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Resumo

SILVA, M. Efeitos da inibicdo da sintese de NO sobre o padrao de expressao da
proteina Fos no encéfalo de ratos expostos a modelo animal de depressao.
2010.126f. Dissertagao (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, 2010.

A Depressdo € uma das psicopatologias mais prevalentes e um dos principais
fatores que pode desencadear esta condicAdo €é o0 estresse. Varios
neurotransmissores tém sido envolvidos na fisiopatologia da depresséao, incluindo as
monoaminas e, mais recentemente, o glutamato e o Oxido nitrico (NO). Nesse
sentido, evidéncias indicam que a administracdo de inibidores da sintase do NO
neuronial (hNOS) induz efeito tipo-antidepressivo em modelos animais, como o teste
do nado forcado (FST). Entretanto, os circuitos neurais envolvidos nestes efeitos
ainda nao foram estudados. Portanto, o presente trabalho investigou as estruturas
encefalicas envolvidas no efeito tipo-antidepressivo induzido pela administracéo
sistémica de um inibidor preferencial da nNOS, o 7-nitroindazole (7NI), comparando-
0 com os antidepressivos classicos venlafaxina (VLF) e fluoxetina (FLX). Para tanto,
foi analisado o padrdo de expressdo da proteina Fos, um marcador de atividade
neuronial, no encéfalo de animais tratados e submetidos ao FST. Os resultados
evidenciaram que o 7-NI, assim como a VLF e FLX promoveu efeito tipo-
antidepressivo no modelo do nado forgcado, evidenciado através da diminuicdo do
tempo de imobilidade dos animais durante o teste. Esses efeitos foram
acompanhados de reducdo na expressdo da proteina Fos em diversas estruturas
encefélicas, tais como cortex pré-frontal medial, ndcleos da rafe (dorsal e mediano),
hipotalamo, nucleo acumbens, amidala, substancia cinzenta periaquedutal, locus
coeruleus, entre outros. O conjunto de dados sugere que o efeito tipo-antidepressivo
induzido pelos inibidores da NOS envolveria substratos neurobiolégicos que sao
comuns aos antidepressivos convencionais e da maior sustentacao a participacéo

do NO na neurobiologia da depresséao.



Abstract

SILVA, M. Effects of NO synthesis inhibition on Fos protein expression i n the
brain of rats submitted to an animal modelo of depr ession . 2010. 126f. Thesis
(Masters) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, 2010.

Depression is one of the most prevalent psychopathology and one of the main
factors that can trigger this condition is stress. Several neurotransmitters have been
implicated in the pathophysiology of depression, including monoamines and, more
recently, glutamate and nitric oxide (NO). Accordingly, evidence indicates that
administration of inhibitors of neuronal NO synthase (nNOS) induces antidepressant-
like effects in animal models, such as the forced swimming test (FST). However, the
neural circuits involved in these effects have not been studied yet. Therefore, this
study investigated the brain structures involved in the antidepressant-like effect
induced by systemic administration of a nNOS inhibitor, 7-nitroindazole (7NI),
comparing it with classic antidepressants, venlafaxine (VLF) and fluoxetine (FLX).
For this, we examined the expression of Fos, a marker of neuronal activity in the
brain of treated animals submitted to FST. The results showed that 7-NI, as well as
VLF and FLX promoted antidepressant-like effect in the forced swimming test,
evidenced through the reduction of the immobility time of animals during the test.
These effects were accompanied by reduction in the expression of Fos protein in
various brain structures, such as medial prefrontal cortex, dorsal and median raphe
nuclei, hypothalamus, amygdala, locus coeruleus, among others. The data set
suggests that the antidepressant-like effect induced by inhibitors of NOS involve
neurobiological substrates that are common to conventional antidepressants.

Moreover, it further corroborates NO involvement in the neurobiology of depression.
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1- Depressao

O conceito de doenca depressiva existe desde o século Il d.c e, nessa época, ja
existiam relatos médicos com descricbes de pacientes que apresentavam
transtornos de humor (Sartorius, 2001). Contudo, foi apenas no final do século XIX
que o psiquiatra alemao Emil Kraepelin apresentou uma classificacdo diagnostica
para a depresséo, diferenciando-a da esquizofrenia e de outras doencas mentais
(Angst & Gama, 2008). Atualmente, segundo o Manual Estatistico e Diagndstico da
Associacdo Norte-Americana de Psiquiatria, em sua quarta versdo (DSM-1V) os
distarbios afetivos podem ser classificados em distlrbios depressivos (depresséo

maior, distimia e tipos ndo-especificados) e disturbios bipolares.

7

A depressdo maior é uma das desordens psiquiatricas mais freqlientemente
observadas e se caracteriza por um ou mais episédios depressivos com pelo menos
duas semanas de humor deprimido ou perda de interesse na maioria das atividades
(anedonia), ou ambos. Para fins de diagndstico, pelo menos mais quatro sintomas
devem estar presentes, incluindo: sentimentos de desamparo e culpa, alteracdes de
apetite e de sono, fadiga, alteracbes motoras (retardo ou agitacdo), alteracdes da
libido, dificuldade de concentracdo e raciocinio, e ideacfes suicidas (DSM-IV). A
presenca de humor deprimido por pelo menos dois anos associado a alguns desses
sintomas, mas sem caracterizar um episédio depressivo maior, caracterizam as

distimias.

Os disturbios bipolares sao constituidos por episédios maniacos alternados com
episodios depressivos. Episdédios de mania sdo caracterizados por humor
persistentemente elevado, hiperatividade, insénia, euforia, dispersdo, excesso de

auto-estima e confiancga, por pelo menos uma semana (DSM-1V).
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Hoje se sabe que a depressdo é um importante distdrbio neuropsiquiatrico que
afeta diferentes classes etarias, de criancas a adultos (Kiss, 2008, Kozisek et. al.,
2008a). Além disso, com uma prevaléncia de até 25% entre diferentes populacdes, a
depressao representa um enorme dispéndio econémico para sociedade ja que a ela
sdo atribuidas muitas despesas com atendimento ambulatorial, medicamentos e
internacdes (Kiss, 2008). A depressao também promove disfun¢cdes no organismo
gue provocam uma serie de alteracbes comportamentais e emocionais como, por
exemplo, falta de concentracdo, desanimo, melancolia, levando a dificuldades

profissionais, familiares e pessoais (Southwick et. al., 2005).

Somado a esses fatores, apesar da existéncia de diferentes opcdes de
medicamentos no mercado para o tratamento do disturbio, muitos sdo os individuos
que ndo apresentam uma melhora do quadro depressivo com o0s tratamentos
farmacoldgicos tradicionais (Kessler et. al., 2003; Pinder, 2001). Confirmando esses
dados, relatos demonstram que o sucesso do tratamento farmacolégico ndo chega a
60% dos pacientes, o que significa que pelo menos 40% deles ndo apresentam
melhora do quadro depressivo. Além disso, mesmo depois de multiplas terapias
utilizando diferentes drogas, apenas cerca de 70% tem sucesso com o tratamento
(Kiss, 2008). Dai a importancia de mais estudos que contribuam para elucidacéo da
neurobiologia da depressao a fim de auxiliar no desenvolvimento de novas drogas
gue aumentem a porcentagem de sucesso do tratamento, reduzam a laténcia para o

aparecimento do efeito ou até mesmo ajudem a promover a cura da doenca.

J& esta bastante consolidado na literatura que o estresse seria o principal
fator ambiental capaz de predispor um individuo ao desenvolvimento das alteractes
neuroquimicas e plasticas que levariam ao distarbio depressivo (Kendler et. al.,

1995; Southwick et. al., 2005; Pittenger & Duman, 2008). Vérios trabalhos tém
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demonstrado, por exemplo, que fatores genéticos especificos associados a eventos
estressantes durante a vida aumentam a predisposicdo para desenvolver a
depressao (Kendler et al., 1995; Caspi et al., 2003). Além disso, Post (1994) relata
que, em cerca de 60% dos casos, 0 primeiro episédio de depressao € precipitado
pela pré-exposicdo a algum evento de estresse intenso. Estudos demonstram,
ainda, que eventos estressantes tais como ser vitima de um crime, problemas
financeiros, divorcio, a perda dos pais, também possuem uma forte associagcdo com
o desenvolvimento do disturbio (Southwick et. al., 2005; Post, 1994; Kendler, 1990;
Caspi et. al., 2003).

Diante a uma situacao de estresse incontrolavel, ocorre uma exacerbacao de
mediadores da resposta ao estresse, como glicocorticéides (McEwen, 2004), os
quais, em grandes quantidades favoreceriam o desenvolvimento de diversos
transtornos psiquiatricos, incluindo a depresséao (McEwen, 2004).

Reforcando os dados apresentados, trabalhos vém demonstrando que a
aplicacao de estimulos fisicos e/ou psicologicos intensos a animais de laboratorio
podem constituir um fator estressante capaz de levar a alteraces fisiologicas e
comportamentais observadas também em individuos deprimidos, de maneira
sensivel ao tratamento com drogas antidepressivas (Willner, 1986; McArthur &
Borsini, 2006). Com isso, a exposicdo de animais de laboratorio a situacdes
estressantes nao controlaveis vem sendo empregada como importante ferramenta
experimental para se estudar a neurobiologia da depressao (Willner, 1990; Mathews
et. al., 2005; McArthur & Borsini, 2006). Alguns exemplos sdo o teste do nado
forcado (FST) (Porsolt et. al., 1977), a suspensao pela cauda (McArthur & Borsini,

2006) e desamparo aprendido (Willner, 1985).

2—Teoria Monoaminérgica Classica da Depressao
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As primeiras teorias sobre a neurobiologia da depressao surgiram através da
descoberta inesperada de que drogas utilizadas com outros fins terapéuticos eram
capazes de aliviar alguns sintomas observados nesse transtorno afetivo (Nestler et.
al., 2002; Urani et. al., 2005). O surgimento dos primeiros indicios se deu a partir de
observacdes de que drogas como a iproniazida, que era utilizada no tratamento da
tuberculose (Selikoff & Robitzek, 1952; Loomer et. al., 1957), e a imipramina, que
era investigada no tratamento da esquizofrenia (Kuhn, 1957), melhoravam
nitidamente o humor dos pacientes que estavam em tratamento com as mesmas.
Posteriormente, foram demonstrados os efeitos antidepressivos para essas drogas
em estudos clinicos controlados (Azima & Vispo, 1958; Kuhn, 1958; Klerman et. al.,
1965). Mais tarde, os mecanismos de a¢ao dessas drogas foram elucidados e hoje
se sabe que a iproniazida é um inibidor da monoamina oxidase (MAQO), uma enzima
gue degrada monoaminas (Selikoff & Robitzek, 1952; Loomer et. al., 1957), e que a
imipramina é um inibidor ndo seletivo da recaptagdo de monoaminas (Axelrod &
Inscoe, 1963; Glowsinski & Axelrod, 1964). A partir desses achados farmacolégicos,
foi postulado que os efeitos antidepressivos induzidos por essas drogas estariam
relacionados a facilitagdo da neurotransmissdo monoaminérgica (Axelrod & Inscoe,
1963; Glowsinski & Axelrod, 1964). Corroborando esses dados, havia evidéncias de
gue a reserpina, uma substancia depletora de monoaminas, levava alguns pacientes
a quadros de depressédo e que a anfetamina, droga que diminui a recaptacao e

promove liberacédo de noradrenalina (NOR), induzia euforia (Sulzer et. al., 1964).

Diante de tais evidéncias surgiu a “Teoria Monoaminérgica Classica da

Depressdo”, a qual propde que o transtorno depressivo seria provocado pela
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diminuicao dos niveis de noradrenalina (Schildkraut, 1965; Schildkraut & Kety, 1967)
e/ou serotonina (5-HT) (Lapin & Oxenkrug, 1969) no sistema nervoso central (SNC).

Apesar de, até 0 momento, essa ainda ser a mais aceita e conhecida das
teorias que procuram explicar a neurobiologia da depressao, ela possui falhas de
construto que indicam se tratar de um processo muito mais complexo. Por exemplo,
essa hipotese ndo explica a laténcia para o aparecimento do efeito antidepressivo
(2-3 semanas), uma vez que a inibicdo da recaptacdo de monoaminas e a inibicao
da MAO acontecem agudamente (Castrén 2005). Além disso, a teoria
monominérgica também n&o explica porque a deplecdo aguda dos niveis de
monoaminas (serotonina ou noradrenalina) ndo induz quadros depressivos em
humanos, embora isso prejudique a resposta ao tratamento farmacologico (Delgado
et al., 1990; Heninger et al., 1996).

