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“Nele vivemos, nos movemos e sSomos”.

(At, 17, 28)
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Hoje me sinto mais forte, mais feliz quem sabe
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aot:
AP:
o-LTX:
AMPA:
BLA:
BMA:
Ca'™:
°C:
CAl:
CA2:
CA3:
cc:
CeC:
CeL:
CeM:
CH;:
CL:
CM:
Da:
DAB:
DLs:
DMD:
DV:
EC:
ESI:
MS/MS:

cv.

ABREVIACOES

area hipotalamica anterior

tracto olfatorio acessorio

antero-posterior

o-latrotoxina

acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolopropridénico
nucleo amigdaloide basolateral anterior
nucleo amigdaloide basomedial anterior
calcio

graus Celcius

regido hipocampal CA1

regido hipocampal CA2

regido hipocampal CA3

corpo caloso

nucleo central da amigdala, divisao capsular
nucleo central da amigdala, divisdo lateral
nucleo central da amigdala, divisao medial
radical metila

nucleo centro lateral

nucleo centro medial

dalton

diaminobenzidina

dose letal para 50% da populagao

nucleo dorsomedial do hipotdlamo

dorso ventral

extra celular

ionizagdo electrospray

espectrometria de massa seqiiencial

endovenosa
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FITC:
GABA:
HPLC:
HR-MS:
S5-HT:
6-HT:
[AM:

ic:

IC:
icv:
IM:
IMD:
IPAC:

KDa:
kV:
KPBS:
LH:
LHb:
LSD:
LSI:
LSV:
LV:

MAO:
MAO-A:
MCH:
MeAD:

férnice

1soticianato de fluoresceina

Acido y-amino-butirico

cromatografia liquida de alto desempenho
espectrometria de massa de alta resolucao
5-hidroxitriptamina

6-hidroxitripargina

nucleo inter-antero-medial do tdlamo
nucleo intercalado da amigdala

capsula interna

intra celular

intracerebroventricular

nucleo intermédio do tadlamo

nucleo intermédio dorsal do tdlamo
nucleo intresticial medial limbico posterior
potassio

kilo Daltons

kilo volts

solu¢do salina de tampao potéssio/fosfato
area hipotalamica lateral

nucleo habenular lateral

nucleo septal lateral dorsal

nucleo septal lateral intermédio

nucleo septal lateral ventral

ventriculo lateral

molar

monoamino oxidase

monoamino oxidase tipo A

hormonio concentrador de melanina

nucleo medial da amigdala, parte antero-dorsal.
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MnPO:
MPA:
MS:
mt:
mV:
m/V:
m/z:

Na':

NMDA:

NMR;:
OH
opt:
oX:
PaMP:
PaPo:
PC:
Pe:
Pir:
PM:
PoDG:
PS:
PVH:

nucleo medial da amigdala, parte antero-ventral
nucleo medial da amigdala, parte postero-dorsal
acetonitrila grau HPLC

acetonitrila

magnésio

cortex motor pirmario

médio lateral

Massa molar

nucleo pré-optico mediano

area pré-optica medial

nucleo septal medial

tracto mamilo-talamico

mili Volts

relacao massa/volume

relagdo massa/carga

sodio

N-metil-D-aspartato

receptor de NMDA tipo 1

hidroxila

tracto optico

quiasma optico

nucleo paraventricular parte parvicelular medial
nucleo paraventricular parte anterodorsal
nucleo paracentral

regido periventricular

cortex piriforme

pico molar

lamina polimorfa do giro denteado

nucleo paraestrial

nucleo paraventricular do hipotdlamo



PVP:

I'Glllz/gi

Re:

Sl:
SFI:
sm:
SNC:
SOR:
SOX:
st:
Subl:
TC:
TFA:
TH:

3v:

VLPO:

VM:
v/v:
U.V:
Z1I:
ZID:
Z1V:

nucleo paraventricular posterior do tdlamo
receptor de glutamato do tipo 2 e 3
nucleo reuniens

nucleo romboide

cortex sensorial

nucleo septo fimbrial

estria medular talamica

sistema nervoso central

nucleo supra-optico retoquiasmatico
decussagao do supra-optico

estria terminal

nucleo subincertral

area tuber cinereum

acido trifluoracético

tirosina hidroxilase

micro molar

terceiro ventriculo

area pré-optica ventro lateral
nucleo ventro medial do talamo
volume/volume

ultra-violeta

zona incerta

zona incerta dorsal

zona incerta ventral
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ratos.

