent or reduce the effects of this
stressor. Male Wistar rats (n = 5-13/grupo) received two intra-NMnR injections of
Saline (Sal), 8-OH-DPAT (DPAT; 3nmoles / 0.2 mL; 5-HT1aR agonist) and / or
WAY 100635 (WAY; 0.3 nmol / 0.2 mL; 5-HT1aR antagonist) composing the experimental
groups: Sal + Sal, Sal + DPAT, WAY + Sal, WAY + DPAT. The drugs were
administered in three different experimental conditions: before preexposure to forced
swim; before testing in animals subjected to preexposure; or before testing in
animals not preexposed. The test occurred 24 hours after preexposure. The latency to
the first episode of immobility (LAT) and the total time spent immobile e (IMO) were
registered. Only animals who had their sites of injection confirmed were used in the
analysis (one-way ANOVA followed by post hoc test Duncan). Our results suggest
that treatment with 8-OH-DPAT before preexposure or testing in stressed animals
prevents or attenuates, respectively, the behavioral consequences of prior exposure to
forced swim stress. Furthermore, our data suggest that both the interference in the
acquisition of aversive memory, and the retrieval of the same are partly mediated by 5-

HT1aR.

Keywords: Depression, 5-HT1A receptors, Forced Swimming Stress, 8-OH-DPAT,
WAY100635.
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1. INTRODUCAO

O humor de um individuo reflete seu estado emocional. Mudangas de humor ocorrem
em resposta a eventos externos e sdo adaptativas. Porém, quando tais mudangas assumem um
carater inadequado, em termos de intensidade e persisténcia, alterando de modo constante os
estados emocionais e interferindo na rotina do individuo, configuram o chamado transtorno de
humor (GUMARAES et al., 2006; KAPLAN et al., 1997).

Conforme o Manual Estatistico e Diagnostico da Associa¢do Norte-Americana de
Psiquiatria (DSM 1V), que compreende a nomenclatura oficial e oferece critérios diagnosticos
especificos para os transtornos mentais, os transtornos de humor constituem uma categoria
diagnodstica que abrange sinais e sintomas clinicamente reconheciveis, persistentes e
geralmente com padrdo recorrente ou ciclico. Nele, os transtornos de humor estdo divididos
em transtornos depressivos, transtornos bipolares e outros transtornos de humor. H4 duas
manifestagdes basicas dentro dos transtornos de humor: episddios depressivos - com
predominio de sintomas de tristeza e perda de interesse; e episddios de mania - com
predominio de sintomas de excitacdo e euforia. Com base no tipo de episodio ¢ feita a

classificagdo. A tabela abaixo apresenta, resumidamente, esta classificagao.

Tabela 1 - Classificagao dos transtornos de humor de acordo com o DSM-1V

Categoria Subtipos principais Caracteristicas

Transtorno depressivo maior

Predominio de humor deprimindo

Transtornos Transtorno distimico e anedonia, mas sem historico de
depressivos episoddios maniacos, mistos ou

Transtorno depressivo sem outra hipomaniacos.

especificacdo

Transtorno bipolar I

Transtorno bipolar I Crises depressivas acompanhadas
T.ranstornos Transtorno ciclotimico d? epis(x?ios maniacos, mistos ou
bipolares Transtorno bipolar sem outra hipomaniacos.

especificacdo

Transtorno de humor devido auma  Perturbagdo de humor como

condi¢do médica geral conseqiiéncia fisiologica de uma
Outros condi¢cdo médica geral

Transtorno do humor induzido por
substancia

Perturbag¢do de humor como
conseqiiéncia fisioldgica de uso
de droga

(Adaptado do DSM-1V)



Nesse contexto, o termo “depressdo” tem sido utilizado para designar uma sindrome
cuja principal queixa ¢ o humor deprimido na maior parte do dia. Porém, as manifestacdes
clinicas dos transtornos depressivos receberam outras denominagdes ao longo dos tempos. O
termo depressdo era usado para designar sintomas ou estados mentais de uma doenca
chamada melancolia —bile negra (segundo a classificacdo hipocratica das doencas, baseada
nos humores). Como um dos tragos que caracterizava a melancolia era tristeza ou abatimento,
surgiu a tradugdo para de-premere (pressionar para baixo), a partir da versdo latina das obras
de Hipocrates. Embora a descrigdo da depressdo remonte aos manuscritos hipocraticos, nosso
atual entendimento sobre o transtorno emergiu na segunda metade do século dezenove, com o
Tratado de Kraepelin sobre os transtornos psiquiatricos que criou um sistema de classificagao
das desordens psiquiatricas (SONENREICH et al. 1995; WONG; LICINIO, 2001). Na
psiquiatria, o termo depressao ¢ usado para designar entidades nosoldgicas, como o transtorno
depressivo maior ou episddios de transtornos de humor (SONENREICH et al., 1995).

Pelo critério diagnostico atual, os episddios depressivos maiores (vide Tabela 2)

caracterizam o tipo de transtorno depressivo.

Tabela 2 - Critérios diagnosticos do episodio depressivo maior conforme DSM-IV

1. Humor deprimido durante a maior parte do dia

2. Perda marcante do interesse ou prazer em toda ou quase todas as atividades durante a
maior parte do dia

3. Irritabilidade

4. Perda ou ganho de peso (mudanga maior que 5% do peso em um més) ou diminui¢do ou
aumento do apetite

5. Insdnia ou sono excessivo

6. Agitacdo psicomotora ou lentiddo dos movimentos

7. Fadiga ou perda de energia

8. Sentimento de falta de valor, culpa excessiva ou inapropriada

9. Redugdo da capacidade de pensar ou se concentrar, indecisao

10. Sentimento de falta de esperanca

11.Pensamentos recorrentes de morte, recorrente ideagao suicida sem um plano especifico,

ou tentativa de suicidio ou plano especifico para se matar

(Adaptado do DSM-1V)
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Para o diagnoéstico de episddio depressivo maior, ¢ necessario um periodo minimo de
duas semanas de humor deprimido ou perda de interesse, acompanhado por, pelo menos,
quatro sintomas adicionais de depressao durante o mesmo periodo, alterando o estado habitual
do individuo. Um ou mais episdédios depressivos maiores, sem historico de episodios
maniacos, mistos ou hipomaniacos caracterizam o curso clinico da depressdo maior. A
distimia ¢ caracterizada por, no minimo, dois anos de humor deprimido acompanhados por
sintomas depressivos adicionais, mas sem completar o critério de diagndstico de depressao
maior (DSM-1V).

Os transtornos depressivos sdo considerados um problema de saude publica por serem
cronicos € incapacitantes, o que demanda um custo de assisténcia médica, com tempo de
trabalho perdido e diminui¢ao da qualidade de vida, sendo responsaveis pela maior parte dos
suicidios, com 2/3 deles cometidos por portadores de depressdo. Além disso, apresentam alta
taxa de comorbidade com outros quadros psiquidtricos e doengas fisicas como artrite,
hipertensdo arterial, diabetes e problemas cardiacos (GREVET; KNIINIK, 2001; LIMA,
1999). Hé indicios de que a incidéncia de depressao esteja aumentando e se iniciando cada
vez mais cedo na populagao (WONG; LICINIO, 2001). Estudos realizados pela Organizacao
Mundial de Satide apontam a depressdo como uma das mais importantes causas de ameacga a
satde mundial, com perspectivas de agravamento para os proximos anos (DORIS et al., 1999;
MURRAY; LOPEZ, 1997).

De acordo com estudos epidemiologicos, a prevaléncia de transtornos depressivos ¢€
alta, independentemente do lugar onde o levantamento foi realizado, do tipo de instrumento
diagnostico usado e dos periodos de tempo para os quais a prevaléncia se aplica. As mulheres
apresentam prevaléncia de 2:1 em relagdo aos homens e a idade média do inicio do curso da
doenga esta entre 20 e 40 anos (GREVET; KNIJNIK, 2001).

Apesar do impacto mundial desse transtorno, a etiologia da depressdo ndo foi
completamente elucidada, tendo sua origem relacionada a causas genéticas, ambientais € a
fatores que interferem no desenvolvimento cerebral (NESTLER et al., 2002). Em contraste
com o limitado conhecimento sobre a depressao estdo os numerosos tratamentos disponiveis,
dentre eles terapia eletro-convulsiva, psicoterapia e farmacoterapia (DORIS et al., 1999).

Entretanto, a revolugdo no tratamento da depressdo ocorreu na década de 50 com a
descoberta casual de duas classes de agentes com propriedades antidepressivas: inibidores da
MAO (Monoamina Oxidase — enzima responsavel pela degradagdo intracelular de diversas
monoaminas) ¢ antidepressivos triciclicos. Essas descobertas ocorreram a partir de

observacoes clinicas no tratamento contra a tuberculose, no caso dos inibidores da MAO, e no
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uso de anti-histaminicos, no caso dos triciclicos. As propriedades antidepressivas desses
farmacos levaram a elucidacdo de seu mecanismo agudo de a¢do. Assim, demonstrou-se que
esses farmacos aumentavam as concentragdes extracelulares de duas importantes monoaminas
no cérebro —serotonina (5-HT) e noradrenalina- pela inibi¢do do catabolismo, no caso dos
inibidores da MAOQO, ou pela inibicdo da recaptagdo nos terminais sindpticos, no caso dos
triciclicos (CASTREN, 2005; NESTLER et al, 2002; WILLNER, 1990).