Por isso, recentemente novas teorias tem surgido no intuito de explicar as
lacunas evidenciadas pela teoria monoaminérgica sobre a neurobiologia da
depressao. Nesse sentido, estudos utilizando ligantes marcados e o advento da era
da biologia molecular tem demonstrado que o tratamento repetido com drogas
antidepressivas induz alteracdes plasticas no SNC que parecem coincidir com o
inicio do efeito terapéutico dessas drogas, portanto, implicando tais alteracbes na
neurobiologia da depressao e da resposta a antidepressivos (Blier & Ward, 2003;
Castren, 2005; Nestler, 2010). Por exemplo, a exposicdo de animais a estresse
repetido promove diminuicdo da expressao de fatores neurotroéficos, principalmente
do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), em diferentes estruturas
encefalicas, como cortex prefrontal e hipocampo, e diminuicdo da neurogénese
(Castren, 2005; Kozisek et. al., 2008a). Tais alteragcbes sao atenuadas pelo
tratamento repetido com antidepressivos e sdo necessarias para o aparecimento de

seus efeitos comportamentais (Castren, 2005; Nestler, 2010). Diante disso, foi
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proposta a Hipétese Neurotréfica (ou Molecular) da depresséo, preconizando que a
depressao resultaria de alteracdes plasticas encefélicas induzidas pelo estresse que
provocariam um colapso nas redes neuroniais responsaveis pelo processamento
emocional e de informacdes e que 0s antidepressivos restaurariam gradualmente a
plasticidade neuronial e consequentemente as redes neuroniais, promovendo assim

seu efeito terapéutico (Kozisek et. al., 2008a).

Além disso, novas propostas sugerem o0 envolvimento de outros
neurotransmissores, além das monoaminas, como glutamato e 6xido nitrico (NO), no
desenvolvimento do disturbio depressivo (Pittenger & Duman, 2008; Maeng & Zarate
Jr, 2007). Ademais, ha evidéncias que apontam alteracdes enddcrinas nos
individuos deprimidos como a disfuncédo na atividade do eixo Hipotalamo-hipdfise-
adrenal (HPA) (Tsigos & Chrousos, 2002; Keller et. al., 2005). Portanto, tais
alteracdes neuroquimicas e endocrinolégicas poderiam contribuir para o0s
desequilibrios plasticos que predisporiam um individuo ao desenvolvimento da
depressdo ou um animal ao desenvolvimento de alteracdes comportamentais do

estresse.

3— Oxido Nitrico

Atualmente, o envolvimento de outros neurotransmissores tem sido
investigado na neurobiologia da depressdo e no mecanismo de acdo dos
antidepressivos, gerando novas hipoteses a respeito da neurobiologia da desordem
(Pittenger & Duman, 2008; Maeng & Zarate Jr, 2007).

Dentre eles, destaca-se o NO, o qual foi identificado primeiramente como

Fator de Relaxamento Derivado do Endotélio (EDRF — endothelium derived relaxing
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factor) (Furchgot & Zawadzki, 1980), tendo sido, mais tarde, identificado como um

neurotransmissor atipico no SNC (Gartwaite et. al., 1988).

A sintese de NO ocorre através da acdo de uma enzima, a Oxido Nitrico
Sintase (NOS) que pode ser encontrada no organismo em diferentes isoformas:
neuronial (NNOS), induzida (iNOS) e endotelial (eNOS) (Guix et al., 2005). A nNOS
esta largamente presente no encéfalo dos mamiferos, onde é responsavel por mais
de 90% da producédo de NO (Bernstein et. al., 2005). Uma das formas de sintese é
através da ativacao de receptores para glutamato denominados N-metil-D-aspartato
(NMDA), promovendo assim o influxo de calcio para o interior celular, o que ativa a
NNOS a qual, por sua vez, atua sobre a L-arginina para formar citrulina e NO
(Gartwaite et. al., 1988; Bredt & Snyder, 1994; Calabrese et. al., 2007). O NO possui
diversas vias de sinalizacdo, sendo que a principal no SNC ocorre através da
ativacdo da enzima guanilato ciclase solavel (sGC), que converte guanosina
trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclico (GMPc). O aumento do GMPc
ativa moléculas efetoras como proteinas quinases dependentes de GMPc (PKG) e
canais ionicos (Snyder & Ferris, 2000; Friebe & Koesling, 2003). Acredita-se que o
NO, através dessa via, promoveria varios efeitos, como a modulacdo da liberacéo de
neurotransmissores, influenciando assim varios sistemas de neurotransmisséao (Kiss,

2000).

Estudos de hibridizacdo in situ e imunohistoquimica indicam que a nNOS,
bem como a sGC, estdo amplamente distribuidas no SNC, com significativa
expressao em algumas estruturas envolvidas com a resposta comportamental ao
estresse, tais como cortex pré-frontal, hipocampo, estriado (CPu e NAc), habénula,
SCP, nucleos amigdaléides, tdlamo, ndcleos da rafe, area septal, LC e PVN (Nakane

et al., 1983; Vincent & Kimura, 1992; Rodrigo et al., 1994; Iwase et al., 1998; De
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Vente et al., 1998). E importante mencionar que, em algumas dessas estruturas, a
NNOS esta expressa particularmente em neurénios monoaminérgicos (Johnson &
Ma, 1993), sugerindo que o NO seja um importante regulador dos niveis de

monoaminas no SNC.

A hipdtese inicial a cerca de um provavel envolvimento do NO na
neurobiologia da depressdao foi formulada com base em trabalhos que
demonstravam que o tratamento sistémico com antagonistas de receptores NMDA
induziam efeito tipo-antidepressivo em modelos animais de depressao (Paul &
Skolnick, 1990; Petrie et. al., 2000). De fato, Jefferys e Funder (1996) demonstraram
pioneiramente que a administracdo sistémica de inibidor ndo seletivo da NOS (L-
NAME) induzia efeito tipo-antidepressivo no modelo do nado forcado em ratos, de
reversivel pelo pré-tratamento com L-arginina, sugerindo, portanto, que esse efeito
seria devido a inibicdo da sintese de NO. Esse efeito parece ser mediado pela
NNOS ja que o tratamento com 7-NI, um inibidor preferencial dessa enzima, induziu
efeito tipo-antidepressivo, de maneira dependente da dose, no modelo do nado
forcado (Yildiz et. al., 2000). Posteriormente, esse efeito foi também observado em

outros modelos animais de depressao, como o desamparo aprendido (Joca et. al.,

2008) e o estresse cronico brando (Zhu et. al., 2007).

Reforgando, ainda, a hip6tese de envolvimento do NO na neurobiologia da
depressao, foi demonstrado que a inibicdo sistémica da sGC promoveu efeito tipo-
antidepressivo em modelos animais (Eroglu & Caglayan, 1997; Heiberg et. al., 2002)
e em humanos promoveu melhora significativa do humor em pacientes deprimidos

(Naylor et. al., 1987).
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Além disso, em humanos deprimidos, foi relatado aumento da expressao da
NNOS no hipocampo (Oliveira et. al., 2008) e niveis séricos elevados de NO, e NOsg,
metabdlitos do NO (Suzuki et. al., 2001; Lee et al., 2006). Em animais estressados,
observa-se aumento da producédo de NO em estruturas que podem estar envolvidas
com a neurobiologia da depressdo, como por exemplo, cértex pré-frontal (CPF)
(Ishizuka et. al., 2000; Eren et. al., 2007), hipotalamo (Shirakawa et. al., 2004; Rivier,

2001) e hipocampo (Harvey et. al., 2005; Zhou et. al., 2007).

Diante dessas evidéncias, é possivel sugerir um importante papel do sistema
nitrérgico na neurobiologia da depressao (Bernstein et. al., 2005). Contudo, as

estruturas encefalicas envolvidas nesse processo permanecem nao investigadas.

4 — Modelo do Nado Forgado

Ao longo dos ultimos 50 anos, muitos modelos animais de estresse
incontrolavel tém sido desenvolvidos, sendo cruciais para a descoberta e
desenvolvimento de farmacos clinicamente eficazes para o tratamento do transtorno
depressivo (Willner, 1990; Mathews et. al., 2005; McArthur & Borsini, 2006). Dentre
0s modelos experimentais empregados, destaca-se o modelo do nado forcado que
continua sendo um dos mais utilizados para o teste com antidepressivos, visto que,
possui boa confiabilidade e validade preditiva, além de ser um modelo de facil

execugao e baixo custo financeiro (Cryan et al., 2002).

O teste do nado forcado (test swimming forced - FST) envolve eventos
estressantes inescapaveis, assim como outros modelos, porém tem como vantagem
ser mais rapido e ndo estar associado ao emprego de estimulos dolorosos (Graeff &

Guimaraes, 1999). O método consiste em um pré-teste (PT), onde o animal é
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colocado para nadar por 15 minutos sem a possibilidade de escapar e, apos 24
horas (h), faz-se um teste (T) de 5 minutos (min) nas mesmas condi¢cdes ao dia
anterior, porém, nesse ultimo, se quantifica o tempo de imobilidade (TI) do animal
(Porsolt et. al. 1977). O tratamento com drogas antidepressivas, independente da
classe farmacoldgica, diminui o TI, sendo isso considerado um efeito tipo-

antidepressivo no modelo (Cryan et al., 2002).

Contudo, a discussdo maior em torno desse modelo refere-se ao tratamento
empregado que consiste em trés inje¢cdes administradas entre PT e T, considerado
por muitos como subagudo, sendo que os efeitos terapéuticos dos antidepressivos
em humanos necessitam de algumas semanas para se tornarem aparentes (Porsolt
et. al., 1979; Cryan et al., 2002). Ainda assim, esse continua sendo o modelo animal
mais utilizado para o estudo da neurobiologia da depressédo e para o teste de novos

compostos com potencial efeito antidepressivo (Cryan et al., 2002).

5 — Proteina Fos

A estimulacdo de neurdnios ativa vias responsaveis por processar e transmitir
informagbes (Herdegen & Leah, 1998). Uma das possibilidades dessa ativagao
ocorre frente a aplicagdo de estimulos estressantes que, por sua vez, induzem a
expressado de proto-oncogenes, como o c-fos, de forma réapida e especifica em
diversas estruturas encefélicas (Pakac & Palkovitz, 2001). A proteina Fos, produto
do gene c-fos (Sandner et. al., 1992), é sintetizada no citoplasma e dirige-se ao
nacleo neuronal onde permanece por um curto espago de tempo (Sandner et. al.,
1992). A presenca dessa proteina em estruturas encefélicas permite sugerir que as

mesmas foram ativadas frente ao estimulo empregado, sendo uma ferramenta
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experimental importante para o estudo de vias neurais que participam da resposta
ao estresse apresentado (Herrera et. al., 1996; Senba & Ueyama, 1997; Hoffman &
Lyo, 2002).

Porém, assim como outras técnicas, a marcacao para Fos apresenta algumas
limitacbes como, por exemplo: 1-ndo sdo todos 0s neurbnios que expressam 0S
proto-oncogenes de modo que a auséncia de marcacdo nao necessariamente indica
auséncia de atividade neuronial; 2-podem ocorrer falso-positivos, ja que a inducéo
de um proto-oncogenese ndo estd associada exclusivamente com atividade
neuronial (exemplo: estimulacédo enddcrina, pode as vezes implicar na expressao de
proto-oncogenese); 3- como nao € possivel detectar alteracbes muito rapidas, a
resolucao temporal se mostra limitada (Farivar et.al., 2004).

No entanto, desde sua descoberta, a inducédo de Fos se faz uma ferramenta
importante quando o intuito € o mapeamento funcional da atividade neuronial em
estruturas responsaveis por alteracbes neuroenddcrinas, autonémicas e
comportamentais induzidas pelo estresse (Kovacs, 1998). Sob condi¢cfes basais, os
niveis detectaveis do RNAm para c-fos assim como da proteina Fos sdo muito
baixos (Hughes et. al., 1994) e isso, aliado a inducéo rapida da transcricao, séo as
principais caracteristicas que fazem desse proto-oncogenese um excelente
marcador da atividade neuronial (Kovacs, 1998).

Em relacéo ao estresse, diversos trabalhos demonstram que a exposicao de
animais a algum tipo de estresse aumenta a expressdo de Fos em diversas
estruturas encefalicas, dentre elas destacam-se: estriado, habénula, hipotalamo
lateral, nucleo paraventricular do hipotalamo, nucleo paraventricular do talamo,
amidala, substancia cinzenta periaquedutal (SCP), nucleo do leito da estria terminal
(BNST), nucleos da rafe e locus coeruleus (Lino de Oliveira et. al., 2006; Beijamini e

Guimaraes, 2006a; Beijamini e Guimaraes, 2006b; Lim et. al., 2009; Shoji et. al.,
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2010; McDeuvitt et. al., 2009). Aléem disso, o tratamento com drogas antidepressivas
modula a expressdo de Fos induzida pelo estresse na maioria dessas estruturas
(Beck & Figiber 1995, Duncan ET al., 1996; Amir et. al., 1997, Lino-de-Oliveira et. al.,
2001, Salchner et. al., 2004, Lino-de-Oliveira et. al., 2006). Dessa maneira, tais
estruturas sado frequentemente associadas a resposta comportamental e/ou
fisiologica ao estresse e a neurobiologia da depresséo.

Por essas razdes, essa ferramenta se faz atil quando o objetivo € promover o
mapeamento funcional de areas ativadas em varias regides do organismo dentre
elas, o SNC, propiciando, informacgdes valiosas como, por exemplo, a elucidacéo de
areas encefalicas afetadas por determinada classe de droga ou situacdo

experimental (Morgan & Curran, 1991).