18

74

101

102

103

104

105

106



19

INDICE DE TABELAS

Pag

Tabela 1: Numero de células (média £+ SEM) mostrando a imunorreatividade das 5§58
células Fos em ratos submetidos ao tratamento com salina [0,9% (m/V)] e com a 6-
hidroxitripargina (0,1 pg/ul).

Tabela 2: Numero de neurbnios duplamente marcados Fos/NMR,, Fos/orexina e 68
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1. INTRODUGAO

As aranhas sao invertebrados predadores de habitos polifagos, cuja
dieta consiste preferencialmente de insetos dos mais variados géneros. O
grande sucesso alcangado por esse grupo esta relacionado a uma possivel
co-evolucao de habitos comportamentais, tais como a captura de presas, a
defesa da teia e a reprodugdo, que associados contribuiram para uma
especializagcdo cada vez maior de suas respectivas pegonhas. As peconhas
de aranhas sdo compostas por um conjunto de substancias capazes de
paralisar ou até mesmo matar suas vitimas, sendo utilizadas tanto para a
captura de presas como para a defesa contra predadores (McCormick &
Meinwald, 1993).

As peconhas de aranhas séo caracterizadas, de uma maneira geral,
por sua agao neurolégica rapida, capaz de imobilizar as presas. Isso ocorre
porque existem substancias neuroativas (Hagiwara et al., 1991), que agem
principalmente afetando as transmissdes sinapticas e o funcionamento de
canais ibnicos e induzindo a despolarizacdo de fibras musculares e/ou de
terminagdes nervosas sensitivas, motoras e do sistema nervoso autbnomo
(Grishin, 1994).

Quase todas as aranhas possuem substancias neuroativas e
neurotoxinas, em suas pegonhas (Hagiwara et al., 1991). Elas podem ser
divididas em trés grandes grupos, de acordo com sua agao nos organismos
e sua natureza molecular (Kawai & Nakajima, 1993):

i) toxinas de elevada massa molecular (MM>10 KDa), que sao
caracterizadas por atuarem em terminag¢des nervosas pré-sinapticas, agindo
preferencialmente em canais catidnicos de Na* e Ca*.

ii) toxinas peptidicas (MM entre 3 e 10 KDa), que bloqueiam os canais
de Ca™ em axdnios pré-sinapticos, como por exemplo as agatoxinas e

curtatoxinas.
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iii) toxinas de baixas massas moleculares e de natureza néo peptidica
(MM<1KDa). Essa ultima classe pode ser subdividida em outras quatro
subclasses, de acordo com a natureza quimica das toxinas desse grupo:

a) acilpoliaminas, que caracterizam a familia Araneidae, agem sobre
os receptores de glutamato na transmissao de estimulos pds-sinapticos
(Palma et al., 1997).

b) nucleosideo-toxinas, que sao compostos constituidos de mono ou
dissulfatos derivados de guanosina ou xantosina, capazes de bloquear a
acao de receptores de cainato, agindo em canais de calcio do tipo-L
(McCormick et al., 1999; Taggqi et al., 2004).

c) compostos diazenaril organometalicos que apresentam uma acao
potente como inseticida (Marques et al., 2005).

d) B-carbolinas, compostos alcaldides que agem preferencialmente
como inibidores reversiveis da enzima monoamino oxidase (MAO), com
atividade neurotoxica descrita para insetos (Cesar, 2000) e que serao
abordadas a seguir.