Com base no conhecimento do mecanismo agudo de acdo dos antidepressivos, mas
partindo de evidéncias distintas, formulou-se a teoria cldssica sobre a etiologia da depressao,
conhecida como hipdtese monoaminérgica, que postula uma deficiéncia ou desbalanco de 5-
HT e noradrenalina no cérebro como causa do transtorno. A primeira tentativa de se explicar a
depressdao, em termos bioquimicos, ficou conhecida como hipotese noradrenérgica e foi
formulada por Joseph Schildkraut e Seimiour Kety, na década de 60. A teoria postula que a
depressdo ¢ consequéncia de uma diminui¢do de atividade noradrenérgica pds-sindptica. Os
principais fundamentos dessa teoria foram as evidéncias farmacoldgicas da acdo dos
antidepressivos e a observagao clinica de que pacientes tratados com reserpina (alcaldide que
depleta estoque de monoaminas nas terminacdes nervosas) para controle da hipertensao,
desenvolviam um quadro semelhante a depressdo. Porém, a hipotese nao explicava o papel da
5-HT uma vez que, tanto a reserpina quanto inibidores da MAO e triciclicos afetam os
mecanismos serotoninérgicos da mesma forma que os noradrenérgicos (GRAEFF, 1989;
GUIMARAES, 1997).

Posteriormente, Lapin e Oxenkrug propuseram a hipdtese serotoninérgica da
depressdo, em que a depressdo ¢ vista como consequéncia de uma deficiéncia de 5-HT. As
evidéncias que fundamentaram essa teoria foram, além do mecanismo de acdo agudo dos
antidepressivos, a observagdo de que vitimas de suicidios apresentavam baixas concentragdes
de 5-HT e 4cido 5-hidroxindolacético (5-HIAA), seu principal metabolito. Embora
evidenciada a participagdo desses dois neurotransmissores na etiologia da depressdo e nos
mecanismos de acdo de antidepressivos, os sitios cerebrais envolvidos ndo foram
investigados.

Na década de 80, uma nova geracao de antidepressivos foi introduzida com sucesso no
tratamento do transtorno: os inibidores seletivos de recaptagdo de serotonina. Sua acdo
especifica exclui uma inibigdo significativa de recaptacdo de noradrenalina (ARTIGAS et al.,
2002; BLIER, 2003) reforcando a importancia da 5-HT na etiologia da depressao.

Com relagdo a 5-HT, sabe-se que sua descoberta ocorreu no final dos anos 40, quando

Maurice Rapport identificou a substancia vasoconstritora encontrada no soro, propriedade que
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deu origem a seu nome (GREEN, 20006) e, desde entdo, tem sido envolvida em estudos sobre
a etiologia de transtornos mentais, como depressdo e ansiedade, e de funcdes cognitivas,
como aprendizagem e memoria. A 5-HT € sintetizada a partir do aminoacido essencial
triptofano, em duas etapas. Na primeira, o triptofano, ¢ convertido em 5-hidroxitriptofano (5-
HTP) pela a¢do da enzima triptofano hidroxilase (enzima limitada as células produtoras de 5-
HT). Em seguida, o 5-HTP ¢ descarboxilado a 5-HT (5-hidroxitriptamina) pela enzima
descarboxilase e estocada em vesiculas que sdo liberadas na fenda sinaptica por exocitose. A
inativacdo da 5-HT se deve, principalmente, a recaptacdo na membrana pré-sinaptica por
transportadores de 5-HT (SERT) que a transportam da fenda sindptica para o interior do
neurdénio. Uma vez recaptado, a 5-HT pode ser degradada ou estocada, novamente, em
vesiculas por ag¢do de transportadores vesiculares de monoamina. A degradacao da 5-HT
ocorre pela desaminacdo oxiativa catalisada pela MAO que a converte em 5-hidroxindol-
acetaldeido, seguida de oxidacdo, pela aldeido desidrogenase, em &cido 5-hidroxindolacético
(5-HIAA). Esse metabdlito ¢ excretado na urina e serve como indicador da producao de 5-HT
no organismo (GREEN, 1978; GRAEFF, 1997, OWENS; NEMEROFF, 1994; RANG et al,
2004).

A anatomia do sistema serotoninérgico central foi descrita em meados dos anos 60. Os
neurdnios serotoninérgicos sdo os principais componentes dos chamados nucleos da rafe que
constituem a principal fonte de transmissdo serotoninérgica cerebral. Esses nucleos estdo
localizados na linha média do tronco cerebral, com ampla distribuicdo de fibras no cérebro
(AZMITIA, 2001). Os ntcleos da rafe seguem uma distribui¢do rostro-caudal, sendo que os
nucleos da rafe caudal incluem o magno, o palido e o obscuro, todos se projetando em direcao
a medula espinhal e ao tronco cerebral, constituindo o sistema serotoninérgico descendente. O
sistema ascendente compreende os nucleos mais rostrais, que incluem o pontino, o dorsal
(NDR) e o mediano da rafe (NMnR), e se projetam em diregdo a areas cerebrais de funcdes
superiores (HORNUNG, 2003; OGREN et al, 2008).

Quanto aos receptores serotoninérgicos, 14 subtipos foram isolados em mamiferos e
classificados em sete grandes familias, de acordo com critérios farmacologicos e estruturais:
5-HT1A/B/D/E/F, 5-HT2A/B/C, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5A/B, 5-HT6 e 5-HT7 (BARNES;
SHARP, 1999). Um dos subtipos mais abundantemente expressados em cérebros de
mamiferos ¢ o receptor de tipo 5-HT1A (5-HT1aR), presente no hipocampo (PAZOS;
PALACIOS, 1985) e na rafe (CHALMERS; WATSON; 1991). Os 5-HT1aR pré-sinapticos
sdo encontrados no corpo celular e dendritos de neurdnios da rafe e os pos-sinapticos,

particularmente, no hipocampo. A estimulagdo do 5-HT1aR hiperpolariza a membrana
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neuronal pelo aumento da entrada de K+ no interior da célula. O receptor 5-HT1aR pré-
sindptico age como um auto-receptor inibitdrio porque sua estimulagdo resulta na diminui¢ao
do disparo neuronal. (BLIER; MONTIGNY, 1994).

A caracterizagdao de novos receptores de 5-HT por técnicas de biologia molecular e de
ligante marcado evidenciou a complexidade das neurotransmissdes mediadas por 5-HT,
demonstrando a simplicidade da teoria monoaminérgica classica (BLIER, 2003; KALIA,
2005). Consequentemente, novas teorias foram desenvolvidas na tentativa de explicar a
etiologia dos transtornos mentais.

Dentre essas teorias, destaca-se a proposta por Deakin e Graeff (1991), que ressalta o
papel da 5-HT, considerando a diversidade de receptores para este neurotransmissor em
diferentes subsistemas anatomicos.

Esses pesquisadores propuseram que o sistema nervoso central possui diferentes
mecanismos de controle sobre a depressao e ansiedade mediados por 5-HT. Esta agiria sobre
receptores diversos em estruturas cerebrais distintas, constituindo vias serotoninérgicas
funcional e anatomicamente distintas que regulariam a resposta adaptativa a estimulos
aversivos inatos ou aprendidos de medo/ansiedade. Assim, proje¢des do NDR a receptores do
tipo 5-HT2A/2C e 5-HT3 na amigdala e cortex frontal facilitariam o medo condicionado e
respostas comportamentais de esquiva e congelamento frente a estimulos ou situagdes de
perigo potencial. Uma disfun¢@o nessa via acarretaria transtornos de ansiedade generalizada.
As projecdes do NDR a receptores pos-sindpticos do tipo 5-HT1A e 5-HT2A/2C da matéria
cinzenta periaquedutal (MCPA) constitui a via NDR-periventricular que inibiria reagdes de
luta e fuga em situagdes de perigo, dor e asfixia. Seu mau funcionamento levaria a transtornos
de panico. Assim, as vias descritas acima regulariam respostas adaptativas ao estresse agudo.
As projecoes do NMnR a 5-HT1aR do hipocampo dorsal seriam responsaveis pela mediagao
da adaptacdo comportamental frente a eventos aversivos cronicos e inescapaveis. Segundo a
teoria, isso ocorreria devido a desconexdo dos eventos aversivos de suas conseqiiéncias
emocionais permitindo que o individuo se adapte ou se torne tolerante aos estimulos aversivos
cronicos e consiga desempenhar suas atividades normalmente. Uma disfun¢do dessa via
provocaria desamparo aprendido em animais e depressdo no homem (DEAKIN; GRAEFF,
1991; GRAEFF, 1993; GRAEFF et al., 1996).

Ainda de acordo com a teoria, a depressdo estaria relacionada a uma falha na
capacidade de adaptacdo dos 5-HT1aR na exposi¢do cronica a eventos aversivos e,
indiretamente, ao excesso de neurotransmissao mediada por receptores S-HT2A. Um aumento

da neurotransmissdo mediada por esse receptor na amigdala e no cortex frontal levaria a
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exacerbagdo da repercussdo emocional de estimulos aversivos, efeito oposto ao
desempenhado pela neurotransmissdo mediada por 5-HT1aR (GRAEFF, 1993).

A teoria de Deakin e Graeff ¢ corroborada por uma série de experimentos realizados
por Kennett et al (1985, 1987) sobre o envolvimento do sistema serotoninérgico na adaptagao
ao estresse repetido. Esses pesquisadores observaram que ratos submetidos a um periodo de
duas horas de restrigdo e testados vinte e quatro horas depois diminuiram a atividade
exploratoria no campo aberto, sugerindo que uma experiéncia estressante prévia ¢ capaz de
modificar o comportamento do animal quando submetido a uma nova situagdo. Porém, esse
efeito desapareceu quando os animais foram repetidamente imobilizados durante sete dias
consecutivos por um periodo de duas horas por dia. Num estudo, Kennett et al. (1985), apds
administracdo sistémica de 5-MeO-DMT (5-metoxi-dimetil-triptamina), um agonista
serotoninérgico, observaram que o desenvolvimento de tolerancia ao estresse, nos animais,
também vinha acompanhado de aumento na sensibilidade para a manifestagdo de sinais da
chamada “Sindrome Serotoninérgica”. Esta sindrome inclui sinais como abducdo dos
membros posteriores, tremores das patas anteriores (“piano playing’) e achatamento do corpo,
que parecem ser mediados em grande parte por receptores de tipo 5-HT1. Desse modo, os
resultados observados sugerem que a adaptagdo ao estresse envolve um fortalecimento da
neurotransmissdo mediada por receptores de tipo 5-HT1. Essa idéia foi ainda reforcada pela
observacdo de que os efeitos comportamentais do estresse de imobilizacdo foram revertidos
pela administragdo sistémica (pos-estresse) de 8-hidroxi-2(di-n-amino-propilamina) tetralina
(8-OH-DPAT), agonista de 5-HT1aR (KENNETT et al., 1987). Mas, apesar dos achados, os
sitios cerebrais envolvidos na mediagao desses efeitos nao foram estudados.