6. Hipdtese

Diante do exposto, acreditamos que a exposicao ao estresse de nado forcado
promovera ativacdo de areas do SNC relacionadas a resposta emocional ao
estresse, a qual sera atenuada pelo tratamento com antidepressivos, bem como com

inibidor da sintese de NO.
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Objetivos gerais

Esse projeto teve como objetivo principal identificar possiveis estruturas
encefalicas envolvidas no efeito antidepressivo induzido pela inibicdo da sintese de
NO. Para tanto, investigaremos o padrdo de expressdo de Fos no encéfalo de
animais tratados com um inibidor preferencial da nNOS e submetidos ao modelo do

nado forgado.

Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos dos tratamentos com antidepressivos convencionais como
Fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptacéo de 5-HT e Venlafaxina, um inibidor da
recaptacdo de 5-HT e NOR e compara-los com um inibidor preferencial da nNOS (7-
NI) sobre a expressdo de Fos em estruturas encefalicas envolvidas com a resposta
emocional ao estresse, em animais nao estressados.

- Avaliar os efeitos dos mesmos tratamentos (Fluoxetina, Venlafaxina e 7-NI) sobre a
expressdo de Fos em estruturas encefalicas envolvidas com a resposta emocional

ao estresse, em animais submetidos ao nado forgado.
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1- Animais

Foram utilizados ratos Wistar, 200 a 220 gramas, provenientes do Biotério da
FCFRP-USP. Os animais foram mantidos aos pares, em caixas de acrilico, no
Laboratério de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo (FCFRP-USP), em condi¢des controladas: temperatura
(23 + 1°C), ciclo de luz (acesas das 06hO0Omin as 18h00min), sem privacdo de
alimento e agua. Os procedimentos experimentais descritos nesse trabalho foram

avaliados pelo comité de ética local, tendo sido aprovados (protocolo n® 145/2008).

2 - Drogas
- Fluoxetina (FLX, Sigma), inibidor seletivo da recaptacdo de 5-HT, na dose de 10

mg/kg, intra-peritonial (i.p.) (Renerick & Lucki, 1998).

- Venlafaxina (VLF, Eurofarma), inibidor da recaptacéo de 5-HT e NOR, na dose de
10 mg/kg, i.p. Essa dose foi estabelecida com base em experimentos preliminares

realizados em nosso laboratério.

- 7-nitroindazol (7-NI, Sigma), inibidor preferencial da nNOS, na dose de 30 mg/kg,

i.p. (Yildiz et. al., 2000).

OBS: as drogas foram diluidas em salina (FLX e VLF) e dimetil sulfoxido (DMSQO)

20% (7-NlI), imediatamente antes do uso.

3 — Desenho experimental

3.1 - Nado Forgcado
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O estressor incontrolavel utilizado no presente trabalho foi o nado forcado, um
modelo animal preditivo de efeitos antidepressivos (Porsolt et. al., 1977) que
consistiu em uma sessao onde o animal foi colocado em balde com agua (30 cm, 24
+ 1C), durante 15 min (PT, pré-teste) e uma sessédo de teste (T), 5 min de nado,
realizada 24h depois. Durante T foi registrado o tempo de imobilidade (TI) do animal
na agua (Tl: quando o animal realizava apenas 0s movimentos necessarios para
manté-lo com a cabeca acima da agua). Trabalhos mostram que o tratamento
subagudo com antidepressivos de diferentes classes reduz o Tl (Porsolt et. al.,

1978).

3.2 - Imunohistoquimica

Duas horas ap6s o teste (grupos estressados) ou trés horas apds a ultima
administracdo de droga (grupos nao estressados), os animais foram anestesiados
com uretana (Sigma, 25%, 5 ml/Kg de peso), perfundidos com solucdo de
paraformaldeido 4% fosfatado e tamponado em PBS 0,1 M, pH 7,4. Os encéfalos
foram removidos e processados conforme procedimento descrito por Aguiar 2008.
Inicialmente, obtiveram-se cortes representativos, em duplicata, das seguintes
regides: CPF (bregma 3.20mm a 2.70mm), area septal lateral e medial (bregma
0.20mm), estriado dorsal e ventral (bregma 1.60mm a 1.00mm), ndcleo intersticial da
estria terminal (BNST) (bregma -0.30mm a -0.40mm), ndcleo paraventricular do
hipotadlamo (PVN) (bregma -1.40mm a -1.80mm), habénula (bregma -3.30mm a -
3.60mm), ndcleo paraventricular do talamo (bregma -3.30mm a -3.60mm),
hipocampo dorsal (bregma -3.30mm a -3.60mm) e ventral (bregma -4.30mm a -
4.52mm), amidala basolateral, lateral e medial (bregma -3.30mm a -3.60 mm),

substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPdIl) (bregma -7.80mm a -
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8.00mm), nucleos dorsal (NDR) (bregma -7.80mm a -8.00mm) e mediano da rafe
(NMR) (bregma -7.80mm a -8.00mm) e lécus coeruleus (bregma -9.68mm a -

9.80mm) (Paxinos & Watson, 1997).

As seccdes obtidas foram, entéo, pré-tratadas com agua oxigenada (H>0;) 1%
em TBS 0,05M por 10 minutos, para a reducdo da atividade da peroxidase
enddgena e posteriormente realizaram-se quatro lavagens de 5 minutos cada com
TBS 0,05M (pH 7,4). Em seguida os cortes foram incubados com soro albumina
bovina (BSA)1% em TBS 0,05M acrescido de Triton-X 0,02% (TBS-T), durante
30min, a fim de bloquear os sitios de ligacGes inespecificas. Apds, os cortes foram
incubados a temperatura ambiente com um anticorpo primario policlonal de coelho
anti-Fos (1:1000, Santa Cruz Biotechnology). Decorridas 15h dessa incubacao, os
cortes foram novamente lavados por trés vezes de 5 minutos com TBS 0,05M e
incubadas por mais 1h com anticorpo secundario biotinilado (1:1000). Os anticorpos
foram diluidos em TBS-T + BSA, a temperatura ambiente e submetidos a agitacéao
constante. Para remocao do anticorpo secundario foi realizada trés lavagens de 5
min. cada em TBS 0,05M e em seguida os cortes foram incubados por 1 h e 30 min
com o complexo avidina — biotina peroxidase (ABC) (1:1500). Terminado 0 processo
descrito acima a atividade da peroxidase foi revelada com o uso de tetracloreto de
3'3'3 - diaminobenzidina (DAB) contendo H,0O, 0,02%. Finalmente, apos
adequadamente lavadas, as laminas foram desidradatas através de uma série de
alcoodis (70%, 80%, 95% e 100%, 5 minutos cada), clareadas no xilol (duas x 10

minutos) e cobertas com Permount e laminulas.

A imunorreatividade para Fos (Fos-IR) foi visualizada como um produto
marrom depositado no interior dos nucleos neuronais. Os resultados foram

expressos como a meédia de neurdnios/sec¢dol/estrutura/drea. A contagem e o
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calculo foram realizados da maneira descrita por Aguiar (2009). O numero de células
apresentando Fos-IR foi obtido de ambos os lados do cérebro, em areas prée-fixadas
para cada estrutura. A contagem foi realizada com o auxilio de um sistema

computadorizado de analise de imagem (Image Pro-Plus 6.0, Media Cybernetics).

3.3 — Grupos experimentais

3.3.1- Efeitos dos tratamentos com VLF, FLX ou 7-NI  sobre a expresséao de Fos

em animais ndo estressados.

Os animais foram divididos em quatro grupos independentes, sendo que cada
grupo foi composto por oito animais que receberam um dos seguintes tratamentos:
veiculo, VLF, FLX ou 7NI. Esses animais receberam trés injeces i.p. de droga ou
veiculo nos tempos Oh, 5h e 23h. Trés horas apos a ultima administracdo de droga,
0s animais foram anestesiados e perfundidos para posterior remocéo do encéfalo e

realizacdo dos estudos de IHQ.

3.3.2. — Efeitos dos tratamentos com VLF, FLX ou 7- NI sobre a expressao de

Fos em animais estressados.

Os animais foram divididos em quatro grupos independentes, sendo que cada
grupo foi composto por oito animais que receberam um dos seguintes tratamentos:
veiculo, VLF, FLX ou 7NI. Esses animais foram submetidos a um pré-teste e
posteriormente receberam inje¢des i.p. de droga ou veiculo nos tempos Oh, 5h e 23h
(em relagdo ao PT). Uma hora apds a ultima administracdo, os animais foram
submetidos ao T (Porsolt, 1978). Duas horas apds o T, os animais foram
anestesiados e perfundidos para posterior remocédo do encéfalo e realizacdo dos

estudos de IHQ.
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3.3.3 — Grupo Avaliacao da expresséo basal de Fos

Paralelamente ao periodo de cada experimento, foi mantido no biotério um
grupo de animais sem tratamento e sem estresse (naive) que foi posteriormente
sacrificado para um controle da expressdo basal da proteina Fos. Esses animais
foram anestesiados e perfundidos para posterior remocao do encéfalo e realizagédo

dos estudos de IHQ.

3.4- Analise dos Dados

Os resultados comportamentais do FST foram analisados por ANOVA de uma

via seguida de pos-teste de Tukey.

Os resultados obtidos na quantificacdo da proteina Fos para cada estrutura
foram analisados por ANOVA de duas vias, sendo os fatores tratamento e estresse.
Em caso de interacdo entre os fatores, essa analise foi seguida por ANOVA de uma
via e do pos-teste de Tukey. Foram consideradas significativas as diferencas em que

p<0,05.
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O tratamento com FLX, VLF ou 7-NI reduziu significativamente o Tl no FST (F
4,29) = 8,597, p<0,05) e também aumentou o tempo de laténcia dos animais (F (4,29) =
10,75, p<0,05) mostrando um efeito tipo-antidepressivo neste modelo. Os

resultados estéo representados na Figura 1.
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Figura 1: Efeito dos tratamentos com FLX (10 mg/kg), VLF (10mg/kg) ou 7-NI (30mg/kg) sobre o
tempo de imobilidade (s) e tempo de laténcia (s) (para 12 imobilidade) em ratos (n= 8-9) submetidos
ao teste do nado forcado. Os valores representam a média + E.P.M. * p<0,05 em relagdo ao grupo
veiculo (salina-Sal e DMSO) (ANOVA de uma via seguida de Tukey).
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N&do houve diferenca significativa na expressdao de Fos nas estruturas
encefalicas analisadas nos animais nédo estressados, tratados com Veiculo, FLX,
VLF ou 7-NI. Porém, em animais estressados observou-se aumento da expressao
de Fos que foi atenuado pelo tratamento com 7-NI, FLX ou VLF, quando
comparados ao veiculo, na maioria das estruturas avaliadas.

Ao analisarmos estatisticamente as porcées cingulada (CG), infra-limbica (IL)
e pré-limbica (PL), do CPF, realizando analise estatistica ANOVA de duas vias
verificamos interagéo entre os fatores estresse e tratamento: CG (Fuss = 27,79,
p<0,05), PL (Fuss = 15,74 p<0,05) e IL (F @455 = 8,26 p<0,05); como também efeito
do fator tratamento: CG (Fuss = 28,75 p<0,05), PL (Fuss = 16,06 p<0,05) e IL (F
@55 = 8,01 p<0,05) e do fator estresse: CG (Fs5 = 59,14 p< 0,05), PL (Fu,55 =
27,35 p<0,05) e IL (F 1,55 = 13,68 p<0,05). Diante dos resultados obtidos com a
ANOVA de duas vias, foi realizada uma segunda analise estatistica empregando-se
uma ANOVA de uma via para comparar os efeitos dos tratamentos em animais
estressados e ndo estressados. Nos animais estressados verificamos diferencas
significativas entre os tratamentos nas trés porgdes analisadas: CG (Fu,20 = 13,99
p<0,05), IL (F (,20) = 4,344 p<0,05) e PL (F20 = 8,408 p<0,05). Nos animais ndo
estressados nao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos CG
(Fass) = 1,017 p>0,05), IL (F (435 = 0,509 p>0,05) € PL (F3s = 0,1187 p>0,05). Os

resultados estéo representados na Figura 2A.
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Figura 2A: Efeito dos tratamentos com FLX (10 mg/kg) , VLF (10mg/kg) ou 7-NI (30mg/kg) sobre o
namero de células Fos positivas nas por¢des CG, IL e PL do CPF de ratos (n= 4-10) submetidos ao
FST ou somente tratados. Os animais naives ndo foram manipulados, nem submetidos ao nado. Os
resultados representam média + E.P.M. do numero de células positivas. * p<0,05 em relagédo ao
grupo veiculo (salina e DMSO) (ANOVA de duas vias).
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Figura 2B: Fotomicrografias representativas de secgdes coronais (40 um) da porgao
CG do CPF de um animal naive, de animais submetidos ao FST e tratados com FLX,
VLF, 7-NIl ou veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF, 7-NI ou veiculo,
processadas para imunoistoquimicas para a detecgdo da proteina Fos. A seta preta
indica uma célula positiva para Fos.
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Figura 2C: Fotomicrografias representativas de secg¢des coronais (40 um) da porgao
PL do CPF de um animal naive, de animais submetidos ao FST e tratados com FLX,
VLF, 7-NI ou veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF, 7-NIl ou veiculo,
processadas para imunoistoquimicas para a detecgdo da proteina Fos. A seta preta
indica uma célula positiva para Fos.
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CPF-IL
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Figura 2D: Fotomicrografias re presentativas de secg¢des coronais (40 um) da porgéo IL
do CPF de um animal naive, de animais submetidosao FST e tratados com FLX, VLF,
7-NI ou veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF, 7-NI ou veiculo,
processadas para imunoistoquimicas para a detecg¢do da proteina Fos. A seta preta
indica uma célula positiva para Fos.