As p-carbolinas sdo compostos alcaldides ativos originalmente
isolados de plantas pertencentes a diferentes géneros, incluindo espécies
asiaticas, como a Peganum harmala (fig. 1A e 1B) (Zygophillaceae) e varias
espécies sul-americanas como Banisteriopsis caapi (fig.1C e 1D),
Banisteriopsis inebrians, Banisteriopsis rusbyana, Tetrapteris methystica
(Malpighiaceae), Virola sp. (Myristicaceae) e Anadenanthera sp.
(Leguminosae) (Naranjo, 1969; Hostettmann et al., 1999; Pfau & Skog,
2004). Os principais compostos B-carbolinicos extraidos dessas plantas sao
a harmina, a harmalina e a tetrahidroharmina (fig. 2), sendo descritos na
literatura como alcaldides com efeitos alucinégenos (Pfau & Skog, 2004). A
existéncia de compostos p-carbolinicos nas plantas esta relacionada ao
mecanismo de defesa dessas contra a predacdo de insetos, devido a

toxicidade apresentada por esses alcaldides.
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L

. il & "
. ' Semente
Banisteriopsis caapi vines
Photo by Kava Kauai
Figura.1: Espécies de plantas que apresentam em sua composicdo compostos [-
carbolinicos. A: Peganum harmala, B: esquema anatdémico da planta evidenciando folhas,
flor e semente. Foto retirada do site: botit.botany.wisc.edu/./Genera P.html, esquema

retirado do site: hyperreal.info/ drugs/go.to/art/1800 C: Liana Banisteriopsis caapi. D:
esquema anatémico da planta evidenciando folhas, flor e semente. Foto de Kava Kawai,
fonte: www.psiconautica.org/ plantas enteogenas.htm, esquema retirado do site:
www.lyghtforce.com/ text/muntz2.htm.
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Harmina Harmalina C Tetrahidroharmina
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Figura 2: Compostos [-carbolinicos isolados de plantas. A: harmina, B: harmalina, C:

tetrahidroharmina.

Compostos B-carbolinicos como o harman e o norharman, com agdes
psicoativas foram encontrados também na forma enddégena, em oOrgaos,
tecidos e fluidos corporeos de mamiferos, incluindo humanos (Shimizu et al.,
1982; Rommelspacher et al., 1994). As [B-carbolinas endégenas tém sido
associadas a processos neuroldgicos normais, como a produgao de imagens
visuais e emogodes imaginarias durante o sono (Solis-Maldonado et al.,
2003). Essas alucinagbes ocorrem, provavelmente, pela ligacdo desses
compostos B-carbolinicos a receptores do tipo 5-hidroxitriptamina (5-HT),
principal alvo de drogas com caracteristicas alucindbgenas, como as do grupo
indol (Pfau & Skog, 2004).

Muitas B-carbolinas possuem similaridade estrutural com a molécula
de serotonina, o que esta diretamente relacionado ao processo de sintese
desses alcaloides no interior das células (Solis-Maldonado et al., 2003). Os
compostos B-carbolinicos endogenos sdo formados pela condensagdo de
indolaminas ou triptaminas (como a serotonina) com aldeidos, gerados
durante o processo de peroxidagdo de membranas lipidicas (Callaway et al.,
1994). Estudos evidenciam que as p-carbolinas sado substancias capazes de
se ligarem a diferentes tipos de receptores existentes no sistema nervoso
central (SNC), tais como: 5-hidroxitriptamina (5-HT) (Glennon et al., 2000),
imidazolicos (Husbands et al., 2001) e benzodiazepinicos (Airaksinen et al.,
1987; Muller et al., 1981). A grande semelhanga do grupo indol dessas -
carbolinas com a molécula neurotransmissora de serotonina pode ser a
responsavel pela afinidade de ligagao a diferentes tipos de receptores (Solis-
Maldonado et al., 2003).