A utilizagdo de estressores ¢ bastante comum em estudos sobre depressdo por induzir
alteragdes comportamentais € neuroquimicas em animais, semelhantes aos sintomas de
depressao em humanos (ANISMAN; ZACHARKO, 1992). Estudos em humanos que indicam
uma rela¢do entre historico de episddio depressivo maior e vulnerabilidade a estressores
(ILGEN; HUTCHISON, 2005) reforcam a idéia de que o estresse e suas conseqiiéncias
estejam envolvidos na etiologia da depressao.

Um dos primeiros pesquisadores a propor uma hipotese relacionando a exposi¢ao ao
estresse com o aparecimento de quadros depressivos foi Robert M. Post (1992). De acordo
com seu estudo, em cerca de 60% dos casos clinicos, os episddios depressivos sdo precedidos
pela ocorréncia de fatores estressantes. Além disso, ha evidéncias de que a ocorréncia de
episodios estressantes ¢ bastante alta nos meses que antecedem os primeiros quadros

depressivos. Nesse mesmo estudo, ele sugeriu que a exposi¢do a eventos estressantes



15

recorrentes, principalmente de origem psicossocial, poderiam aumentar a predisposi¢do do
individuo a depressdo, pois essa exposi¢do levaria a um processo de sensibilizagdo com a
ocorréncia de crises depressivas cada vez mais intensas, at€ 0 momento em que as crises se
tornariam espontaneas (POST, 1992). Assim, pode-se dizer que a depressao seja uma resposta
mal-adaptativa ao estresse (ANISMAN; ZACHARKO, 1992; McEWEN, 2005).

Desse modo, os efeitos do estresse servem como ferramenta para o desenvolvimento
de modelos animais de depressdao. Nesses modelos, as alteragdes fisiologicas e
comportamentais observadas em animais de laboratorio em resposta a exposi¢ao a evento
estressante inescapavel ou imprevisivel sdo utilizadas no estudo do transtorno (ANISMAN;
ZACHARKO, 1992; WILLNER, 1990). Alguns exemplos sdo o desamparo aprendido
(SELIGMAN; BEAGLEY, 1975), o nado for¢ado (PORSOLT et al., 1977) e a imobilizagao
forcada seguida de teste de campo aberto (KENETT et al, 1985, 1987) ou labirinto em cruz
elevado (LCE) (PADOVAN; GUIMARAES, 2000a).

Em busca de modelos mais fidedignos, foram estabelecidos critérios de validacao
considerando a resposta clinica aos antidepressivos, a sintomatologia da depressdao e modelos
tedricos da depressdo. Assim, os modelos animais buscam satisfazer trés critérios de
validacdo: o preditivo, o de analogia e o de homologia. A validacdo preditiva baseia-se na
existéncia de correlacdo entre os efeitos da droga na situacdo clinica e no modelo. O critério
de analogia verifica a semelhanga entre o comportamento do animal no teste e a condi¢ao
clinica do transtorno. O critério de homologia ou constructo tedrico pressupoe a semelhanca
entre a interpretacdo tedrica do modelo e os conhecimentos sobre a neurobiologia do disturbio
(GUIMARAES, 1993; WILLNER, 1990). Embora busquem preencher os trés critérios, os
modelos animais possuem limitagdes que dificultam esse processo, principalmente se
considerarmos os dois ultimos critérios, de dificil avaliagdo empirica. Porém, a maioria dos
modelos animais de depressao baseada nas respostas a estressores apresenta validade preditiva
(GUIMARAES et al., 2006).

Dentre eles est4 o teste do nado for¢ado proposto por Porsolt et al. (1977). Esse ¢ um
teste bastante empregado por apresentar vantagens como facilidade de uso, consonancia entre
os laboratorios e habilidade em detectar um amplo espectro de agentes antidepressivos, além
de apresentar validagdo para ratos e camundongos (CRYAN et al., 2002) e validade preditiva
consistente (GUIMARAES et al., 2006; WILLNER, 1990).

O teste do nado forcado consiste em colocar o animal num cilindro com agua, de
modo que ele seja forgado a nadar numa situagdo em que ndo ha escape. Apds varias

tentativas de escapar, o animal finalmente cessa o movimento realizando somente o
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necessario para manter-se flutuando. Nesse modelo, uma pré-exposi¢cao ao nado forcado reduz
a laténcia para a imobilidade e aumenta o tempo de permanéncia nessa postura durante a
maior parte do tempo, no teste subseqiiente. A imobilidade ¢ interpretada como um estado de
“desespero comportamental”, que se assemelharia a sintomatologia da depressdo, supondo
que o animal desiste de escapar (PORSOLT et al., 1977).

O uso associado de modelos animais com técnicas de biologia molecular tem sido
bastante 1util na investigagdo dos substratos neurais relacionados aos transtornos mentais,
como nos trabalhos de Guimaraes et al. (1993) e Huang et al. (2004). Eles indicam que o
hipocampo ¢ ativado em resposta a estressores como restri¢do forcada e choques inescapaveis,
respectivamente, refor¢cando a proposta dessa estrutura como o local da interagdo entre 5-HT e
adaptagao ao estresse. Como mencionado no inicio, a teoria de Deakin e Graeft (1991) propoe
a via NMnR-hipocampo dorsal como responsavel pela adaptagdo ao estresse. Assim, essas
duas estruturas cerebrais estdo dentre aquelas possivelmente envolvidas na etiologia da
depressao.

O hipocampo ¢ uma estrutura bastante rica em 5-HT1aR (PAZOS; PALACIOS,
1985), assim como em receptores de glutamato de tipo NMDA e receptores de
glicocorticdides (McEWEN, 2007). Os glicocorticdides (GC) sdo produzidos na etapa final da
ativagdo do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA), em resposta ao estresse. A atividade
desse eixo ¢ controlada por varias regides cerebrais, dentre elas, o hipocampo, que exerce
influéncia inibitoria sobre ele pela ativacdo de receptores de GC e influencia o
comportamento € a neurotransmissao serotoninérgica (HERMAN; CULLINAN. 1997).
Niveis basais de GC, sob condigdes fisiologicas normais, parecem aumentar a inibi¢do
hipocampal sobre o eixo HPA, enquanto niveis elevados e sustentados de GC, em condigdes
prolongadas ou severas de estresse, podem causar danos aos neurdnios provocando reducao
no volume hipocampal (BREMNER et al., 2000), na arboriza¢io dendritica (MARGARINOS;
McEWEN, 1995) e na neurogénese (GOULD; TANAPAT, 1999). Assim, uma ativacao
anormal ou excessiva do eixo HPA poderia induzir alteragdes neuronais que contribuem para
o surgimento da depressao (DRANOVSKY; HEN, 2006; NESTLER et al, 2002). Refor¢ando
essa idéia, dados clinicos indicam que uma porcentagem significativa de pacientes que sofrem
de depressdo maior apresenta alguma forma de ativacdo do eixo HPA indicadas pelo
aumentado nivel de cortisol no plasma, na wurina e no fluido cerebrospinal
(BUDZISZEWSKA, 2002; MANJI, 2001).

Varios estudos indicam que o tratamento com drogas antidepressivas diretamente em

estruturas cerebrais especificas, como o hipocampo, ¢ capaz de reverter o quadro de alteracdes
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comportamentais induzidas pela exposicao a estressores inescapaveis. Neles, a administracao
hipocampal de Zimelidina (bloqueador de recaptagio de 5-HT) (PADOVAN; GUIMARAES,
1993), de 8-OH-DPAT (GUIMARAES et al, 1993) ou 5-MeO-DMT (NETTO;
GUIMARAES, 1996), atenuou o efeito ansiogénico provocado pela exposi¢do & restrigdo
forcada, em ratos testados no labirinto em cruz elevado (LCE). No estudo realizado por Joca
et al (2003), a administragdo de zimelidina também na formagdo hipocampal reverteu os
efeitos da pré-exposicao a choques elétricos inescapaveis no modelo do desamparo aprendido.
Esses estudos sugerem que a facilitacdo da neurotransmissdo serotoninérgica mediada por 5-
HT1aR pos-sindpticos no hipocampo dorsal estd envolvida na adaptagdo ao estresse
inescapavel, atenuando as conseqiiéncias comportamentais da exposicao ao estresse.

Dentre as estruturas anatomicamente ligadas ao hipocampo, o NMnR tem particular
importancia, pois constitui a principal fonte de inervacao serotoninérgica para o hipocampo
dorsal (AZMITIA; SEGAL, 1978; VERTES, 1999).

Com relacdo aos neurotransmissores que participam do funcionamento do NMnR
estdo o glutamato e o GABA, cujos principais subtipos de receptores encontrados sao,
respectivamente, NMDA ¢ GABA, (TAO; AUERBACH, 2003); noradrenalina, por meio de
al-adrenoceptor e a2-adrenoceptor (ADELL; ARTIGAS, 1999); além da 5-HT, atuando em
5-HT1aR (CHALMERS; WATSON, 1991). Esse nticleo apresenta grande quantidade de
auto-receptores 5-HT1aR que, ao serem ativados, também promovem adaptacdo dos animais
frente a eventos aversivos continuos (ANDRADE et al., 2001; NETTO et al., 2002).
Recentemente, também se registrou a presenca de receptores do tipo 5-HT7 (5-HT7R) no
NMnR (DUNCAN et al, 1999).