No caudato putamen, a ANOVA de duas vias mostrou interacdo entre 0s

fatores estresse e tratamento: (F46) = 6,20 p<0,05), como também efeito do fator
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tratamento: (F,46) = 4,57 p<0,05) e fator estresse: (F(46) = 12,05 p<0,05). Com isso,
foi realizada uma segunda analise estatistica empregando-se uma ANOVA de uma
via, para comparar os efeitos dos tratamentos nos animais estressados e nao
estressados. Nos animais estressados verificamos diferencas significativas entre os
tratamentos: (Fua22) = 5,231 p<0,05). Nos animais ndo estressados ndo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos (F,29) = 0,97 p>0,05).

No nucleo acumbens, também verificamos interacéo entre os fatores estresse
e tratamento diante da realizacdo da analise estatistica ANOVA de duas vias, na
porcao Shell: (Fa,46) = 6,06 p<0,05), como também do fator tratamento: (Fa,46) = 6,63
p<0,05) e fator estresse: (Fq.46) = 6,31 p<0,05). Diante dos resultados obtidos com a
ANOVA de duas vias, foi realizada uma segunda analise estatistica empregando-se
uma ANOVA de uma via, para comparar os efeitos dos tratamentos nos animais
estressados e ndo estressados. Nos animais estressados verificamos diferencas
significativas entre os tratamentos obtendo-se diferenca significativa na porcéo shell:
(Fa22 = 6,876 p<0,05). Nos animais ndo estressados néo foram observadas
diferengas significativas entre os tratamentos: (F@24) = 1,37 p>0,05). Nao houve
marcacao de Fos na porcao core do nucleo acumbens e por isso nao foi realizada a

analise estatistica. Os resultados estédo representados na Figura 3A.
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Figura 3A: Efeito dos tratamentos com FLX (10 mg/kg), VLF (10mg/kg) ou 7-NI-(30mg/kg) sobre o
namero de células Fos positivas no caudato putamen e nlcleo acumbens de ratos (n= 4-9)
submetidos ao FST ou somente tratados. Os animais naives ndo foram manipulados, nem
submetidos ao nado. Os resultados representam média + E.P.M. do niumero de células positivas. *
p<0,05 em relacao ao grupo veiculo (salina e DMSO) (ANOVA de duas vias).
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Figura 3B: Fotomicrografias representativas de secgbes coronais (40 uym) do caudato
putamen de um animal naive, de animais submetidos ao FST e tratados com FLX,
VLF, 7-NI ou veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF, 7-NI ou veiculo,
processadas para imunoistoquimicas para a detecg¢do da proteina Fos. A seta preta
indica uma célula positiva para Fos.
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Figura 3C: Fotomicrografias representativas de secgdes coronais (40 um) do nucleo
acumbens de um animal naive, de animais submetidos ao FST e tratados com FLX,
VLF, 7-NI ou veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF, 7-NI ou veiculo,
processadas para imunoistoquimicas para a detecgdo da proteina Fos. A seta preta
indica uma célula positiva para Fos.
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Houve interagéo entre os fatores na area septal lateral: (F,47) = 6,91 p<0,05),
como também efeito do fator tratamento: (Fa47) = 9,86 p<0,05) e do fator estresse:
(Fa,47) = 11,97 p<0,05). Diante dos resultados obtidos com a ANOVA de duas vias,
foi realizada uma segunda analise estatistica empregando-se uma ANOVA de uma
via, para comparar os efeitos dos tratamentos nos animais estressados e nao
estressados. Nos animais estressados verificamos diferencas significativas entre os
tratamentos: (Fua23 = 6,70 p<0,05). Nos animais ndo estressados néo foram
observadas diferengas significativas entre os tratamentos: (Fu25 = 1,07 p>0,05).
N&o houve marcacdo de Fos na area septal medial e por isso néo foi realizada a

analise estatistica. Os resultados estédo representados na Figura 4A.
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Figura 4A: Efeito dos tratamentos com FLX (10 mg/kg), VLF (10mg/kg) ou 7-NI (30mg/kg) sobre o
namero de células Fos positivas na area septal lateral de ratos (n= 4-7) submetidos ao FST ou
somente tratados. Os animais naives ndo foram manipulados, nem submetidos ao nado. Os
resultados representam média + E.P.M. do nimero de células positivas. * p<0,05 em relagdo ao
grupo veiculo (salina e DMSO) (ANOVA de duas vias).
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Figura 4B: Fotomicrografias representativas de secgbdes coronais (40 ym) da area
septal lateralde um animal naive, de animais submetidos ao FST e tratados com FLX,
VLF, 7-NIl ou veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF, 7-NI ou veiculo,
processadas para imunoistoquimicas para a detecgdo da proteina Fos. A seta preta
indica uma célula positiva para Fos.
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Houve interacéo entre os fatores no nucleo do leito da estria terminal (BNST):
(Fa46 = 8,16 p<0,05), como também efeito do fator tratamento: (Fua4es = 11,77
p<0,05) e do fator estresse: (F(146) = 21,50 p<0,05). Diante dos resultados obtidos
com a ANOVA de duas vias, foi realizada uma segunda analise estatistica
empregando-se uma ANOVA de uma via, para comparar os efeitos dos tratamentos
nos animais estressados e ndo estressados. Nos animais estressados verificamos
diferengas significativas entre os tratamentos: (Fa,19) = 4,706 p<0,05). Nos animais
nao estressados nao foram observadas diferencas significativas entre o0s

tratamentos: (F@,27) = 1,63 p>0,05). Os resultados estdo representados na Figura 5A.
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igura 5A: Efeito dos tratamentos com FLX (10 mg/kg), VLF (10mg/kg) ou 7-NI (30mg/kg) sobre o
namero de células Fos positivas no BNST de ratos (n= 4-8) submetidos ao FST ou somente tratados.
Os animais naives ndo foram manipulados, nem submetidos ao nado. Os resultados representam
média + E.P.M. do ndmero de células positivas. * p<0,05 em relacdo ao grupo veiculo (salina e
DMSO) (ANOVA de duas vias).
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Figura 5B: Fotomicrografias representativas de secg¢des coronais (40 um) do BNST de
um animal naive, de animais submetidos ao FST e tratados com FLX, VLF, 7-NI ou
veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF, 7-NI ou veiculo, processadas

para imunoistoquimicas para a detecgdo da proteina Fos. A seta preta indica uma
célula positiva para Fos.
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Na habénula, verificamos interacdo entre os fatores estresse e tratamento

diante da realizacdo da analise estatistica ANOVA de duas vias: (Fuz39 = 10,09
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p<0,05), como também efeito do fator tratamento: (F,39 = 12,27 p<0,05) e do fator
estresse: (F(1,39) = 34,84 p<0,05). Diante dos resultados obtidos com a ANOVA de
duas vias, foi realizada uma segunda analise estatistica empregando-se uma
ANOVA de uma via, para comparar os efeitos dos tratamentos nos animais
estressados e ndo estressados. Nos animais estressados verificamos diferencas
significativas entre os tratamentos: (Fu10 = 6,204 p<0,05). Nos animais néo
estressados ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos:

(F,29) = 0,29 p>0,05). Os resultados estéo representados na Figura 6A.
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Figura 6A: Efeito dos tratamentos com FLX (10 mg/kg), VLF (10mg/kg) ou 7-NI (30mg/kg) sobre o
namero de células Fos positivas na habénula de ratos (n= 4-9) submetidos ao FST ou somente
tratados. Os animais naives ndo foram manipulados, nem submetidos ao nado. Os resultados
representam média + E.P.M. do nimero de células positivas. * p<0,05 em relacdo ao grupo veiculo
(salina e DMSO) (ANOVA de duas vias).
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Figura 6B: Fotomicrografias representativas de secgdes coronais (40 um) da habenula
de um animal naive, de animais submetidos ao FST e tratados com FLX, VLF, 7-Nl ou
veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF, 7-NI ou veiculo, processadas

para imunoistoquimicas para a detec¢do da proteina Fos. A seta preta indica uma
célula positiva para Fos.
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O nucleo paraventricular do tdlamo apresentou interacdo entre os fatores
estresse e tratamento diante da ANOVA de duas vias: (Fa,s3 = 4,87 p<0,05), como
também do fator tratamento: (Fuass = 6,26 p<0,05) e fator estresse: (F(i,53 = 6,76
p<0,05). Com os resultados obtidos na ANOVA de duas vias, foi realizada uma
ANOVA de uma via, para comparar os efeitos dos tratamentos entre animais
estressados e ndo estressados. Nos animais estressados verificamos diferencas
significativas entre os tratamentos: (Fu23 = 4,407 p<0,05). Nos animais né&o
estressados ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos

(F,30 = 2,02 p>0,05). Os resultados estéo representados na Figura 7A.
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Figura 7A: Efeito dos tratamentos com FLX (10 mg/kg), VLF (10mg/kg) ou 7-NI (30mg/kg) sobre o
namero de células Fos positivas no talamo de ratos (n= 4-9) submetidos ao FST ou somente tratados.
Os animais naives ndo foram manipulados, nem submetidos ao nado. Os resultados representam
média + E.P.M. do nuimero de células positivas. * p<0,05 em relacdo ao grupo veiculo (salina e
DMSO) (ANOVA de duas vias).
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Figura 7B: Fotomicrografias representativas de secgdes coronais (40 um) do talamo de
um animal naive, de animais submetidos ao FST e tratados com FLX, VLF, 7-NI ou
veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF, 7-NI ou veiculo, processadas
para imunoistoquimicas para a detecgdo da proteina Fos. A seta preta indica uma
célula positiva para Fos.
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O nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN), também apresentou interacao
entre os fatores estresse e tratamento, na ANOVA de duas vias: (Fusy = 4,95
p<0,05), como tambéem do fator tratamento: (F@s2 = 6,49 p<0,05) e fator estresse:
(Fa,52 = 7,23 p<0,05). Diante dos resultados obtidos com a ANOVA de duas vias, foi
realizada uma segunda analise estatistica empregando-se uma ANOVA de uma via,
para comparar os efeitos dos tratamentos nos animais estressados e nao
estressados. Nos animais estressados verificamos diferencas significativas entre os
tratamentos (Fua4s = 12,25 p<0,05). Nos animais ndo estressados também né&o
foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos: (Faz0 = 2,33

p>0,05). Os resultados estao representados na Figura 8A.
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Figura 8A: Efeito dos tratamentos com (FLX-10 mg/kg), VLF (10mg/kg) ou 7-NI (30mg/kg) sobre o
namero de células Fos positivas no PVN de ratos (n= 4-8) submetidos ao teste do nado forcado ou
somente tratados. Os animais naives ndo foram manipulados, nem submetidos ao nado. Os
resultados representam média + E.P.M. do nimero de células positivas. * p<0,05 em relacdo ao
grupo veiculo (salina e DMSO) (ANOVA de duas vias).
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Figura 8B: Fotomicrografias representativas de secgdes coronais (40 uym) do PVN de
um animal naive, de animais submetidos ao FST e tratados com FLX, VLF, 7-NIl ou
veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF, 7-NI ou veiculo, processadas
para imunoistoquimicas para a detecgdo da proteina Fos. A seta preta indica uma
célula positiva para Fos.
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O hipocampo dorsal, ndo apresentou interacdo entre os fatores estresse e
tratamento diante da realizacdo da analise estatistica ANOVA de duas vias, em
nenhuma das por¢des analisadas: giro denteado (GD) (Fu,41y = 0,90 p>0,05), CA3
(F@40 = 0,59 p>0,05) e CAl (F@a40 = 0,47 p>0,05), como também n&o foi
significativa para o fator tratamento: GD (Fa,41) = 2,46 p>0,05), CA3 (F,40) = 0,52
p>0,05) e CAL ((F,40 = 1,10 p>0,05) nem para o fator estresse: GD (F,41) = 3,22
p>0,05), CA3 (F(40 = 4,01 p>0,05) e CAl (Fupa40 = 4,01 p>0,05). Diante dos
resultados obtidos com a ANOVA de duas vias, ndo foi realizada uma segunda
analise estatistica (ANOVA de uma via). Os resultados estdo representados na