25

Estudos farmacologicos realizados com as p-carbolinas denominadas
harmina, harmalina e tetrahidroharmina tém demonstrado efeitos
psicotréopicos que incluem estados de inspiracdo e de introspecgao,
alucinacdes visuais, nauseas e tontura (Lichtenberg-Kraag et al., 1997). Por
essas propriedades, esses alcaldides sao utilizados por tribos indigenas da
América do Sul, como componentes ativos de uma bebida denominada
"yagé”, capaz de causar alucinagdes e tremores apés alguns minutos de sua
ingestao (Naranjo, 1969).

A acao inibitéria das p-carbolinas sobre diferentes neurotransmissores
ocorre através de suas ligacbes sitio-especificas a receptores de
acetilcolina, serotonina e benzodiazepina (Nielsen et al., 1982; Shimizu et
al., 1982; Melchior & Collins, 1982; Hostettmann et al., 1999). Os derivados
B-carbolinicos existentes nas plantas e também aqueles formados
endogenamente em mamiferos sdo considerados inibidores reversiveis
potentes da enzima MAO, enzima essa que possui papel importante na
regulagédo dos niveis de aminas enddégenas como serotonina, noradrenalina,
catecolaminas e tiramina (Shimizu et al., 1982a; Melchior & Collins, 1982).
Os niveis de atividade dessa enzima parecem estar relacionados a uma
série de disturbios neuroldgicos como depressao, ansiedade e doengas da
degeneracao senil (Stroelin-Benedetti & Dostert, 1992).

As B-carbolinas tém sido consideradas como indutoras naturais de
processos neurodegenerativos observados na doenga de Parkinson
(Bringmann et al., 1996). A exposicdo a fatores exdgenos como alcool,
heroina, hidrato de cloral, xenobidticos, tabaco, alteracdes metabdlicas
ocasionadas por infeccoes e mesmo fatores enddgenos, como defeitos
genéticos, poderiam levar a formacéo de -carbolinas modificadas, capazes
de induzir uma neurotoxicidade progressiva e causar a degeneragdo de
neurénios dopaminérgicos que poderiam evoluir para a doenca de Parkinson
(Gerlach et al., 1998; Solis-Maldonado et al., 2003).

Estudos recentes evidenciam a existéncia de [-carbolinas em
diferentes tipos de alimentos, tais como carnes (bovina, suina, de aves e
peixes) bem como em produtos industrializados extraidos de plantas, tais

como o ketchup, o vinagre e o shoyu (Pfau & Skog, 2004). O problema
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estaria no aquecimento desses produtos, que dependendo da temperatura
(superior a 100 °C) e do tempo de preparo poderiam contribuir para a
formagdo de p-carbolinas modificadas. Essa pratica poderia estar
relacionada ao aumento do numero de casos de pacientes com a doenca de
Parkinson (Pfau & Skog, 2004).

Compostos B-carbolinicos com agdes inseticida, antimicrobiana, anti-
tumoral e anti-malarial foram encontrados em esponjas marinhas de géneros
diversos (Kobayashi et al., 1995; Wagoner et al., 1999; Salmoun, et al.,
2000; Tu et al., 2004). Também foi isolada uma B-carbolina da pele da ra
Kassina senegalensis (fig.3) (Akizawa et al., 1982). Esse composto isolado
dessa ra foi denominado de tripargina, que é uma 1,2,3,4-tetrahidro-p-
carbolina condensada a um grupo guanidino (Shimizu et al., 1982; Shimizu
et al., 1984).

NH

NH Y

NH

Smm

Figura 3: A: foto da rd Kassina senegalensis, retirada do site: www.calacademy.org/.../

frogsl/list13.html. B: estrutura quimica da tripargina.

A tripargina exerce acao inibitéria sobre os canais de Na*, os quais
reduzem o grau de abertura dos canais de Ca* e modulam a liberagdo de
transmissores em células contendo serotonina (Akizawa et al., 1982). A agao
bloqueadora sobre os canais de Na*, em membranas axonais de lula, ocorre
de modo potencial-dependente, sem, no entanto, afetar o fluxo de K"
(Seyama et al., 1985).