A importancia do NMnR para a adaptacdo do animal frente a estressores repetidos tem
sido demonstrada por varios trabalhos. Neles, os pesquisadores utilizam lesdo do NMnR e
exposicao ao estresse de restricao forcada seguida de teste no LCE (ANDRADE et al., 2001;
NETTO et al., 2002). Andrade et al. (2001), utilizando-se desses recursos, mostraram que a
lesdo de neurdnios serotoninérgicos, com a neurotoxina 5,7-dihidroxitriptamina (5,7-DHT),
do NMnR promoveu efeito ansiolitico em animais previamente submetidos a um periodo de
duas horas de imobilizagdo e testados vinte e quatro horas depois no LCE, mas ndo em ratos
nao estressados.

No estudo conduzido por Netto et al. (2002), observou-se que apenas a lesdo de
neurdnios serotoninérgicos do NMnR ndo afeta o comportamento dos animais quando
testados no LCE, mas o resultado muda se os animais sdo submetidos ao estresse. Em animais

cronicamente estressados, a lesdo no NMnR induziu uma diminui¢ao da exploracdo dos
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bragos abertos do LCE sem mudar o numero de entradas nos bracos fechados, indicando um
efeito ansiogénico e um prejuizo no desenvolvimento da adaptacdo ao estresse cronico
(NETTO et al, 2002). Tais resultados sugerem que o funcionamento normal da via NMnR-
Hipocampo dorsal ¢ imprescindivel para a adaptagao dos animais frente a eventos estressantes
cronicos.

O nado for¢ado ¢ um estimulo aversivo que interfere no funcionamento normal do
sistema serotoninérgico do NMnR. Adell et al. (1997), utilizando o método de microdialise in
vivo, demonstraram que a exposicao de ratos ao nado for¢ado por cinco minutos foi capaz de
aumentar os niveis de 5-HT no NMnR. No estudo realizado por Briones-Aranda et al (2005) a
auto-radiografia indicou diminui¢do na densidade de 5-HT1aR no NMnR vinte e quatro horas
apds a exposicdo de quinze minutos ao nado forgado. Os pesquisadores sugeriram que a
liberacdo transitoria de 5-HT, ocorrida durante a apresentacdo do episddio aversivo, seja
responsavel pela dessensibilizagdo de 5-HT1aR. Juntos, os resultados sugerem que o estresse
de nado for¢ado pode alterar a neurotransmissdo serotoninérgica nessa estrutura, aumentando
a concentracdo de 5-HT durante a apresentacdo do episodio aversivo, o que diminui a
densidade de 5-HT1aR vinte e quatro horas depois.

A partir desses achados, supde-se que a estimulacdo de 5-HT1aR no NMnR seja
capaz de prevenir o surgimento de alteragdes comportamentais induzidas pela exposi¢cdo a
estressor incontrolavel, como o nado for¢ado.

Estudos realizados em nosso laboratorio confirmam essa suposi¢do (Almeida, Pereira
e Padovan, in prep.). Observamos que, logo apds a pré-exposicdo ao nado forcado, a
administragdo de 8-OH-DPAT intra-NMnR foi capaz de reverter os déficits comportamentais
induzidos pelo estressor. Além disso, observamos que a administra¢do prévia intra-NMnR de
WAY 100635 (antagonista seletivo de 5-HT1AR) bloqueia os efeitos do 8-OH-DPAT em
animais estressados.

Embora os estudos sobre o sistema serotoninérgico do NMnR evidenciem sua
participagdo em situagdes de exposicdo a eventos aversivos, os mecanismos envolvidos na
mediagdo das respostas comportamentais necessitam de mais investigagdes. Sabendo que a
ativacdao de 5-HT1aR no NMR resulta em inibi¢do do disparo neuronal, sugere-se que esse
seja o principal mecanismo responsavel por desconectar as associagdes aprendidas envolvidas
na exposicdo a situacdes estressantes. Como em qualquer processo de aprendizagem e
memoria — que envolvem aquisi¢do, consolidagdo e evocagdo da memoria - a associagao

aprendida em contexto aversivo pode estar sujeita a interferéncias externas.
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Na literatura, muitos estudos indicam que os processos de memoria e aprendizagem
sdo tempo-dependentes e estdo sujeitos a modificagdes por drogas no momento de sua
formacao. McGaugh e Roozeendal (2009) relatam experimentos mostrando que estimulantes
do sistema nervoso central (SNC), como estricnina e picrotoxina, quando administradas antes
ou logo ap6s o treino num labirinto, aumentava o desempenho dos animais nos testes de
retengdo da memoria realizados vinte e quatro horas depois. Mas, se a droga fosse
administrada muito tempo apds o treino, o efeito nao era observado.

Hé ainda trabalhos indicando que o momento em que ocorre a interferéncia sobre a
neurotransmissdo glutamatérgica ou serotoninérgica mediada, respectivamente, por receptores
do tipo NMDA e 5-HTlaR, no hipocampo, ¢ determinante nas conseqiiéncias
comportamentais desencadeadas pelo estresse (JOCA et al., 2003; PADOVAN;
GUIMARAES, 1993; PADOVAN et al., 2000b; PADOVAN; GUIMARAES, 2004). Padovan
et al. (2000b) realizaram um experimento utilizando estresse por imobilizacdo forcada e teste
no LCE com inje¢do hipocampal de antagonista de receptores do tipo NMDA em diferentes
momentos: antes ou apds o estresse ¢ antes do teste no LCE. Os resultados sugerem que
receptores de tipo NMDA hipocampais estariam envolvidos nas mudancas comportamentais
induzidas pelo estresse. Com relacdo ao NMnR, dados recentes do nosso laboratério
mostraram que a ativagdo de 5-HTlaR (Almeida, Pereira e Padovan, in prep.) ou de
receptores de tipo NMDA (Pereira, Almeida e Padovan, in prep.) logo ap6s o estresse de nado
forcado foi capaz de atenuar os déficits comportamentais induzidos por esse estressor no teste
subsequente.

Quanto a participagdo da 5-HT, ha varias evidéncias sobre o papel de diferentes tipos
de receptores serotoninérgicos em processos de memoria. A 5-HT agiria nos receptores,
fortalecendo ou suprimindo a memoria, dependendo do momento de sua formagao (PEREZ-
GARCIA; MENESES, 2008). Revisodes sobre o assunto indicam que o subtipo 5-HT1aR ¢ um
dos mais estudados. Esse subtipo demonstra afetar os processos de aprendizagem e memoria
uma vez que a administracdo de agonistas 5-HT1aR causa prejuizo enquanto antagonistas 5-
HT1aR facilitariam tais processos alterando de modo significativo os resultados do teste de
retengdo para esquiva passiva e medo condicionado em roedores (LUNA-MUNGUIA et al.,
2005; MENESES; PEREZ-GARCIA, 2007; OGREN et al., 2008).

Nesse sentido, os modelos de aprendizagem associativa baseados no condicionamento
de medo contextual, como o medo condicionado e a esquiva ativa, sdo muito utilizados em

estudos da memoria de experiéncias emocionais em roedores (OGREN, et al., 2008).
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Nessa linha de pesquisa, o estudo realizado por Stiedl et al. (2000) investigou a
participagdo de 5-HT1aR no medo condicionado, em camundongos, variando o momento de
administracao das drogas, 8-OH-DPAT e WAY 100635, ¢ a via de administragdo - subcutanea
ou intra-hipocampal - em relacdo ao treino. No treino, um estimulo sonoro precedeu a
apresentacdo de um estimulo incondicionado (choque), e a resposta comportamental de medo
associada ao contexto ou ao estimulo sonoro foram avaliadas vinte e quatro horas depois, com
a exposi¢cao do animal ao mesmo contexto do treino e depois a um novo ambiente,
respectivamente. Os resultados mostraram que a administracdo sist€émica de 8-OH-DPAT
antes do treino, mas ndo apds, prejudicou a aprendizagem do medo ao contexto indicando
envolvimento de 5-HT1aR na aquisi¢cdo, mas ndo na consolidagdo do medo condicionado.
Esse prejuizo induzido por 8-OH-DPAT no processo de aquisi¢do do medo condicionado
seria resultado da ativacao de 5-HT1aR pos-sindpticos hipocampais.

Em outro estudo, Avanzi e Brandao (2001) usando um paradigma de condicionamento
de medo contextual investigaram se as respostas autondmicas e de congelamento ao contexto
previamente pareado a choque inescapavel eram afetadas por injecdes intra-NMnR com
NMDA ou 8-OH-DPAT, antes do treino. Os resultados mostraram que tanto NMDA quanto
8-OH-DPAT intra-NMnR foram capazes de inibir completamente o comportamento de
congelamento nos animais. Os resultados indicam o envolvimento de mecanismos
serotoninérgicos durante o processo de formagdo de memodria do medo condicionado
associado a contexto aversivo.

Juntos, esses estudos reforcam as evidéncias de que a via NMnR-hipocampo esteja
envolvida na formagdo da memoria aversiva € nos mecanismos de resisténcia ao estresse.

Em conjunto, os trabalhos demonstram que, dependendo do momento e da estrutura
cerebral em que a intervengdo farmacoldgica ocorre, os processos de memoria podem ser
alterados. Entdo, sugerimos que a memoria aversiva relacionada ao estresse de nado forgado
também possa sofrer alteracdes durante seu processo de formagdo ou evocacdo, pela
interferéncia na neurotransmissao serotoninérgica no NMnR.