Figura 9A.
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Figura 9A: Efeito dos tratamentos com FLX (10 mg/kg), VLF (10mg/kg) ou 7-NI-(30mg/kg) sobre o
numero de células Fos positivas nas por¢cées GD, CA1 e CA3 do hipocampo dorsal de ratos (n= 3-7)
submetidos ao FST ou somente tratados. Os animais naives ndo foram manipulados, nem
submetidos ao nado. Os resultados representam média + E.P.M. do nimero de células positivas

(ANOVA de duas vias).
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Figura 9B: Fotomicrografias representativas de secgdes coronais (40 uym) da porgédo
GD do hipocampo dorsal de um animal naive, de animais submetidos ao FST e
tratados com FLX, VLF, 7-NI ou veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF,
7-NI ou veiculo, processadas para imunoistoquimicas para a detec¢cdo da proteina
Fos. A seta preta indica uma célula positiva para Fos.
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Figura 9C : Fotomicrografias representativas de secgdes coronais (40 um) da porgao
CA1 do hipocampo dorsal de um animal naive, de animais submetidos ao FST e
tratados com FLX, VLF, 7-NI ou veiculo e de anim ais somente tratados com FLX, VLF,
7-NIl ou veiculo, processadas para imunoistoquimicas para a deteccdo da proteina
Fos. A seta preta indica uma célula positiva para Fos.
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HIPOCAMPO DORSAL-CA3
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Figura 9D: Fotomicrografias representativas de sec¢des coronais (40 um) da porgao
CA3 do hipocampo dorsal de um animal naive, de animais submetidos ao FST e
tratados com FLX, VLF, 7-NI ou veiculo e de anim ais somente tratados com FLX, VLF,
7-NI ou veiculo, processadas para imunoistoquimicas para a detecgdo da proteina
Fos. A seta preta indica uma célula positiva para Fos.
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O hipocampo ventral , assim como o dorsal ndo apresentou interacdo entre 0s
fatores estresse e tratamento na ANOVA de duas vias, em nenhuma das porcoes
analisadas: giro denteado GD (Fu 22 = 1,70 p>0,05) e CA3 (F,21) = 0,46 p>0,05)
,como também ndo foi significativa para o fator tratamento: GD (F,22) = 2,39 p>0,05)
e CA3 (Fu21 = 1,22 p>0,05) e nem para o fator estresse: GD (F,22) = 0,0002
p>0,05) e CA3 (F(,21) = 0,13 p>0,05). Diante dos resultados obtidos com a ANOVA
de duas vias, também nao foi realizada uma segunda analise estatistica (ANOVA de
uma via) para o Hipocampo Ventral. Os resultados estdo representados na Figura

10A.
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Figura 10A: Efeito dos tratamentos com FLX (10 mg/kg), VLF (10mg/kg) ou 7-NI (30mg/kg) sobre o
numero de células Fos positivas nas por¢cdes GD e CA3 do hipocampo ventral de ratos (n= 3-6)
submetidos ao FST ou somente tratados. Os animais naives ndo foram manipulados, nem
submetidos ao nado. Os resultados representam média + E.P.M. do nimero de células positivas
(ANOVA de duas vias).



HIPOCAMPO VENTRAL-GD

NAO
ESTRESSADOS ESTRESSADOS

T
=
>- -
NAIVE
- X- ”
3
T

Figura 10B: Fotomicrografias representativas de secgdes coronais (40 um) da porgao
GD do hipocampo ventral de um animal naive, de animais submetidos ao FST e
tratados com FLX, VLF, 7-NI| ou veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF,
7-NI ou veiculo, processadas para imunoistoquimicas para a detec¢do da proteina
Fos. A seta preta indica uma célula positiva para Fos.
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Figura 10C: Fotomicrografias representativas de secgdes coronais (40 um) da porgéao
CA3 do hipocampo ventral de um animal naive, de animais submetidos ao FST e
tratados com FLX, VLF, 7-Nl ou veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF,
7-NIl ou veiculo, processadas para imunoistoquimicas para a detecgédo da proteina
Fos. A seta preta indica uma célula positiva para Fos.
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Na amidala, também verificamos interacdo entre os fatores estresse e
tratamento diante da realizacdo da analise estatistica ANOVA de duas vias, na
por¢ao Medial: (Fas1) = 4,74 p<0,05), como também do fator tratamento: (Fus1) =
6,56 p<0,05) e fator estresse (F151) = 6,98 p<0,05). Diante dos resultados obtidos
com a ANOVA de duas vias, foi realizada uma segunda analise estatistica
empregando-se uma ANOVA de uma via, para comparar os efeitos dos tratamentos
nos animais estressados e ndo estressados. Nos animais estressados verificamos
diferengas significativas entre os tratamentos: (Fa,23 = 4,631 p<0,05). Nos animais
nao estressados nao foram observadas diferencas significativas entre o0s
tratamentos (Fua28 = 2,41 p>0,05). Ndo houve marcagéo de Fos nas porcdes lateral
e basolateral da amidala e por isso nao foi realizada a andlise estatistica. Os

resultados estéo representados na Figura 11A.
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Figura 11A: Efeito dos tratamentos com FLX (10 mg/kg), VLF (10mg/kg) ou 7-NI (30mg/kg) sobre o
namero de células Fos positivas na amidala de ratos (n= 4-9) submetidos ao FST ou somente
tratados. Os animais naives ndo foram manipulados, nem submetidos ao nado. Os resultados
representam média + E.P.M. do numero de células positivas. * p<0,05 em relagdo ao grupo veiculo
(salina e DMSO) (ANOVA de duas vias).
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Figura 11B: Fotomicrografias re presentativas de secgdes coronais (40 pm) da amidala
medial de um animal naive, de animais submetidos ao FST e tratados com FLX, VLF,
7-NI ou veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF, 7-NI ou veiculo,
processadas para imunoistoquimicas para a detecgdo da proteina Fos. A seta preta
indica uma célula positiva para Fos
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A substancia cinzenta periaquedutal (SCP), apresentou interacdo entre os
fatores estresse e tratamento nas porcbes dorsolateral e dorsal, na analise
estatistica ANOVA de duas vias: dorsolateral (F,60) = 5,94 p< 0,05) e dorsal (F,60) =
2,64 p<0,05), como também do fator tratamento: dorsolateral (F(,60 = 7,14 p<0,05) e
dorsal (Fae0 = 8,36 p<0,05) e fator estresse: dorsolateral (F(1,60) = 9,55 p<0,05) e
dorsal (F(1,60) = 8,95 p<0,05). Diante dos resultados obtidos com a ANOVA de duas
vias, foi realizada uma segunda analise estatistica empregando-se uma ANOVA de
uma via, para comparar os efeitos dos tratamentos nos animais estressados e nao
estressados. Nos animais estressados verificamos diferencas significativas entre os
tratamentos: dorsolateral (Fa,26) = 6,800 p< 0,05) e dorsal (Fu26 = 6,872 p<0,05).
Nos animais ndo estressados nao foram observadas diferencas significativas entre
os tratamentos: dorsolateral (F,34) = 1,53 p>0,05) e dorsal (Fa 34 = 1,41 p>0,05). Os

resultados estéo representados na Figura 12A.
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Figura 12A: Efeito dos tratamentos com FLX (10 mg/kg), VLF (10mg/kg) ou 7-NI (30mg/kg) sobre o
namero de células Fos positivas na SCP dorsolateral e dorsal de ratos (n= 4-10) submetidos ao FST
ou somente tratados. Os animais naives ndo foram manipulados, nem submetidos ao nado. Os
resultados representam média + E.P.M. do nimero de células positivas. * p<0,05 em relagdo ao
grupo veiculo (salina e DMSO) (ANOVA de duas vias).
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Figura 12B: Fotomicrografias representativas de secgdes coronais (40 pum) das
porgdes dorsal e dorso lateral da SCP de um animal naive, de animais submetidos ao
FST e tratados com FLX, VLF, 7-NI ou veiculo e de animais somente tratados com
FLX, VLF, 7-NI ou veiculo, processadas para imunoistoquimicas para a detecgéo da
proteina Fos. A seta preta indica uma célula positiva para Fos.
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As porcdes dorsal (NDR) e mediana (NMR) da rafe apresentaram na ANOVA
de duas vias, interagdo entre os fatores estresse e tratamento: NDR (F,5s9) = 13,84
p<0,05) e NMR (F@s9) = 11,22 p<0,05); como também do fator tratamento: NDR
(Fea,59) = 17,13 p<0,05) e NMR (Fs,59) = 15,38 p<0,05) e fator estresse: NDR (F,59) =
33,77 p<0,05) e NMR (F(1,59) = 31,18 p<0,05). Diante dos resultados obtidos com a
ANOVA de duas vias, foi realizada uma segunda analise estatistica empregando-se
uma ANOVA de uma via para comparar os efeitos dos tratamentos entre animais
estressados e nado estressados. Nos animais estressados verificamos diferencas
significativas entre os tratamentos nas trés porg¢oes analisadas: NDR (Fa,24) = 11,69
p<0,05) e NMR (F(,24) = 10,97 p<0,05). Nos animais néo estressados ndo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos: NDR (F@35 = 1,65
p>0,05) e NMR (F@,35 = 1,55 p>0,05). Os resultados estéo representados na Figura

13A.
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Figura 13A: Efeito dos tratamentos com FLX (10 mg/kg), VLF (10mg/kg) ou 7-NI (30mg/kg) sobre o
namero de células Fos positivas nas por¢des NRD e NRM de ratos (n= 4-10) submetidos ao FST ou
somente tratados. Os animais naives ndo foram manipulados, nem submetidos ao nado. Os
resultados representam média + E.P.M. do nimero de células positivas. * p<0,05 em relagdo ao
grupo veiculo (salina e DMSO) (ANOVA de duas vias).
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Figura 13B: Fotomicrografias representativas de secgdes coronais (40 um) do nucleo
dorsal da rafe de um animal naive, de animais submetidos ao FST e tratados com
FLX, VLF, 7-NI ou veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF, 7-NI ou
veiculo, processadas para imunoistoquimicas para a detecgdo da proteina Fos. A seta
preta indica uma célula positiva para Fos.
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Figura 13C: Fotomicrografias representativas de secgbes coronais (40 uym) do nucleo
mediano da rafe de um animal naive, de animais submetidos ao FST e tratados com
FLX, VLF, 7-NI ou veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF, 7-NI ou
veiculo, processadas para imunoistoquimicas para a detecgdo da proteina Fos. A seta
preta indica uma célula positiva para Fos.
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No locus coeruleus, verificamos interacdo entre os fatores estresse e
tratamento diante da realizagdo da analise estatistica ANOVA de duas vias: (Fus7) =
12,10 p < 0,05), como também do fator tratamento: (F@57 = 11,93 p < 0,05) e fator
estresse: (Fu,57) = 60,31 p < 0,05). Diante dos resultados obtidos com a ANOVA de
duas vias, foi realizada uma segunda analise estatistica empregando-se uma
ANOVA de uma via para comparar os efeitos dos tratamentos entre animais
estressados e ndo estressados. Nos animais estressados verificamos diferencas
significativas entre os tratamentos: (Fu23 = 8,220 p<0,05). Nos animais né&o
estressados ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos:

(F,34 = 0,23 p> 0,05). Os resultados estéo representados na Figura 14A.
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Figura 14A: Efeito dos tratamentos com FLX (10 mg/kg), VLF (10mg/kg) ou 7-NI (30mg/kg) sobre o
namero de células Fos positivas no locus coeruleus de ratos (n= 4-10) submetidos ao FST ou
somente tratados. Os animais naives ndo foram manipulados, nem submetidos ao nado. Os
resultados representam média + E.P.M. do nimero de células positivas. * p<0,05 em relacdo ao
grupo veiculo (salina e DMSO) (ANOVA de duas vias).
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Figura 14B: Fotomicrografias representativas de secgdes coronais (40 pm) do lécus
coeruleus de um animal naive, de animais submetidos ao FST e tratados com FLX,
VLF, 7-NI ou veiculo e de animais somente tratados com FLX, VLF, 7-NI ou veiculo,
processadas para imunoistoquimicas para a deteccdo da proteina Fos. A seta preta
indica uma célula positiva para Fos.
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Os resultados apresentados no presente trabalho demonstram que o
tratamento com 7-NI, FLX ou VLF reduziu o tempo de imobilidade dos animais
submetidos ao nado forgcado, um efeito tipo-antidepressivo no modelo. Esse efeito foi
acompanhado de reducdo na expressao da proteina Fos em diversas estruturas
encefalicas de animais estressados: CPF, caudato putamen, nucleo acumbens,
BNST, PVN, habénula, nacleo do talamo, amidala, SCP, ndcleos da rafe e locus
ceruleos.

O FST, assim como outros modelos, se mostra uma ferramenta experimental
importante que pode auxiliar na identificacdo de novas drogas antidepressivas, bem
como na elucidacdo da neurobiologia da depressao (Cryan et. al., 2002; Southwick
et. al., 2005; Pittenger & Duman, 2008). O FST utiliza um tipo de estresse no qual o
animal é submetido a natacao forcada, sem a possibilidade de escapar, o que faz
com que ele assuma uma postura de imobilidade quando reexposto ao nado,
realizando apenas movimentos necessarios para evitar o afogamento. Drogas
antidepressivas, de maneira geral, diminuem o TI, promovendo reducédo nos efeitos
comportamentais provocados pelo estresse, indicando que esses seriam efeitos tipo-
antidepressivo no modelo (Porsolt et. al., 1977, Cryan et. al., 2002).