A metoxitripargina e a tripargina foram identificadas no tecido nervoso

de ratos, sem formagao de artefatos, em niveis da ordem de 0,2 a 0,3 ng/g
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de tecido. A distribuicdo neuroanatdomica desses compostos € bastante
homogénea, com uma maior concentragdo no cerebelo e no coértex cerebral
(Peura et al., 1989). Kari et al. (1979) realizaram a dosagem de tripargina em
plaquetas humanas, sendo de cerca de 9,4 ng/ml para um adulto jovem
normal.

De acordo com Shimizu et al. (1982), estudos preliminares da
atividade biolégica da tripargina tém evidenciado que a administragcao dessa
toxina na dose de 10mg/Kg em ratos leva a morte em 2 minutos, como
resultado de faléncia respiratoria e paralisia. A DLsp da tripargina em ratos é
de 16,9 mg/Kg em administragao intravenosa (Shimizu et al., 1984).

Os efeitos comportamentais e eletrocorticais da tripargina e de dois de
seus derivados (5-hidroxitripargina e 5 metoxitripargina) foram estudados por
meio de microinje¢cdes dessas substancias no terceiro ventriculo de ratos
normais. Observou-se que esses componentes produziram uma
dessincronizagcao da atividade eletrocortical, de maneira dose-dependente,
juntamente com uma sindrome de estimulagdo comportamental (Nistico et
al., 1987). O componente mais ativo € o 5-metoxitripargina, seguido da 5-
hidroxitripargina e da tripargina. (Nistico et al., 1987).

A peconha da aranha Parawixia bistriata possui em sua composigao,
além de acilpoliaminas e nucleosideo-toxinas, trés p-carbolinas, entre as
quais a 6-hidroxitripargina € a mais abundante (Cesar, 2000; Cesar et al.,
2005). Essa p-carbolina foi isolada por meio de fracionamento de extratos da
peconha bruta em cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) e sua
estrutura foi elucidada por uma combinacdo de técnicas espectroscopicas
que envolveram espectrofotometria-UV, espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear e espectrometria de massas do tipo ESI-MS/MS e HR-
MS. (Cesar, 2000; Cesar et al., 2005).
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Figura 4: Parawixia bistriata. A: espécime fémea. B) Férmula quimica do composto f-

carbolinico isolado da pegonha dessa aranha.

Bioensaios realizados com a peconha bruta de P. bistriata em abelhas
e termitas causaram agdes tremorigénicas, paralisia e até mesmo a morte de
parte dos individuos (Cesar, 2000; Fontana 2000). Esses dados sugerem
que a pegonha atue como um antagonista glutamatérgico no sistema
nervoso de insetos provocando uma paralisia bastante rapida (Fontana,
2000). A peconha bruta também apresentou atividade em mamiferos, sendo
capaz de inibir cerca de 60% da captagédo de GABA e promover a captagao
de L-glutamato em preparagdes de sinaptossomos do cortex cerebral de
ratos (Fontana et al., 2000). Aumentar a disponibilidade de GABA, que é um
neurotransmissor inibitério, e diminuir a disponibilidade de glutamato, um
neurotransmissor excitatorio, poderia significar uma ag¢do potencialmente
anticonvulsivante dessa peconha in vitro. A pegonha bruta, administrada de
maneira intracerebroventricularmente (icv), apresentou um efeito
anticonvulsivante para as crises induzidas por pentilenotetrazol (Rodrigues
et al., 2002).