Assim, a hipdtese do trabalho ¢ de que os 5-HT1aR do NMnR participam dos
processos de aquisicdo e/ou expressao das memdrias aversivas relacionadas ao estresse de

nado forgado.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Investigar se a interferéncia na neurotransmissdo serotoninérgica mediada por 5-
HT1aR, no NMnR, em diferentes momentos com relagdo a exposi¢do a um estressor
incontroldvel, pode prevenir ou atenuar as consequéncias comportamentais resultantes da

exposi¢do ao estressor.

2.2 Objetivos especificos:

1. Investigar a participacdo de receptores de tipo 5-HT1A na aquisi¢do de memdrias

aversivas relacionadas ao estresse de nado for¢ado.

2. Investigar a participacao de receptores de tipo 5-HT1A na expressdo de memorias

aversivas relacionadas ao estresse de nado for¢ado.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1Animais

Foram utilizados 89 ratos Wistar machos (n=5-13 ratos/grupo), com 21 dias de idade,

provenientes do Biotério Central da Universidade de Sdo Paulo — campus de Ribeirdo Preto.

Os animais foram mantidos em grupos de quatro no biotério do laboratorio, que apresenta

temperatura (23+1°C) e ciclo de luz (claro/escuro 12h x 12h - inicio do periodo claro as 7:00

h) controlados, com livre acesso a agua e comida, até completarem sete semanas de idade. Em

seguida foram mantidos aos pares em caixas de acrilico (35x19x25cm) forradas com

serragem, sendo em seguida submetidos a cirurgia estereotaxica como descrito a seguir.

Todos os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pela Comissao

de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Campus de Ribeirdo Preto (processo CEUA niimero
01.1.169.53.3).

3.2 Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas:

WAY100635 (Sigma; 0,3 nmol/0,2 pl) antagonista seletivo para receptores 5-
HT;A (DOS SANTOS et al., 2005; SANBERG et al., 2006);

8-OH-DPAT (Sigma; 3 nmol/0,2 ul) agonista seletivo para receptores 5-HTx;
(DOS SANTOS et al., 2005; SANBERG et al., 2006);

2,2,2-tribromoetanol (Sigma-Aldrich; 2,5%, 10mL/Kg, i.p.) — anestésico
utilizado para o procedimento de cirurgia estereotdxica para implantacdo da
canula-guia;

Cloridrato de Lidocaina associado a um vasoconstritor (1:50.000, Novocol
100, S.S. White-Brasil, 200uL) — anestésico local,

Pentabidtico (Fontoura-Wyeth-Brasil; 0,2mL/animal, via intramuscular) —
antibiotico;

Banamine (10%, 1mL/Kg de peso, via subcutanea) — analgésico e anti-

inflamatorio;



23

e Uretana (Sigma-Aldrich; 25%, 5SmL/Kg, i.p.) — anestésico utilizado para o

procedimento de perfusao.

3.3 Equipamentos:

e (Canulas, parafusos e mandris de aco inoxidavel;

e Aparelho estereotaxico (Stoelting);

e Seringas Hamilton de 10uL; agulhas odontologicas para inje¢do central;
segmentos de polietileno (PE 10);

e Bomba de infusdo (Insight).

e Recipiente para nado forcado: tanque cilindrico de acrilico transparente com
35 cm de diametro e 65 cm de altura, com 4gua a uma altura de 30 cm. A
temperatura da dgua foi de 25+1°C.

e Camera de filmagem; aparelho de DVD e computador.

3.4 Procedimentos

Todos os estudos foram realizados entre 9:00-12:00h e encontram-se detalhados a seguir.

3.4.1 Estudo 1: Efeitos do tratamento intra-NMnR com 8-OH-DPAT e/ou WAY100635
administrados previamente ao estresse sobre o comportamento de ratos no teste do Nado
Forgado (Inj+NF-T)

Objetivo: investigar os participacdo de receptores de tipo 5-HT1A na aquisigdo de memorias aversivas

relacionadas ao estresse de nado forgado.

Cirurgia Estereotaxica

Cada animal foi anestesiado intraperitonealmente (i.p.) com 2, 2, 2 tribromoetanol (2,5
g/100 ml, 10 ml/kg, Aldrich, EUA) e submetido a tricotomia na regido da cabega. Em
seguida, o animal foi fixado a um aparelho estereotaxico (Stoelting, EUA) pelo rochedo
temporal e incisivos superiores, com a barra dos incisivos a -3,3 mm abaixo da linha
interaural. A limpeza do campo cirtrgico foi realizada com uma solucio hidroalcodlica de

iodo a 2%. Na regido da incisdo foi administrado, por via subcutinea, o anestésico local
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cloridrato de lidocaina associado a um vasoconstritor (1:50.000, Novocol 100, S.S. White-
Brasil, 200uL). Apos inducdo anestésica, uma associacdo antibidtica de amplo espectro
(Pentabidtico, Fontoura-Wyeth-Brasil) foi administrada (0,2mL/animal, via intramuscular) a
fim de prevenir possiveis infecgdes, assim como o analgésico e anti-inflamatério Banamine
(10%, 1mL/Kg de peso, via subcutanea).

Em seguida, uma incisdo longitudinal foi realizada, expondo-se o cranio e o peridsteo
foi removido por raspagem. Apds esses procedimentos, dois orificios foram abertos para a
fixagdo de parafusos que auxiliaram na fixag@o da protese de acrilico colocada no animal. Um
terceiro orificio foi feito seguindo as coordenadas do Atlas de Paxinos e Watson (1997) para o
implante de uma canula guia (14mm) no NMnR (antero-posterior: -7,3; lateral: 2,7;
profundidade: -7,8; inclinacdo da haste: 18°). A fim de se evitar lesOes na area de interesse, a
canula-guia permaneceu 1,5mm acima do NMnR, diferenca corrigida no momento da
administragdo da droga, utilizando-se uma agulha cujo comprimento total ¢ de 15,5mm. Apds
a implantacdo e fixagdo da canula com acrilico auto-polimerisavel, um mandril de ago
inoxidavel foi introduzido em seu interior para evitar entupimento, sendo também fixado com
acrilico.

Depois da cirurgia, os animais permaneceram aos pares em caixas de acrilico se
recuperando no biotério por um periodo de 5 a 7 dias quando, entdo, foram submetidos aos
procedimentos experimentais.

Passado o periodo de recuperagdo, os animais receberam duas injecdes intra-NMnR de
Salina, WAY 100635 e/ou 8-OH-DPAT em associagdo, conforme descrito na Tabela 3. O
intervalo entre a primeira e a segunda inje¢do foi de cinco minutos, assim como o intervalo
entre a segunda injecdo e a pré-exposi¢cao ao nado. As inje¢des foram realizadas com o auxilio
de uma bomba de infusdo, com velocidade controlada de 0,4ul por minuto. Apds o término da
injecdo, a agulha permaneceu no sitio de inje¢do por mais 1 minuto, para evitar refluxo da

droga.

Tabela 3 - Grupos experimentais e tratamento intracerebral

1? Injegdo 2% Injecao
Salina Salina

Salina 8-OH-DPAT
WAY 100635 Salina

WAY100635 8-OH-DPAT
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Imediatamente ap6s o término dos tratamentos intracerebrais, os animais foram
colocados no tanque de acrilico com 4agua durante 15 minutos. Em seguida, foram retirados da
agua, secos com toalha e levados de volta as gaiolas no biotério, sem qualquer manipulagao
até a realizacdo do teste, no dia seguinte.

Na sessdo teste, os animais foram recolocados no tanque com agua por 5 minutos e
tiveram seus comportamentos registrados. A laténcia para o aparecimento do primeiro
episodio de imobilidade (LAT), assim como o tempo total que o animal permaneceu imdvel
(IMO) na 4agua, fazendo apenas pequenos movimentos para se manter flutuando, foram

analisados.

3.4.2 Estudo 2: Efeitos do tratamento intra-NMnR com 8-OH-DPAT e/ou
WAY100635 administrados imediatamente antes do teste sobre o comportamento de ratos
previamente expostos (NF-Inj+T) ou nao (Inj+T) ao estresse de Nado Forgado.

Objetivo: investigar a participagdo de receptores de tipo 5-HT1A na expressdo de memorias aversivas

relacionadas ao estresse de nado forgado.

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotdxica para implantacio de uma
canula-guia direcionada para o NMnR como descrito anteriormente. Passado o periodo de
recuperacdo, os animais foram expostos ao estresse de nado for¢cado durante 15 minutos (vide
estudo 1). Vinte e quatro horas depois, receberam duas injecdes intracerebrais de Salina,
WAY 100635 e/ou 8-OH-DPAT em associacdo. Cinco minutos apds o término da segunda
inje¢do, os animais foram testados, registrando-se o0 LAT e o IMO. O grupo controle dessa
condicdo experimental recebeu os tratamentos intracerebrais antes do teste, sem, no entanto,

ter sido previamente exposto ao nado forcado.

Perfusdo

Apds o término do teste, os animais foram anestesiados com uretana a 25% (SmL/Kg,
1.p.) e submetidos a perfusdo intracardiaca com salina seguida de formol a 10%. Os cérebros
foram removidos e armazenados em formol a 10% até a data dos cortes histologicos e
confeccdo das laminas histologicas.

Histologia
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Os cérebros foram cortados em secgdes coronais de S0um de espessura utilizando-se
um criostato de congelamento (Modelo Cryocut 1800, Leica CM1850, Alemanha) para
verificacdo microscopica do sitio de injecao. Foram incluidos na analise estatistica apenas os

animais com sitios de inje¢ao localizados no NMnR.

Analise estatistica

Os dados sobre LAT ou IMO durante o teste foram analisados por ANOVA de uma

via seguida por teste post-hoc de Duncan.