Embora a reducado do Tl seja um fator comum aos diferentes antidepressivos,
ainda ndo ha consenso na literatura sobre o que representa a imobilidade dos
animais durante o teste. Enquanto alguns autores acreditam que o aumento da
imobilidade represente um déficit motivacional imposto pelo estresse, outros
acreditam que ele representaria apenas uma tentativa do animal de poupar energia
frente a uma situacdo de estresse inescapavel (Cryan et. al.,, 2002). De qualquer
maneira, considerando que a reducao do Tl é conseguida apenas com tratamentos
antidepressivos (com excecdo de efeitos falso-positivos induzidos por drogas

psicoestimulantes), ha consenso no fato de que essa medida é confiavel para indicar
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um possivel efeito antidepressivo, independente de qual seja seu significado
comportamental.

Uma das causas de muitas discussbes sobre o FST se faz diante do
tratamento subagudo utilizado, pois, embora esse se mostre eficaz para 0 modelo,
sabemos que os efeitos terapéuticos dos antidepressivos em humanos necessitam
de algumas semanas para se tornarem aparentes (Cryan et. al., 2005; Detke et.
al.,1995; Porsolt et. al.,1979). Apesar disso, o modelo se mostra confidvel em
identificar novos compostos com potencial efeito antidepressivo e para se estudar a
neurobiologia da depressédo, principalmente devido a sua alta preditibilidade
farmacoldgica e reprodutibilidade dos resultados entre diferentes laboratorios (Cryan
et. al., 2002, 2005). Esses fatores, associados a sua facil execucédo e baixo custo
experimental, fazem com que esse seja 0 modelo animal de depressdo mais
empregado atualmente.

Assim, os resultados obtidos no presente estudo, corroborando outros
trabalhos ja descritos na literatura (Jefferys e Funder, 1996; Harkin et. al., 1999;
Yildiz et. al., 2000; Cryan et. al., 2002; Lino-de-Oliveira, 2006; Zhou et. al., 2007),
demonstraram que a administracdo de VLF, FLX, dois antidepressivos
convencionais, induziu efeito tipo-antidepressivo no modelo. Em relacdo ao NO, em
particular, nossos resultados também corroboram outros descritos na literatura onde
se observou efeito do tipo-antidepressivo no FST induzido pelo tratamento com
inibidores da NOS (Jefferys & Funder, 1996; Yildiz et. al., 2000; Joca & Guimaraes,
2006), dando, portanto, maior sustentacdo ao provavel envolvimento do NO na
neurobiologia da depresséao.

Nesse sentido, ha evidéncias de que o estresse promove aumento dos niveis
de NO em diversas estruturas encefalicas envolvidas na neurobiologia da depresséo

(Madrgal et. al., 2001; Harvey et. al., 2005; Wegener & Volke, 2010). Ha relatos de
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qgue niveis elevados desse neurotransmissor poderiam induzir efeitos neurotéxicos
(Dawson et. al., 1991; Dawson, 1995; Velardez et. al., 2004; Zhou et. al., 2007; Joca
et. al., 2007) e provocar danos celulares e prejuizos funcionais ao SNC (Calabrese
et. al., 2007). Tais danos, por sua vez, poderiam contribuir para o desenvolvimento
das consequéncias comportamentais do estresse. Sendo assim, a inibicdo da
sintese de NO poderia induzir efeito tipo-antidepressivo por impedir que o aumento
de NO induzido pelo estresse inicie a cascata de eventos descrita acima.

Além do exposto acima, ha evidéncias de que o NO possa modular a os
niveis de outros neurotransmissores como serotonina, noradrenalina e dopamina
(Kiss, 2000; Kiss & Vissi, 2001; Wegener & Volke, 2010). Acredita-se que tais efeitos
neuroquimicos induzidos pelo NO sejam importantes na resposta
comportamental/emocional ao estresse (e para a neurobiologia da depresséo), uma
vez que o efeito tipo-antidepressivo induzido por inibidores da nNOS no nado
forcado pode ser abolido pelo pré-tratamento com inibidor da sintese de serotonina,
mas ndo com inibidor da sintese de catecolaminas, sugerindo que os efeitos
comportamentais promovidos pela inibicdo dessa enzima seriam mediados por
facilitacdo na neurotransmissdo serotoninérgica (Harkin et. al., 2003). Ainda,
corroborando essa hipotese, foi demonstrado, que a inibicdo da nNOS com NG-
nitro-L-arginina (L-NA) ou 1-(2 trifluoromethylphenyl)-imidazol (TRIM), potencializou
o efeito de antidepressivos como Fluoxetina e Citalopram, que atuam seletivamente
na via serotoninérgica, no modelo do nado forcado (Harkin et. al., 2004; Ulak et. al.,
2008). Portanto, pode-se especular que niveis elevados de NO, induzidos pela
exposicdo ao estresse, alterariam o0s niveis de monoaminas, em particular de
serotonina, em estruturas onde essas seriam importantes na modulacao da resposta
comportamental ao estresse. Diante disso, é possivel que o efeito tipo-

antidepressivo induzido pelos inibidores da NOS ocorreria por impedir o
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desenvolvimento de tais alteracdes neuroquimicas induzidas pelo NO.

Diante dessas evidéncias, o presente trabalho almejou avaliar se o efeito tipo
antidepressivo induzido pela inibicio da nNOS envolveria a participacdo de
estruturas como cortex pré-frontal, hipocampo, estriado (CPu e NAc), habénula,
SCP, nucleos amidaldides, talamo, nucleos da rafe, area septal, LC e PVN. que séo
comumentemente envolvidas na resposta comportamental ao estresse (Nakane et.
al., 1983; Vincent & Kimura, 1992; Rodrigo et. al., 1994; Ilwase et. al., 1998; De
Vente et. al., 1998). Nossos resultados demonstraram que o estresse de nado
forcado promoveu aumento da atividade neuronial, evidenciada através do aumento
da expresséo de Fos, em todas essas estruturas, com excecéo do hipocampo dorsal
e hipocampo ventral, semelhante ao que ja havia sido descrito por outros grupos de
pesquisa (Duncan et. al., 1996; Salchner et. al., 2004; Lino-de-Oliveira et. al., 2006;
Lino-de-Oliveira et. al., 2001; Melia et. al., 1994; Stone et. al., 2007). Além disso, foi
demonstrado que o tratamento com inibidor da nNOS atenuou a expressao de Fos
nessas estruturas em animais estressados, sem, contudo, induzir efeitos por si (em

animais nao estressados).

Um trabalho recente também buscou analisar a participacdo do NO presente
em diferentes estruturas encefalicas na regulagcdo de comportamentos observados
no FST, com e sem antidepressivos (Salcher et. al.,2004). Esse estudo analisou a
expressdo de Fos no encéfalo de animais que ndo expressam a enzima nNOS
(knockout - KO) ap6és terem sido submetidos ao FST. Reforgcando nossos achados, o
estudo também demonstrou aumento na expressao de Fos induzida pelo estresse
na maioria da estruturas analisadas, em relagdo aos controles n&do estressados,
independente da linhagem. Porém, em contrapartida aos nossos dados, o padréo de

ativacdo de estruturas como CPF, hipotalamo, amidala medial e hipocampo, nos
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animais KO estressados foi significativamente aumentada quando comparados aos
selvagens (wild-type — WT) estressados, indicando que a auséncia da nNOS
intensificava a ativacdo dessas areas em resposta ao estresse. Varios fatores
podem ter contribuido para as diferencas observadas entre os dois estudos, tais
como: o fato de se utilizar camundongos, ou seja, outra espécie de animal, também
pode ter diferenciado os resultados, além disso, o protocolo de nado forcado
utilizado para camundongos (1 sessao de nado e 1 injecao) é diferente do de ratos
(2 sessdes de nado e 3 injecdes). Portanto, acreditamos que nosso estudo
apresenta vantagens em relacdo ao estudo de Salcher et. al., (2004), uma vez que
utilizou a inibicdo farmacologica da nNOS apenas durante a situacdo experimental,
permitindo uma melhor correlacdo entre a inibichio da NOS e os resultados

observados durante o FST.

O tratamento com o0s antidepressivos convencionais promoveu efeitos
semelhantes aos do 7-NI sobre a expressdo de Fos, com reducdo do aumento
induzido pelo estresse em quase todas as estruturas analisadas, o que também
corrobora resultados ja descritos na literatura (Duncan et. al., 1996; Muigg et. al.,
2007). Como os efeitos induzidos pelo 7-NI foram semelhantes aqueles induzidos
pelo tratamento com o0s antidepressivos convencionais que atuam por regular os
niveis de serotonina e noradrenalina, esses dados ddo maior sustentacdo a hipétese
de que os efeitos antidepressivos induzidos pela inibicdo da nNOS envolveriam a
regulacdo dos niveis desses neurotransmissores nas estruturas analisadas, como ja
mencionado anteriormente. Por outro lado, ha evidéncias de que drogas
antidepressivas, independente de classe farmacoldgica, reduzem a formagédo de NO
no SNC, o que tem sido proposto como um efeito final comum a essas drogas

responsavel por seus efeitos comportamentais (Li et. al., 2006). Outra possibilidade
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€ que essas vias sejam comuns ao efeito comportamental induzido por diferentes

drogas antidepressivas, independente de seu mecanismo de agao.

Embora muitas estruturas sejam comumentemente relacionadas a modulacao
de respostas adaptativas ao estresse e a neurobiologia da depressao, ainda néo se
sabe ao certo o papel desempenhado por cada uma dessas estruturas no
desenvolvimento dessa desordem. Na verdade, ao que tudo indica, trata-se de um
circuito bastante complexo com envolvimento de varias estruturas limbicas
envolvidas na regulacdo do afeto e de processos cognitivos (como atencéo,
aprendizado e memdria), no controle da ansiedade e do medo e na regulacéo
endocrina (Nestler et. al., 2002; Krishan & Nestler, 2010). Além disso, ha evidéncias
do envolvimento importante de estruturas que controlam estados internos do
organismo, tais como a atividade autondémica, ritmos circadianos e metabolismo
(Krishan & Neslter, 2010). Assim, alteracbes nesses circuitos neurais parecem
contribuir para o desenvolvimento das diferentes caracteristicas presentes na
depressdo, como humor deprimido, anedonia, prejuizos cognitivos, alteracbes de

ritmos circadianos e alteracdes enddcrinas.

O CPF, por exemplo, é uma estrutura com reconhecido envolvimento na
modulacdo de processos cognitivos, estando especialmente envolvido com a funcao
de coordenar sequiéncias de pensamentos e acOes direcionadas a atingir um
determinado objetivo. A porgédo ventromedial (CPFMv), que compreende o IL e 0 PL,
envia projecdes para estruturas envolvidas com o controle autonémico da resposta
emocional, como hipotalamo e substancia cinzenta periaquedutal (SCP), e
estruturas limbicas como o estriado ventral, que modula a atribuicdo de valor a
recompensa e 0s processos de motivacdo (Vertes, 2006). Além disso, o CPFMv

também estd conectado com a amigdala, envolvida em processos de deteccdo de
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ameaca e medo condicionado. Ja a porcado dorsolateral do CPF (CPFdI) esta
densamente conectada a areas pré-motoras e sensoriais (Vertes, 2006). Assim, 0
CPFdI tem sido principalmente associado a fungdes cognitivas, enquanto o CPFvm é
considerado responsavel pela modulacdo de funcdes afetivas e emocionais (Vertes,

2006).

O CPFMv tem sido descrito como uma estrutura importante na regulacdo de
resposta adaptativas ao estresse, de modo que sua disfuncao parece contribuir para
o desenvolvimento de disturbios psiquiatricos, dentre eles a depressdo (Egan &
Weinberger, 1997; Kalia, 2005). Assim, estudos de neuroimagem demonstram, por
exemplo, reducdo na atividade e diminuicdo de volume do CPFM em individuos
deprimidos (Bremner et. al., 2002; Drevets et. al., 1997; Mayberg et. al., 1999), de
maneira reversivel pelo tratamento com antidepressivos (Goodwin et. al., 1993;
Nobler et. al., 1994). Acredita-se que o CPFMv desempenhe um papel fundamental
na geracdo de emocdes negativas, uma vez que dados de imagem funcional
indicam aumento nos niveis de atividade de repouso do CPFMv durante a
experiéncia subjetiva de um afeto negativo (Price & Drevets, 2010). Assim, 0s niveis
elevados de atividade no CPFM observados em estudos de neuroimagem em
pacientes deprimidos poderiam estar relacionados com auto-avaliacdes negativas,

gerando sentimentos de tristeza, baixa auto-estima, culpa, entre outros.