A peconha bruta de P. bistriata foi injetada de modo icv em ratos
Wistars (fig. 5 e 6) e sua agdo foi observada por meio da expressédo da

proteina Fos. A proteina Fos é um fator de transcricdo induzivel, cuja
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ativacdo € uma ferramenta sensivel para mapear diferentes estimulos
farmacoldgicos, elétricos e fisiolégicos (Morgan & Curran, 1991; Lino-de-
Oliveira et al., 2001) em neurbnios ativados nos sistemas nervoso central
(Kobelt et al., 2004). Entre as areas Fos-imunorreativas a pegonha bruta
estdo o cortex cerebral, a area hipotalamica lateral, a regido perifornicial, a
area pré-optica, o nucleo septal lateral e os nucleos paraventricular e
dorsomedial do hipotalamo (Cesar, 2000). Esse padrdo de marcagao € muito
semelhante ao encontrado em animais submetidos ao estresse por altas
temperaturas (Harikai et al., 2003), o que sugere que a peg¢onha cause
desconforto ao animal, criando uma situacdo estressante. Essa acao
causada pela peconha parece agir em locais especificos do SNC,

principalmente em regides hipotalamicas, que se encarregam de iniciar uma

resposta especifica ao estresse sofrido.

Figura 5: Cirurgia icv. Observa-se o animal devidamente preso no estereotaxico para o inicio

dos procedimentos de colocagéo da canula.
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Figura 6: Procedimentos realizados na cirurgia icv. A: Preparagédo do animal para a cirurgia,
corte da pelagem, B: animal preso no estereotaxico, C: incisdo da pele, D: abertura de
orificio para colocagéo da canula, E: Local de introdugdo da canula e broca manual utilizada
na abertura de orificios para a colocacdo de parafusos que auxiliardo no suporte da canula,
F: canula icv, G: fixagao da canula e dos parafusos com acrilico polimerizante, H: animal em

pos-operatorio.
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Duas fragdes isoladas da peconha de P. bistriata, a PbTx 1.2.3 e a
PbTx 2.2.1 tiveram suas acgdes estudadas e apresentaram um padréo de
acao semelhante a da peconha bruta. A PbTx 1.2.3 estimulou a recaptagao
de glutamato em sinaptossomos do cortex cerebral de ratos e em culturas de
células (COS-7) (Fontana, 2003), enquanto a PbTx 2.2.1 inibiu a captagao
de GABA no modelo de sinaptossomos corticais de ratos (Fontana, 1997;
Beleboni, 2004).

Um nucleosideo de inosina isolado da pegonha de P. bistriata
apresentou acao convulsivante quando administrado, em alta concentracéo,
de maneira icv, em ratos (Rodrigues et al., 2004). A peconha de P. bistriata
apresenta componentes de baixas massas moleculares com propriedades
pré-convulsivantes.

As B-carbolinas encontradas na pegonha da aranha P. bistriata séao as
primeiras a serem descritas nesse grupo. O composto 6-hidroxitripargina foi
escolhido, como objeto de estudo do presente trabalho, por ser o mais
abundante dos trés compostos [B-carbolinicos encontrados na pegonha e
pelo fato de ter sido isolado da fracdo com maior acao inseto-especifica. O
estudo do mecanismo de acao desse composto foi abordado primeiramente
por meio de injecdo icv em ratos, observando-se um padrdo de marcagéo
com a proteina Fos que se assemelhou ao padrao obtido com a injegéo icv
da peconha bruta, porém ainda mais significativo. Ensaios utilizando a
administragcao da 6-hidroxitripargina por meio de inje¢des endovenosas (ev)
também foram realizados, porém em menor numero e evidenciaram uma
indugdo da expresséo de Fos similar a encontrada nos experimentos de icv,
porém com marcagdes no nucleo central da amigdala, que ndo aparecem
nos experimentos de icv e que devem ser melhor estudadas no futuro.

Partindo do principio que a 6-hidroxitripargina € um composto
derivado da tripargina, cujos estudos de mecanismos de agdo encontram-se
mais avang¢ados que do analogo em questao, procurou-se tragar um paralelo
comparativo entre os ensaios de injegdes icv dos dois compostos: tripargina
e 6-hidroxitripargina. Os resultados evidenciaram que as marcagdes

observadas para os dois compostos apresentam um padrao bastante
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semelhante, sendo a marcacdo de Fos nos ensaios observada
principalmente em regides hipotalamicas e alguns nucleos talamicos.