Em todos os testes, a diferenca foi considerada significativa quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

Na figura 1 pode-se observar os sitios de inje¢do, representados em figuras
esquematicas de cortes coronais retirados do Atlas de Paxinos e Watson (1986). O nimero de

pontos na figura ¢ menor do que o de animais utilizados devido a sobreposi¢ao de pontos.
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Figura 1: Representacio esquematica dos sitios de injecio no NMnR em diagramas do
Atlas de Paxinos e Watson (1986). Os circulos fechados representam os pontos de injecao
intracerebral. O numero de circulos é menor que o de animais utilizados devido a
sobreposi¢ao de pontos.
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Os resultados dos testes comportamentais encontram-se nas figuras de 2 a 7,
mostrando os efeitos da administragdo de Salina + Salina (Sal+Sal), Salina + §-OH-DPAT
(Sal+DPAT), WAY100635 + Salina (WAY+Sal) e WAY100635 + 8-OH-DPAT
(WAY+DPAT) sobre as médias = EPM (erro padrao da média) do LAT e IMO durante o teste

de nado for¢ado, em cada condi¢do experimental.

4.1 Estudo 1: Efeitos do tratamento intra-NMnR com 8-OH-DPAT e/ou WAY100635
administrados previamente ao estresse sobre o comportamento de ratos no teste do Nado

Forg¢ado (Inj+NF-T)

A figura 2 mostra as médiastEPM do LAT de animais tratados antes da pré-exposicao
ao estresse de nado forcado. A ANOVA de uma via revelou diferencas significativas dos
efeitos dos tratamentos, nessa variavel (F33,=10,33, p<0,05). O teste post-hoc de Duncan
indicou que houve aumento significativo do tempo de laténcia (p<0,05) no grupo tratado com
WAY+DPAT (184 + 20,73, n=10) em relacdo ao grupo controle (Sal+Sal=74,76 + 12,37,
n=13), assim como em relacdo aos demais tratamentos (Sal+DPAT=103 + 19,76, n=S;

WAY+Sal=76,66 + 11,65, n=9).

Inj+NF-T
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Figura 2: Tratamento com WAY100635 ¢ 8-OH-DPAT aumenta a laténcia para o primeiro
episddio de imobilidade quando administrado previamente a exposicio ao estresse de nado
forcado. Os animais receberam duas inje¢des intra-NMR, sendo a primeira de Salina ou WAY 100635
e, cinco minutos depois, a segunda inje¢do de Salina ou §-OH-DPAT. Cinco minutos apos a ultima
injecdo, os animais foram submetidos a pré-exposicao ao nado forgado durante quinze minutos. Vinte
e quatro horas depois foram submetidos ao teste de nado for¢ado. O ntimero de animais de cada grupo
¢ indicado dentro das barras. As barras representam a médiaxEPM da laténcia para o primeiro
episédio de imobilidade (ANOVA de uma via seguida de Duncan, p<0,05). O asterisco indica
diferenga em relagdo ao grupo controle (Sal+Sal).
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Na figura 3, estdo representadas as médiastEPM do IMO de animais que receberam
tratamento antes da pré-exposi¢do ao estresse de nado forcado. A ANOVA de uma via
revelou diferencas significativas dos efeitos dos tratamentos sobre o IMO (F336=12,41,
p<0,05). O teste post hoc indicou diminui¢do do IMO apos tratamento com §-OH-DPAT
(Sal+DPAT=76,87 + 8,80) ¢ WAY+DPAT (51,1 + 11,56), quando comparados ao controle
(Sal+Sal=133,07 + 9,59) (Duncan, p<0,05).

Inj+NF-T
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140 -
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Sal+Sal Sal+DPAT WAY +Sal WAY +DPAT

Figura 3: O tempo de imobilidade durante o teste do nado forcado em ratos previamente
estressados diminui apdés o tratamento com 8-OH-DPAT, e este efeito ndo é revertido pelo
tratamento prévio com WAY 100635. Demais especificacdes na figura 2. As barras representam a
médiatEPM da laténcia para o primeiro episoédio de imobilidade (ANOVA de uma via seguida de
Duncan, p<0,05). O asterisco indica diferenca em relagdo ao grupo controle (Sal+Sal).
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4.2 Estudo 2: Efeitos do tratamento intra-NMnR com 8-OH-DPAT e/ou WAY100635
administrados imediatamente antes do teste sobre o comportamento de ratos previamente

expostos (NF-Inj+T) ou ndo (Inj+T) ao estresse de Nado Forgado.

A figura 4 apresenta as médiastEPM de LAT de animais estressados previamente e
tratados antes do teste de nado forcado. ANOVA de uma via revelou diferencga significativa
dos diferentes tratamentos em relacdo ao LAT (F32,=4,03, p<0,05). Teste post-hoc de Duncan
mostrou que o grupo tratado com WAY+DPAT (216 + 24,9, n=8) aumentou
significativamente o LAT (p<0,05) em relagdo ao grupo controle (Sal+Sal=134,6 + 25,34,
n=5) e aos demais grupos (Sal+tDPAT=133,83 + 14,33, n=6; WAY+Sal=106,83 + 31,80,
n=6).
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Figura 4: A laténcia para o primeiro episodio de imobilidade nio se altera apds tratamento com
8-OHDPAT em animais previamente estressados e tratados antes do teste de nado forcado. Os
animais foram submetidos a pré-exposicdo ao nado for¢ado durante quinze minutos. Apds vinte e
quatro horas, receberam duas injecdes intra-NMR, sendo a primeira de Salina ou WAY 100635 e,
cinco minutos depois, a segunda inje¢do de Salina ou 8-OH-DPAT. Cinco minutos apds a ultima
inje¢do, os animais foram submetidos ao teste de nado forcado. O numero de animais de cada grupo ¢
indicado dentro das barras. As barras representam a média=EPM da laténcia para o primeiro episodio
de imobilidade (ANOVA de uma via seguida de Duncan, p<0,05). O asterisco indica diferenga em
relagdo ao grupo controle (Sal+Sal).
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As médiastEPM do IMO de animais que receberam tratamento antes do teste estdo
representados na figura 5. Nessa varidvel, também se observou que os efeitos dos tratamentos
foram estatisticamente diferentes (F321=4,66, p<0,05). O teste post-hoc de Duncan revelou
que o tratamento com WAY 100635 seguido de 8-OH-DPAT (WAY+DPAT=15,12 + 4,88)
diminuiu o IMO em relacdo ao controle (Sal+Sal=81,2 £+ 5,66), enquanto no grupo tratado
com Sal+DPAT (37 + 14,84) essa diminuigdo tendeu a significancia (0,10<p<0,05). O grupo
tratado apenas com WAY 100635 (WAY+Sal=78,16 = 27,01) ndo foi diferente do controle
(ANOVA de uma via seguida de Duncan, p<0,05).
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Figura 5: 8-OH-DPAT administrado no NMnR de ratos previamente estressados bloqueia a
evocacido da memoria aversiva e este efeito nio é antagonizado pelo tratamento prévio com
WAY100635. Demais especificagdes na figura 4.
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Os animais nao submetidos a pré-exposicao ao nado for¢cado tém suas médias + EPM
do LAT apresentados na figura 6. A ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan nao
revelou efeito significativo dos tratamentos (Sal+Sal=115,57 + 14,22, n=7; Sal+DPAT=154 +
16,04, n=5; WAY+Sal=180,6 + 19,21, n=5; WAY-+DPAT=138,71 £+ 20,22, n=7) sobre o LAT
(F320=2,27, p>0,05).
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Figura 6: Auséncia de efeito do 8-OH-DPAT e/ou WAY100635 intra-NMR sobre a laténcia para
o primeiro episédio de imobilidade em animais niio estressados previamente e tratados antes do
teste de nado for¢ado. Os animais receberam duas injegdes intra-NMR, sendo a primeira de Salina ou
WAY 100635 e, cinco minutos depois, a segunda injecdo de Salina ou 8-OH-DPAT, e¢ foram
submetidos ao teste de nado for¢ado cinco minutos apds a Ultima inje¢do. O numero de animais de
cada grupo ¢ indicado dentro das barras. As barras representam a médiaxEPM da laténcia para o
primeiro episddio de imobilidade (ANOV A de uma via, seguida do teste de Duncan).
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Na figura 7, sdo mostradas as médias + EPM do IMO de animais ndo submetidos a
pré-exposi¢cdo ao nado for¢ado. Também, ndo se detectou efeito significativo dos diferentes
tratamentos (Sal+Sal=42,71 + 10,26; Sal+DPAT=23,4 + 10,76; WAY+Sal=29 + 10,28;
WAY+DPAT=26 + 9,53) sobre o IMO (F320=0,75, p>0,05) (ANOVA de uma via, seguida do

teste de Duncan).
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Figura 7: Auséncia de efeito do 8-OH-DPAT ou WAY100635 intra-NMR sobre o tempo total de
imobilidade em animais nio estressados previamente e tratados antes do teste de nado forcado.
Demais especificagdes na Figura 6.
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5. DISCUSSAO

A exposicdo cronica a eventos aversivos incontrolaveis tem sido relacionada a
etiologia de transtornos de humor como a depressdao (POST, 1992). Em laboratério, a
exposicdo de animais a eventos incontroldveis e severos induz alteragdes fisioldgicas e
comportamentais semelhantes aos encontrados na depressio humana (ANISMAN;
ZACHARKO, 1992). Ha evidéncias do envolvimento do sistema serotoninérgico nessas
alteragoes (KENNETT et al, 1985; KENNETT, et al, 1987; ROBERTSON et al, 2005).

Segundo Deakin e Graeff (1991), a via serotoninérgica NMnR-hipocampo dorsal seria
responsavel por desconectar as associagdes aversivas das conseqiiéncias comportamentais
delas decorrentes, aumentando a resisténcia/tolerancia ao estresse. Uma disfuncdo nessa via
estaria envolvida no desenvolvimento das alteragdes induzidas pelo estresse.