Nossos dados, portanto, corroboram a idéia acima ao demonstrar que animais
submetidos a um modelo animal de depressdo apresentam aumento da expressao
de Fos no CPFM de maneira reversivel pelo tratamento com antidepressivos.
Nossos dados sugerem, ainda, que o NO possa participar desses processos, uma
vez que o tratamento com 7-NI reduziu a ativagdo do CPFM nos animais

estressados. Reforgcando esses achados, dados recentes de nosso grupo de
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pesquisa demonstram que a inativacdo temporaria (Scopinho et. al., 2010), bem
como o bloqueio de receptores NMDA, no CPFMv (Pereira & Joca, 2010 dados néo
publicados), induz efeito tipo-antidepressivo em ratos submetidos ao FST. Além
disso, ha evidéncias de aumento na expressdo da nNOS no cortex prefrontal de
ratos submetidos ao estresse de restricdo (Madrgal et. al., 2001), sugerindo um

aumento na sintese de NO nessa estrutura durante situacdes de estresse.

A area septal é dividida em duas principais regides: o septo medial e o septo
lateral. Esta Ultima parece ter funcdes clinicamente relevantes em processos
neuropsiquiatricos,tendo um papel importante na regulacédo afetiva, participando de
processos emocionais e respostas ao estresse (Ebner et. al., 2008). Essa estrutura
recebe inervacdo glutamatérgica do hipocampo (Carnes et al 1990), noradrenérgica
do locus coeruleus (Antonopoulos et al, 2004) e serotoninérgica do nucleo dorsal da
rafe (Vertes, 1991). Em geral, o septo lateral parece desempenhar uma funcao
reguladora, integrando estimulos sensoriais e transmitindo informacdes a regides
responsaveis por promover comportamentos motivacionais, ajustando assim, as
respostas comportamentais (Sheehan et. al., 2004). Reforcando esses dados,
trabalhos mostram que o septo lateral seria importante na retransmisséo de
informacdes entre o hipotdlamo e o hipocampo (Risold & Swanson, 1997). Também
tem sido proposto que o septo lateral desempenhe um papel regulador na liberagéao

de dopamina no nucleo acumbens (Louilot et. al.,1989).

Com relacdo a participagdo da ASL no desenvolvimento das consequéncias
comportamentais do estresse em modelos animais de depressao, h4 evidéncias de
aumento na atividade neuronial nessa estrutura em animais submetidos a esses
modelos (Sheehan et. al., 2004). No modelo do nado forcado observa-se aumento

da expressado de Fos na ASL que é atenuada por tratamento com antidepressivos
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(Duncan et. al., 1993, 1996). Aléem disso, o0 aumento dos niveis de serotonina na
ASL induz efeito tipo antidepressivo no modelo do nado forcado (Ebner et al., 2008).
Sendo assim, nossos resultados corroboram os dados anteriores e sugerem que
essa estrutura faca parte de um circuito neural que integra e transmite informacdes
para regides que estariam envolvidas nas respostas comportamentais observadas
no FST. Além disso, nossos dados indicam que o efeito antidepressivo induzido
pela inibicho da sintese de NO possa envolver a participagdo de neurdnios
presentes na ASL, ja que a administracdo de 7-NI também reduziu a expressao de
Fos nessa estrutura. Contudo, embora nao haja estudo a respeito do envolvimento
direto do NO na ASL na regulacdo de comportamentos defensivos relacionados a
neurobiologia da depressédo, ha evidéncias de que a inibicdo da sintese de NO
nessa estrutura prejudica a aquisicdo de memoria aversiva e induz efeito do tipo-

ansiolitico em modelo animal (Calixto et. al., 2008).

Outra estrutura relacionada aos efeitos do estresse e sintomas depressivos €
o estriado, incluindo o ndcleo acumbens e caudato putamen. O nucleo acumbens
esta dividido em duas porcdes (core e shell) e estudos recentes indicam que a
porcdo core estaria envolvida no controle da impulsividade e em processos de
aprendizado (Ito et. al., 2004, Jentsch & Taylor et. al., 1999) enquanto a porcéo shell
com comportamentos de motivacdo (Conrad et. al., 2008; Kourrich et. al., 2007).
Evidéncias sugerem um papel importante do nacleo acumbens no desenvolvimento
de sintomas como anedonia, frequentemente observado no disturbio depressivo
(DiChiara et. al., 1999; Yadid et. al., 2001). Além disso, a exposi¢ao ao estresse, um
dos fatores que podem levar a depressao, promove esse sintoma tanto em seres
humanos quanto em roedores (Barr et. al., 2002; Willner et. al., 1992). Assim como

nosso trabalho, outros estudos evidenciaram a ativacdo dessa estrutura pelo
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estresse (Amir et. al., 1997; Shoji et. al., 2010). Sendo assim, a reducéo da ativacao
dessa estrutura em resposta ao tratamento antidepressivo poderia contribuir para a
reducdo da anedonia apresentada por esses individuos. O NO poderia desempenhar
um papel importante nesses processos, uma vez que: 1. estresse aumenta a
expressao de nNOS no NAc (Liu et. al., 2008); 2. NO regula os niveis de dopamina
no NAc (Kiss 2000), onde niveis reduzidos desse neurotransmissor sao
frequentemente relacionados a anedonia (Shirayama & Chaki, 2006); 3. a
administracdo sistémica de fluoxetina reduz a producdo de NO no estriado em
resposta a administracdo local de NMDA (Crespi, 2009). Contudo, permanece nao
investigado o envolvimento do NO no NAc na modulacdo de comportamentos
relacionados a neurobiologia da depressédo, como o aumento da imobilidade no nado

forcado.

O caudato putamen também foi uma regido analisada, pois trata-se de uma
complexa estrutura envolvida em processos de aprendizagem e recompensa, 0S
quais estdo prejudicados na depressao (Atallah et. al., 2007; Pizzagali et. al., 2009).
Trabalhos mostraram que o uso cronico de FLX promoveu sensibilizagdo dos locais
de captacdo de serotonina e sugeriram que isso poderia estar relacionado com o
efeito antidepressivo da droga (Hrdina & Vu, 1993). Pacientes suicidas com
diagnostico de depressdo apresentaram reducdo dos niveis de &cido
dihidroxifenilacético (DOPAC), um metabdlito da dopamina, no Caudato Putamen
(Bowden et. al., 1997). Assim como para o NAc, também ndo h& evidéncias do
envolvimento do NO presente no CPu na modulagéo de respostas adaptativas ao
estresse. Contudo, nossos resultados sugerem que esta estrutura faga parte de um
circuito neural envolvido com a resposta a drogas antidepressivas, incluindo inibidor

da nNOS.
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O PVT tem projecdes para o CPF, amidala e nucleo acumbens (Otake et. al.,
2002), formando um circuito cujo funcionamento inadequado parece contribuir para a
ocorréncia de alteracbes emocionais e cognitivas que estédo presentes na depressao
(Clark et. al., 2009). Corroborando essa idéia, ha evidéncias de que o talamo é
ativado durante situacdes de estresse (Otake et. al., 2002), de maneira sensivel ao
tratamento antidepressivo (Beck & Fibiger, 1995), e que essa estrutura modula
respostas comportamentais, endocrinas e/ou autondmicas frente ao mesmo
(Spencer et. al.,, 2004). Nossos resultados, portanto, corroboram os dados
anteriores, sugerindo que a ativacdo do talamo participa da resposta emocional ao
estresse e do efeito tipo-antidepressivo induzido por drogas, incluindo os inibidores

da nNOS.

Outra estrutura tradicionalmente envolvida na neurobiologia da depressao é o
hipocampo (Nestler, 2002; Castren, 2005). Diversos trabalhos mostram, por
exemplo, que ha uma diminuicAo no volume dessa estrutura em pacientes
deprimidos (Sheline, 2000; Malykhin et. al., 2010) e aumento da atividade em
individuos que nao respondem ao tratamento antidepressivo (Mayberg et. al., 2000).
Evidéncias também demonstram que o tratamento crénico com diferentes
antidepressivos promove alteragdes plasticas no hipocampo caracterizadas pelo
aumento da expressdo de BDNF (brain derived neurotrofic factor) e da neurogénese,
processos que sdo necessarios para o efeito comportamental dessas drogas
(Pittenger & Duman, 2008). Embora alguns trabalhos tenham demonstrado que o
estresse seja capaz de promover aumento da expressado de Fos no hipocampo
(Guimaraes et. al., 1993; Beck & Fibiger, 1995), isso ndo foi observado no presente
trabalho. De acordo com nossos dados, Duncan e colaboradores (1994) também

nao observaram expressdao de Fos em animais submetidos ao FST. Tais
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discrepancias podem estar relacionadas a intensidade do estresse (Beck & Fibiger,
1995) e/ou ao fato de existirem diferencas temporais na expressao de Fos no
hipocampo em relacdo a outras estruturas (Bekinschtein, 2007; Hanson & Fuxe,

2008; Bekinschtein, 2008).

Corroborando um provavel envolvimento do hipocampo na neurobiologia da
depressdo, dados do nosso grupo demonstram que a administracdo de inibidor
seletivo da receptacdo de serotonina (Joca et. al.,, 2003), de antagonista NMDA
(Padovan & Guimaraes, 2004) ou de inibidor da nNOS (Joca & Guimaraes, 2006;
Joca et. al., 2007) Portanto, embora ndo tenhamos observado alteragcbes na
expressdo de Fos em animais submetidos ao FST e tratados com antidepressivos,
os dados descritos acima permitem sugerir que a formagcédo de NO no hipocampo
desempenhe um importante papel na mediacdo de respostas adaptativas ao

estresse.

A habénula é uma estrutura que consiste em um par de pequenos nucleos
localizados acima do PVT (Concha & Wilson, 2001; Butler & Hodos, 2005).
Trabalhos recentes utilizando animais e seres humanos sugerem que essa estrutura
estaria envolvida no controle do comportamento motivacional (Sutherland 1982;
Klemm, 2004; Lecourtier & Kelly 2007; Geisler & Trimble 2008) e que sua
hiperatividade conduziria a mudancas de atividades mesencéfalicas presentes
durante estados depressivos (Sartorius & Henn, 2007; Hikosaka et. al., 2008).
LesOes nessa estrutura bloquearam o efeito antidepressivo da Nomifensina (inibidor
da recaptacédo de dopamina) no FST (Thornton et. al., 1985), indicando que ela seja
um substrato para o efeito comportamento de drogas antidepressivas. Contudo, néo
h& evidéncias a cerca da participacdo do NO na habénula na regulacdo da resposta

com portamental ao estresse.



89

Em relac&o aos nucleos hipotalamicos, esses fazem parte de um circuito que
integra varias respostas autonémicas, endocrinas e comportamentais relacionadas a
reacoes de defesa (Canteras, 2002). A desregulacdo na organizacdo e
funcionamento desse circuito pode contribuir para o surgimento de sintomas fisicos
e endocrinos presentes em transtornos afetivos, como a depressao (Farmularo et.
al., 1992; Fava & kendler, 2000; Kerman, 2008; Nestler et. al., 2002; Caspi et. al.,

2003).

Dentre os nucleos hipotalamicos envolvidos na elaboracdo de respostas
relacionadas ao estresse esta o PVN, uma estrutura complexa e necessaria para
desencadear respostas autondémicas e enddcrinas responsaveis pela secrecédo de
horménios que irdo ajudar na manutencdo da homeostasia do organismo e
adaptacdo ao estresse (Benarroch, 2005; Harbuz & Lightman, 1992; Sawchenko &
Swanson, 1983). O PVN secreta um fator de liberacdo de corticotrofina, que por sua
vez, promove a sintese e liberacdo de glicocorticbides, 0s quais agem
perifericamente e em diversas regides encefalicas exercendo efeitos no metabolismo
e afetando respostas comportamentais (Fuxe et. al., 1996; Carrasco & Van de Kar,
2003). Trabalhos sugerem que a hiperativacao desse eixo denominado hipotalamo-
hipofise-adrenal (HPA), frente ao estresse, promove algumas alteracbes que
contribuem para o processo depressivo (Tsigos & Chrousos 2002, Keller et. al.,
2005). Por exemplo, em humanos deprimidos a ativacdo excessiva do eixo HPA é
observada frequentemente, com manifestacao de hipercortisolemia e auséncia de
supressdo com corticdide sintético (Gold et. al.,, 1995; Keller et. al., 2006). A
expressao (De oliveira et. al., 2000). O excesso de glicocorticéide tem sido proposto
como um dos principais mecanismos responsaveis por induzir alteragdes plasticas

no hipocampo, como reducdo da expressdo de fatores tréficos e reducdo da
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neurogénese, o que prejudica a adaptacdo ao estresse e parece contribuir para o
desenvolvimento de consequéncias comportamentais relacionadas a neurobiologia
da depressao (Pittenger e Duman, 2008). Tais lesdes hipocampais intensificariam
ainda mais a hiperatividade do eixo HPA, uma vez que o hipocampo controla

inibitoriamente a atividade do eixo (Herman et. al., 2005).