O nado for¢ado (PORSOLT et al, 1977) ¢ um estimulo aversivo utilizado para indug¢ao
de estresse em animais de laboratdrio e que promove alteracdes da atividade serotoninérgica
cerebral como alteracdo na concentragdao de 5-HT ou na densidade de 5-HT1aR em regides
como cortex pré-frontal medial, hipocampo ou nucleos da rafe (ADELL et al, 1997;
BRIONES-ARANDA et al, 2005, 2009; JORDAN et al, 1994; KIRBY et al, 2007). A
imobilidade durante o teste tem sido interpretada como um estado de desespero em que o
animal se resigna as condi¢des do experimento indicando que aprendeu, durante a pré-
exposicao, que nao ha como escapar do evento aversivo (PORSOLT et al, 1997). Essa
experiéncia aprendida pode ser alterada pela administracio de drogas no momento da
aquisi¢do ou evocacdo, uma vez que ha indicios de que os processos de memoria sdo tempo-
dependentes (AMARAL et al, 2007; McGAUGH; ROOZENDAAL, 2009). H4 evidéncias do
envolvimento de receptores serotoninérgicos nesses processos como, por exemplo, prejuizo
no teste de retengdo da esquiva passiva quando 8-OH-DPAT ¢ administrado antes do treino
ou facilitagdo da reten¢do quando antagonista 5-HT1aR ¢ administrado (MENESES; PEREZ-
GARCIA, 2007; OGREN et al, 2008; SANTUCCI; CARDIELLO, 2004).

O presente estudo investigou a participa¢do de 5-HT1aR do NMnR nas conseqiiéncias
comportamentais da exposi¢do ao estresse de nado forgado, intervindo farmacologicamente
em diferentes momentos em relacdo a exposicdo a esse estressor, utilizando-se agentes
agonista e antagonista com afinidade sobre esses receptores.

No Estudo 1, investigamos os efeitos do tratamento intra-NMnR com WAY 100635
e/ou 8-OH-DPAT antes da pré-exposicdo ao nado forcado. Nesse estudo, observamos

primeiramente que o tratamento com o 8-OH-DPAT promoveu uma diminui¢dao no tempo de
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imobilidade total, sem, no entanto, alterar significativamente a laténcia para o primeiro
episddio de imobilidade.

A explicagdo para essa aparente discrepancia nao ¢ clara. Entretanto, se considerarmos
o tempo total de imobilidade fica evidente que o tratamento com o 8-OH-DPAT foi capaz de
prevenir a aquisicdo da memoria aversiva relacionada ao estresse de nado for¢ado, o que
promoveu uma adapta¢ao do animal quando re-exposto ao mesmo contexto.

Esses resultados estdo de acordo com trabalhos em que administracao de 8-OH-DPAT
antes do treino, num mesmo contexto do teste, preveniu a aquisicdo da associagdo aversiva no
modelo de medo condicionado ao contexto (AVANZI; BRANDAO, 2001; STIEDL et al,
2000). Além dessas evidéncias, os resultados observados apds o tratamento com 8-OH-DPAT
sao reforcados por dados anteriores de nosso laboratorio, nos quais observamos atenuagao dos
efeitos do estresse de nado for¢ado quando o 8-OH-DPAT foi administrado no NMnR
imediatamente apos o estresse prévio (24 horas antes do teste) (ALMEIDA, PEREIRA;
PADOVAN, in prep.). Resultados semelhantes também foram observados com a
administracdo de Zimelidina, um bloqueador de recaptacdo de serotonina, nessas mesmas
condigoes (ALMEIDA, PEREIRA; PADOVAN, in prep.). Além disso, em animais nao
estressados, mas que receberam esses tratamentos vinte e quatro horas antes do teste, ndo
foram observadas alteracdes de seus comportamentos.

Em conjunto, os dados obtidos apos o tratamento com 8-OH-DPAT sugerem que a
facilitagdo da neurotransmissao serotoninérgica no NMnR imediatamente antes ou depois da
exposicdo prévia ao estresse interfere na aquisi¢gdo ou consolidacio da memoria,
respectivamente. E, ainda, que os efeitos observados em animais previamente estressados ¢
decorrente de uma interagdo entre os efeitos farmacoldgicos dos firmacos utilizados e os
efeitos desencadeados pela exposigao ao estresse de nado forcado. Sendo assim, demos
continuidade ao estudo administrando o WAY100635 previamente ao 8-OH-DPAT
(WAY+DPAT), ou isoladamente (WAY+Sal), buscando antagonizar os efeitos previamente
observados com o 8-OH-DPAT.

O tratamento isolado com WAY100635 nao alterou os tempos de laténcia e de
imobilidade dos animais, quando os mesmos foram comparados ao grupo controle
(Salina+Salina). Entretanto, quando administrado previamente ao 8-OH-DPAT, observou-se
um aumento na laténcia para o primeiro episdédio de imobilidade e também uma diminuicao
no tempo total gasto imovel. Esses resultados sugerem que o tratamento com WAY 100635

ndo foi capaz de antagonizar os efeitos produzidos pelo 8-OH-DPAT.
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Dados da literatura mostram que o tratamento prévio com WAY 100635 antagoniza os
efeitos do tratamento com 8-OH-DPAT (FILE et al, 1996; STIEDL et al 2000; VICENTE et
al, 2008). Entretanto, isso nao foi observado em nosso estudo.

A explicagdo para esse resultado pode estar relacionada a hipoteses distintas, porém
ndo mutuamente exclusivas. A primeira delas baseia-se na possibilidade de, a dose de WAY
100635 por nos utilizada nesse estudo (0,3nmol/0,2ul) ndo ter sido suficiente para antagonizar
os efeitos do 8-OH-DPAT, somados aos efeitos desencadeados pelo estresse de nado forg¢ado.
Entretanto, essa dose, assim como a utilizada para o 8-OH-DPAT, foi baseada em dados da
literatura que mostravam o antagonismo dos efeitos da ativagdo de 5-HT1aR pelo 8-OH-
DPAT no NMnR (DOS SANTOS et al., 2005; SANBERG et al., 2006).

Uma segunda possibilidade para explicar essa auséncia de efeito antagonista do
WAY 100635 sobre os efeitos do 8-OH-DPAT envolve a ativagdo de receptores 5-HT7. Dados
da literatura sugerem que o 8-OH-DPAT atua tanto sobre 5-HT1aR (ADELL et al, 1993;
ADELL; ARTIGAS, 1998; BOSKER et al., 1994), quanto sobre 5-HT7R (BARD et al., 1993;
LOVENBERG et al., 1993; RUAT et al., 1993; THOMAS et al., 1998). Esses receptores
encontram-se amplamente distribuidos pelo SNC, incluindo o NMnR (BONAVENTURE et
al., 2002; NEUMALIER et al., 2001). Assim, nessa condi¢cdo experimental, o tratamento com
WAY 100635 antagonizaria a ativagdo dos 5-HT1aR do NMnR pelo 8-OH- DPAT, mas nao
dos 5-HT7R. Com isso, os efeitos comportamentais observados seriam decorrentes de tal
ativagao.

Viérios trabalhos da literatura dao suporte ao papel dos 5-HT7R na neurobiologia dos
transtornos de humor. Por exemplo, Abbas et al. (2009) mostraram que os efeitos
antidepressivos da amilsupirida sdo decorrentes de sua acdo sobre os 5-HT7R. Esse estudo foi
realizado em camundongos selvagens e “knock out” para os 5S-HT7R, que foram submetidos a
dois modelos animais de depressao, o Teste de Suspensdo pela Cauda e o Teste do Nado
Forgado e tratados com a amilsupirida.

Além disso, ha evidéncias de que a ativagdo de 5-HT7R tem efeito inibitorio sobre a
liberagdo de serotonina nos Nucleos da Rafe de roedores (DUNCAN et al., 1999; HARSING
et al., 2004). Assim, poderiamos sugerir que a administragdo de 8-OH-DPAT no NMnR
inibiria o aumento na liberacao de serotonina, também por sua acao sobre os 5-HT7R.

Uma terceira hipotese esta relacionada aos efeitos do estresse de nado for¢ado sobre o
sistema serotoninérgico, no que se refere a concentracdo de serotonina e a funcionalidade dos

5-HT1aR.
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Nesse sentido, estudos utilizando as técnicas de microdialise e de HPLC (“High
Performance Liquid Chromatography” — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)
mostraram que o nado forgado induz aumentos na concentragdo de serotonina no NMnR
(ADELL et al., 1997) e no hipocampo (LINTHORST et al., 2002) de roedores. Considerando-
se que esses estudos avaliaram a concentragdo de serotonina apds uma unica exposi¢ao ao
estresse de nado for¢ado, podemos sugerir que, durante a pré-exposi¢do ao nado ocorra um
aumento na concentragdo de 5-HT nessas estruturas. Contrariamente aos resultados obtidos
pelo grupo de Adell et al. (1997), os estudos feitos por Briones-Aranda et al. (2005; 2009)
mostraram um aumento nas concentragdes de 5-HT apenas no hipocampo, mas ndo no
NMnR. Além disso, esses pesquisadores observaram uma diminui¢cdo na densidade de 5-
HT1aR tanto no hipocampo quanto no NMnR. Esses resultados levaram os pesquisadores a
propor que a liberacdo aumentada de serotonina em resposta ao estresse promoveria uma
dessensibiliza¢dao dos 5-HT1aR.