De fato, diferentes tipos de estresse ativam o eixo HPA, e isso pode ser
atenuado pelo tratamento com drogas antidepressivas (Duncan et. al., 1994;
Herman & Cullinan, 1997; Pakac & Palkovits, 2001). Trabalhos recentes sugerem
gue o NO seja um importante modulador da atividade do eixo HPA durante situacdes
de estresse, promovendo aumento da atividade do eixo em situacfes de estresse
intenso (Rivier, 2001; Mancuso et. al.,, 2010). Nossos dados corroboram tais
trabalhos ao demonstrar que o tratamento com antidepressivos ou a reducédo da

formacéao de NO atenuam o aumento da atividade do PVN em resposta ao estresse.

A amidala também parece ser um excelente candidato para acdo de
antidepressivos (Balu et. al., 2009; Matsuzawa-Yanagida et. al., 2008, Muigg et. al.,
2007), tendo seu papel bem conhecido na mediagdo da formacdo de memorias
aversivas e de respostas defensivas relacionadas ao medo e a ansiedade (Ledoux,
1998; Ledoux, 2003). Em humanos deprimidos (Price & Drevets, 2010), e em
animais submetidos a estresse (Rosenkranz et. al., 2010), observa-se aumento da
atividade da amidala, o que se acredita estar relacionado ao aumento de ansiedade
observado nesses pacientes. Além disso, como a amigdala é uma estrutura

envolvida com a ativacao do eixo HPA, sua hiperatividade poderia contribuir para a

hipercortisolemia observada em individuos deprimidos (Herman & Cullinan, 1997)



91

Dados mostram que a amidala contém abundante presenca de NOS (Bredt
et. al.,, 1991; Vicent & Kimura, 1992; Tanaka et. al., 1997). Em nosso trabalho
observamos marcacdo significativa apenas na porcdo medial da amidala,
corroborando estudos que sugerem um importante papel dessa por¢cdo em resposta
a estimulos agudos (Vinkers et. al., 2009). Outros trabalhos também verificaram
aumento na expressao de Fos na amidala medial frente a estressores emocionais
como, estresse de restricdo (Chen & Hebert, 1995; Bhatnagar & Dallman 1998, De
Oliveira et. al., 2001), exposicdo ao gato (Dielenberg et. al., 2001; Beijamini e
Guimaraes, 2006b), exposicéo ao labirinto em cruz elevado (Beijamini e Guimaraes,
2006a) e também ao FST (Cullinan et. al., 1995). Além disso, ha evidéncias de que a
exposicdo ao estresse promove aumento da expressdo de Fos em neurbnios
produtores de NO na amidala medial (Beijamini e Guimaraes, 2006a e 2006b) e que
a administracéo de inibidores da NOS nessa estrutura induz efeito do tipo ansiolitico
em modelos animais (Forestiero et. al.,, 2004). Esses dados sugerem que a
producdo de NO na amidala medial durante situacfes aversivas inescapaveis
desempenhe um papel importante na modulacdo da resposta emocional ao
estresse, promovendo, por exemplo, aumento de ansiedade. Diante dessa
perspectiva, a diminuicdo da producdo de NO na amidala medial poderia diminuir o
impacto emocional do estresse durante a sua exposicdo e, assim, facilitar a
adaptacdo a eventos aversivos subsequientes, como no caso do teste do nado
forcado. Sendo assim, podemos especular que as drogas antidepressivas utilizadas
nesse estudo tenham atenuado a ativacdo de neurbnios nitrérgicos na amidala
medial e, consequentmente, a producdo de NO, facilitando a adaptacéo ao estresse

e induzindo efeitos do tipo-antidepressivos.
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Apesar de a amidala basolateral também apresentar-se como uma estrutura
importante na modulacdo da resposta emocional ao estresse (Salm et. al., 2004,
Shelton, 2004), ndo observamos marcacao significativa, de modo que nao foi

realizada a quantificacdo de Fos nessa estrutura.

O BNST também € uma importante regido envolvida na modulacdo do
comportamento defensivo (Lee & Davis, 1997; Sullivan et. al., 2004b; Meloni et. al.,
2006) e na mediacdo de respostas autondmicas e enddcrinas ao estresse (Casada
& Dafny, 1991; Hammack et. al., 2004, Crestani et. al., 2009; Hammack et. al.,
2009). Essa estrutura se conecta a regides subcorticais e corticais (Dong et. al.,
2001; Dong et. al., 2004; McDonald, 1983), além disso, recebe inervacéo
serotoninérgica do nucleo dorsal da rafe e expressa varios receptores 5-HT (Vertes
1991, Halberstadt & Balaban 2008), estando envolvido em muitos processos
autonémicos, neuroendocrinos e motivacionais relacionados ao estresse (Sullivan et.
al., 2004b; Schulz & Canbeyli, 1999; Onaka & Yagi, 1998). Além disso, o0 BNST se
mostra criticamente envolvido em muitos aspectos de memoria e aprendizagem
(McEwen, 2000; Holsboer, 2000; Herman et. al., 1994). Muito importante é sua
participacdo na regulacdo do eixo HPA, integrando vias provenientes do CPF, do
hipocampo e da amidala na modulacdo da atividade do eixo (Herman et. al., 2005).
Estudo recente demonstra que a inativacdo tempordria do BNST induziu efeito
antidepressivo no modelo do nado forgado (Crestani et. al., 2010), indicando que sua
ativacao prejudique o desenvolvimento de respostas adaptativas ao estresse. Esses
dados sao coerentes com relatos de que o estresse aumenta a ativacdo dessa
estrutura e que isso é sensivel ao tratamento com drogas antidepressivas (Duncan

et. al., 1996; presente trabalho). Portanto, disfungcbes no BNST poderiam contribuir
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para o desenvolvimento de consequéncias comportamentais do estresse através de

diferentes mecanismos.

A SCP é uma regido encefalica tradicionalmente envolvida nas respostas
comportamentais ao estresse incontrolavel agudo, facilitando comportamentos
defensivos relacionados ao medo e a ansiedade (Guimarades et. al., 1994; De
Oliveira & Guimardes, 1999). Mais recentemente, tem sido proposto que essa
estrutura também esteja envolvida na neurobiologia da depressdo, uma vez que o
tratamento com antidepressivos diminuiu a expressdo de Fos na SCP de animais
submetidos ao FST (Lino-de-Oliveira et. al., 2006). Trabalhos também mostraram
um aumento na expressao de Fos em ratos expostos a situacdes de perigo iminente
(Beijamini & Guimaraes, 2006; Canteras & Goto, 1999; Dielenberg et. al., 2001,
McGregor et. al., 2002), e que sua estimulacdo elétrica promoveu aumento na
expressao dessa proteina em regibes como hipotalamo, amidala, estriado, talamo e
habénula (Lim et. al., 2009), mostrando que a SPC estaria integrada a um circuito
neural que desencadearia algumas das respostas comportamentais observadas no
FST, tais como as tentativas de esquivas observadas durante o teste. Embora néo
haja evidéncias da participagdo do NO nesses comportamentos, a nNOS esti
presente em grandes quantidades na SCP e sua inativagdo atenua a resposta

emocional ao estresse agudo (Guimaraes et. al., 1994, 2005).

O locus coeruleus e os nucleos da rafe fazem parte dos denominados nucleos
encefalicos monoaminérgicos (Cryrak & Chocyk, 2001), pois dos nucleos da rafe
saem as projecdes serotoninérgicas e do locus coeruleus as noradrenérgicas que se
encaminham para as demais estruturas encefélicas anteriores (Cryrak & Chocyk,
2001). Tanto o locus coeruleus como 0s nucleos da rafe enviam projecdes para

regides envolvidas na neurobiologia da depressdo como CPF (Drevets et. al., 2002;
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Loughlin et. al., 1986; Moore et. al., 1978; Swanson, 1982) e hipocampo (Jay, 2003;
Mongeau et. al., 1997; Sapolsky 2000). Essas estruturas também ja foram indicadas
como alvo de acao de antidepressivos (Nutt, 2002). Evidéncias mostram que, tanto o
l6cus coeruleus como a porcdo dorsal da rafe exibem mudancgas neuroquimicas e
moleculares em pacientes deprimidos vitimas de suicidio (Bach-Mizrachi et. al.,

2006, Lowry 2002).

Deakin e Graeff (Deakin & Graeff, 1991; Graeff et. al., 1996) sugeriram que 0s
nacleos da rafe e suas projecbes constituiriam sistemas envolvidos com a
modulacdo de respostas defensivas ao estresse agudo (NDR) e cronico (NMR).
Enquanto o NDR parece modular comportamentos relacionados a ansiedade, o
NMR, através de suas projecdes para o hipocampo, parece estar mais envolvido
com a mediacdo de respostas adaptativas ao estresse cronico. Assim, falhas nessa
via facilitariam o desenvolvimento das consequiéncias comportamentais do estresse,
tais como desamparo em animais e a depressdo em humanos. Estudos de
imunohistoquimica demonstram que o NO esta presente grande parte dos neurdnios
serotoninérgicos do NDR e do NMR (Jonhson & Ma, 1993; Wang, 1994). Apesar
disso, ha evidéncias apenas de que a inativacdo dessa enzima no NDR induz efeito
tipo antidepressivo no modelo do nado forcado (Spiacci et. al., 2008). Ndo ha
evidéncias da participagcdo do NO no NMR na regulacéo dessa via durante situacdes
de estresse relacionadas a neurobiologia da depressdo. De qualguer maneira, é
possivel que o NO regule os niveis de serotonina em outras estruturas onde ela é
importante para a adaptacdo estresse, tais como CPF e hipocampo, por modular a

atividade dos neurdnios serotoninérgicos do NDR e/ou do NMR.

O locus coeruleus (LC) é uma estrutura de onde saem as projecoes

noradrenérgicas para muitas estruturas do SNC, sendo assim, quando sua atividade
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estd aumentada ocorre a liberagdo de noradrenalina em diversas estruturas
encefalicas (Itoi & Sugimoto, 2010). Diferentes tipos de estresse promovem aumento
da atividade neuronial no LC evidenciada através do aumento na expressao de Fos
(Cullinan et. al., 1995, Senba et. al., 1993). Em modelos como estresse de restricao
e FST ocorre aumento da expressao de Fos no LC (Chen et. al., 1995; Smith et. al.,
1991), o que € atenuado pelo tratamento com antidepressivos reduz a expresséao de
Fos no LC (Stone et. al., 2010). Ha evidéncias de que o aumento da atividade do LC,
e consequentemente liberacdo de noradrenalina em suas regifes de projecao,
durante situacdes de estresse atue como um sistema de alerta que inicia respostas
emocionais, autondmicas e endodcrinas e facilita a consolidagdo de memoarias
aversivas (Morilak et. al., 2005; Tully & Bolshakov, 2010). Dessa maneira, 0 aumento
da atividade do LC durante o estresse pode contribuir para o desenvolvimento de
consequéncias comportamentais, de modo que drogas antidepressivas facilitariam a

adaptacao ao estresse por diminuir a ativacao dessa estrutura.

Em resumo, foi verificado aumento da expresséo da proteina Fos em diversas
estruturas encefélicas analisadas, sugerindo que as mesmas participem da resposta
comportamental no FST (Herrera et. al., 1996; Senba & Ueyama, 1997; Hoffman &
Lyo, 2002). Além disso, o fato dessa expressao ser reduzida por antidepressivos
sugere também a participacdo dessas estruturas na mediacdo dos efeitos
comportamentais dessas drogas, corroborando seu envolvimento na neurobiologia
da depressdo. Em adicdo, o fato de um inibidor da nNOS ter induzido efeitos
semelhantes aos antidepressivos convencionais indica que o NO tenha uma
participacdo importante na regulacdo dessas estruturas diante de situacbes

aversivas relacionadas a neurobiologia da depresséo.
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Recentemente, foi proposto um circuito neural envolvido na neurobiologia da
depressdo, em que as diferentes estruturas analisadas nesse estudo aparecem
integradas para regular diferentes aspectos dessa desordem (Price e Drevets, 2009;
Krishnan e Neslter, 2010). Contudo, nossos resultados ndo permitem maiores
conclusdes a respeito dessas vias, mas indicam que o NO poderia ter um papel

importante na modulacéao das funcées mediadas por tais estruturas.
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Figura 15: Diagrama adaptado de Price e Drevets (2010), propondo um circuito

neural relacionado a neurobiologia da depressao.
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Os resultados do presente trabalho permitem as seguintes conclusoes:
. A inibicdo da sintese de NO através de um inibidor preferencial de nNOS

promoveu efeito tipo-antidepressivo no FST;

. Esses efeitos foram acompanhados de reducdo na expressao da proteina Fos
em diversas estruturas encefalicas (CPF, Nucleos da Rafe, Locus coeruleus, PT,
Caudato Putamen, SCP, PVN, Habénula, BNST e Amidala), qguando comparados ao
grupo controle, sugerindo que o NO seria importante na modulacado da atividade
dessas estruturas durante situagdes de estresse.

. O tratamento com antidepressivos convencionais induziu efeitos semelhantes
aos do 7-NI, sugerindo que essas drogas, embora com mecanismos de acéo
diferentes, parecem compartilhar as mesmas vias neurais envolvidas em seus

efeitos comportamentais (antidepressivos).

. Os resultados, em conjunto, corroboram o provavel envolvimento do NO na

neurobiologia da depressao.
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