Esse fendmeno de dessensibilizagdo dos 5-HT1aR em resposta a serotonina liberada
pela exposicdo ao estresse estaria ocorrendo, por exemplo, através de processos de
internalizacao desses receptores. Nesse sentido, dados da literatura mostram que quinze ou até
sessenta minutos apos a administracdo aguda intravenosa de 8-OH-DPAT ocorre uma
diminuicdo na densidade dos 5-HT1aR no Nucleo Dorsal da Rafe por internalizacao,
retornando aos niveis basais em vinte e quatro horas apds a administragdo desse farmaco
(RIAD et al., 2001; ZIMMER et al., 2004). Assim sendo, a administracdo de 8-OH-DPAT
diretamente no NMnR antes da exposi¢do ao estresse de nado for¢ado aliada ao aumento na
liberagdo de 5-HT em resposta a este estressor promoveriam a dessensibilizacdo dos 5-
HT1aR, possivelmente envolvendo processos de internalizagdo desses receptores nessa
estrutura.

Ainda no que se refere ao aumento na liberacdo de 5-HT em resposta ao estresse de
nado forcado, ha evidéncias de que a ativacdo de 5-HT7R tem efeito inibitério sobre a
liberagao de serotonina nos Nucleos da Rafe de roedores (DUNCAN et al., 1999; HARSING
et al., 2004). Assim, poderiamos sugerir que a administragdo de 8-OH-DPAT no NMnR
inibiria 0o aumento na liberagdo de serotonina, também por sua acdo sobre os 5-HT7R,
explicando, assim, a auséncia de efeito antagonista do WAY 100635 administrado
previamente ao 8-OH-DPAT.

As evidéncias anteriormente destacadas sobre o papel da 5-HT liberada no NMnR em
resposta ao estresse aliadas aos efeitos observados ap6s a administragdo de 8-OH-DPAT

sugerem a existéncia de um controle tonico inibitdrio em condigdes basais, que atua sobre os
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5-HT1aR. Esse mecanismo ja foi descrito para o Nucleo Dorsal da Rafe (NDR). Sabe-se que
os neurdnios serotoninérgicos do NDR recebem proje¢des noradrenérgicas do Locus
coeruleus (PEYRON et al., 1996) e, além disso, estudos farmacologicos demonstraram que
tais projecdes sao responsaveis pelo controle tonico da atividade de disparo dos neurdnios
serotoninérgicos nesse nucleo (HADDJERI et al, 2004). Nesse estudo, Haddjeri et al. (2004)
observaram, na presenca do antagonista WAY 100635, um aumento no numero de disparos de
neurdnios serotoninérgicos de ratos anestesiados apos lesdo dos neuronios noradrenérgicos
por 6-OH-DA (6-hidroxi-dopamina) oriundos do Locus coeruleus. Dados descritos
anteriormente por Fornal et al. (1996) foram semelhantes aos obtidos por Haddjeri et al. Esses
pesquisadores observaram que os neurdnios serotoninérgicos do NDR de gatos acordados ou
sob anestesia apresentavam alta taxa de disparos na presenca de WAY 100635, as quais eram
drasticamente reduzidas na presenca de 8-OH-DPAT.

Se confirmado mecanismo semelhante no NMnR para os neurdnios serotoninérgicos,
esperariamos que a administracdo isolada de WAY 100635 intensificasse ainda mais os
efeitos do estresse, possivelmente por facilitar a ativagdo da via NMnR-Hipocampo e
promover uma maior eficdcia nos processos de memoria relacionada ao evento aversivo.
Entretanto, ndo observamos tais efeitos em nossos estudos.

Tomados em conjunto todos os resultados obtidos até entdo e os dados da literatura,
podemos dizer que os tratamentos prévios ao estresse prévio seriam capazes de prevenir os
aumentos induzidos pelo mesmo sobre a liberagdo de serotonina, prevenindo,
consequentemente, os demais efeitos comportamentais ligados a este estressor.

Continuando nosso estudo, iniciamos a segunda etapa do mesmo, investigando os
efeitos da facilitagdo da neurotransmissdo serotoninérgica mediada por 5-HT1aR antes do
teste em animais previamente expostos ao estresse de nado forcado.

Assim, como havia sido observado na condi¢ao anterior (Inj+NF-T), a administragado
de 8-OH-DPAT antes do teste em animais previamente estressados ndo alterou a laténcia para
imobilidade (Figura 4). Entretanto, este tratamento diminuiu o tempo total gasto imovel
(Figura 5).

O tratamento com WAY 100635 isoladamente ndo alterou o tempo de laténcia e nem o
tempo total gasto imovel. Entretanto, quando administrado previamente ao 8-OH-DPAT o
WAY 100635 ndo foi capaz de antagonizar os efeitos deste farmaco.

A explicagdo para estes resultados ndo ¢ clara. Quando animais nao estressados

receberam os diferentes tratamentos antes do teste (Inj+T; grupos controle do Estudo 2, vide
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Figuras 6 e 7), ndo foram observadas alteragdes nas varidveis analisadas em relacdo ao grupo
tratado com Salina.

Assim sendo, podemos supor que a facilitagdo da neurotransmissdo serotoninérgica
mediada por 5-HT1aR imediatamente antes do teste ¢ capaz de atenuar os efeitos da
exposicao prévia ao nado forcado. Tal atenuagdo poderia envolver um bloqueio na evocagao
de memorias aversivas relacionadas a exposi¢@o prévia ao nado forcado.

Viérios trabalhos na literatura sugerem a existéncia de uma circuitaria temporal,
essencial para os processos de aquisicdo, consolidagdo e evocacdo de memorias
(IZQUIERDO E MEDINA, 1997; IZQUIERDO et al., 2006). Em resumo, os trabalhos
sugerem que, dependendo do momento em que, por exemplo, uma intervencao farmacolédgica
ocorre, € também da estrutura cerebral onde essa intervencao ¢ realizada, esses processos
relacionados @ memoria serdo alterados (IZQUIERDO; MEDINA, 1997; IZQUIERDO et al,
2006; PRZYBYSLAWSKI; SARA, 1997; ZANATTA et al., 1997,).

No que se refere ao hipocampo, vdarios trabalhos da literatura mostraram que o
momento em que ocorre a interferéncia sobre a neurotransmissdo serotoninérgica ou
glutamatérgica ¢ determinante nas conseqiiéncias desencadeadas pelo agente estressor e
também parece depender do agente estressor utilizado. Por exemplo, a administracdo de
zimelidina (bloqueador de recaptagdo de serotonina) ou de 8-OH-DPAT no hipocampo dorsal
de ratos imediatamente apds a pré-exposicdo foi capaz de atenuar as consequéncias
comportamentais da exposi¢do ao estresse de restrigio (PADOVAN; GUIMARAES, 1993) ou
choque elétricos inescapaveis (JOCA et al., 2003).

Outro neurotransmissor importante para a circuitaria do hipocampo e dos processos de
memoria e aprendizado ¢ o glutamato. O bloqueio de receptores de glutamato de tipo NMDA
no hipocampo promoveu atenuagdo dos efeitos comportamentais do estresse de imobilizacao
forcada somente quando este tratamento foi realizado imediatamente apds a exposi¢do a este
estressor, ou vinte e quatro horas antes (imediatamente antes do teste) (PADOVAN;
GUIMARAES, 2000b). Diferentemente do observado com o estresse de imobilizagdo, as
conseqiiéncias comportamentais da pré-exposicao ao Nado Forgado s6 foram atenuadas com a
administracdo intra-hipocampal de AP-7 imediatamente apds o episddio estressante
(PADOVAN; GUIMARAES, 2004). Ainda, a atenuacio dos efeitos da exposi¢do a choques
elétricos inescapaveis, somente foi observada quando o AP-7 foi administrado no hipocampo
antes da pré-exposicao, ou imediatamente antes do teste em animais estressados.

Embora a explicagdo para as diferengas observadas ndo sejam claras, ¢ possivel que

nao s6 a natureza do estimulo estressor, como também sua duracdo e intensidade levem a
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alteragcdes expressivas no funcionamento da formagdo hipocampal e na circuitaria a ela
associada, e que resultam nas diferencas comportamentais observadas.

Entretanto, como comentado anteriormente, a formagao hipocampal possui conexdes
reciprocas com o NMnR e que funcionalmente estdo relacionadas a adaptacdo a eventos
aversivos.

Além disso, varios trabalhos sugerem que a propria serotonina tenha um controle
tonico inibitorio sobre os neurénios do NMnR, como ja mencionado anteriormente. Assim
sendo, € possivel que, momentos antes do teste, a administragdo de 8-OH-DPAT tenha
promovido a desconexdo das memorias aversivas relacionadas ao episddio estressante,
possivelmente impedindo a evocagdo de tais memdrias.

Em conjunto, estas evidéncias reforgam a proposi¢do de que a exposicdo prévia ao
estresse induz alteragdes plasticas funcionais e/ou morfoldgicas que estdo associadas aos
efeitos comportamentais observados.

Nossos resultados corroboram dados da literatura mostrando que o 8-OH-DPAT
possui efeitos na via NMnR-hipocampo, afetando a memoria aversiva pela intervengdo no
sistema serotoninérgico, com participagdo de 5-HTlaR (DEAKIN; GRAEFF, 1991;
GUIMARAES et al, 1993). Além disso, também ¢ sugerida a participacdo de 5-HT7 no

NMnR nos processos de aquisi¢ao e expressdo da memdoria aversiva.
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6. CONCLUSAO

e O tratamento intra-NMnR com 8-OH-DPAT imediatamente antes da pré-
exposicao ou do teste em animais estressados diminui o tempo de imobilidade
durante o teste, prevenindo ou atenuando, respectivamente, as conseqiiéncias

comportamentais da exposi¢do prévia ao estresse de nado forgado.

e A administracdo conjunta de WAY 100635 previamente ao §-OH-DPAT no
NMnR ndo antagonizou os efeitos desse agonista sobre a laténcia para o
primeiro episddio de imobilidade e sobre o tempo de imobilidade dos animais

no teste do nado forcado.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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