A partir da analise da marcagdo das areas Fos-imunorreativas,
iniciaram-se tentativas de se estabelecer a natureza desses neurdénios que
expressaram Fos. Para isso, foram realizadas duplas-marcag¢des, utilizando
anticorpos anti-Fos associados a outros anticorpos para os receptores
AMPA (rGluz;z) e NMDA (NMR4), para a enzima tirosina-hidroxilase e para o
neurotransmissor orexina, abundantes nessas regides marcadas. Observou-
se a nao existéncia de duplas marcagdes Fos/tirosina hidroxilase, o que
permitiu concluir que neurdnios pertencentes ao sistema catecolaminérgico
nao expressaram Fos durante a administracdo da 6-hidroxitripargina. Por
outro lado, cerca de 53% de células corticais duplamente marcadas foram
observadas nos experimentos de duplas-marcagées com receptores NMDA
do tipo NMR+ e 10% nos experimentos com receptores AMPA do tipo rGluy.

As duplas-marcacdes Fos/orexina também foram significativas com
cerca de 30% das células duplamente marcadas. As orexinas (ou
hipocretinas) sdo dois componentes de origem peptidica, que possivelmente
tenham agédo como reguladores homeostaticos dentro do SNC (Peyron et al.,
1998). Experimentos realizados com culturas de neurdnios reforcam a
hipotese de que as orexinas atuem como neurotransmissores excitatérios no
SNC (Lecea et al., 1998). As orexinas ligam-se a receptores pds-sinapticos
aumentando a captacdo de ions Ca*? no citosol e também agem em
receptores pré-sinapticos de axénios terminais, aumentando a liberagao de
glutamato e GABA. Esses peptideos podem ser encontrados
especificamente em neurdnios das areas hipotalamica lateral e dorsal. Os
neurbnios orexinérgicos possuem axonios que se projetam para muitas
outras regides do sistema nervoso, incluindo ponte e talamo (Lecea et al.,
1998).

Uma reducdo no numero de neurdnios orexinérgicos tem sido
apontada como a causa de uma doencga incuravel denominada narcolepsia,
cujos sintomas sao ataques durante o sono, alucinagdes hipnagdgicas,
catalepsias e anormalidades do ciclo de sono do individuo (Thannickal et al.,

2000). As principais drogas utilizadas para o tratamento dessa doenga s&o
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anfetaminas ou compostos relacionados, porém os efeitos colaterais incluem
a dependéncia e habituagcdo do paciente a droga (van del Pol, 2000).
Atualmente procura-se agonistas da orexina que possam substituir as
anfetaminas. Talvez o entendimento do mecanismo de acdo da 6-
hidroxitripargina em neurénios orexinérgicos possa contribuir no estudo de
drogas que auxiliem no tratamento da narcolepsia.

A 6-hidroxitripargina mostrou uma acado pro-convulsivante em
experimentos eletrofisioldgicos realizados em preparagdes hipocampais de
ratos Wistar (fig. 7), utilizando-se como modelo de ensaio um sistema livre
de ions Mg e também ensaios de perfusdo de Ringer normal com a
administragdo da 6-hidroxitripargina. Esses resultados foram importantes
pois justificaram a marcagdo de células Fos-imunorreativas em diversas
areas do SNC, incluindo regides do cértex e hipocampo que sao geralmente
ativadas por drogas convulsivantes. As regides hipotalamicas marcadas por
Fos, bem como os nucleos talamicos e as regides corticais sdo areas
relacionadas principalmente a respostas a situagdes de estresse e
ansiedade sofridas pelo animal, que podem estar sendo direta ou
indiretamente influenciadas pela acdo pré-convulsivante da 6-

hidroxitripargina.

A Pipeta intracelular
Pipeta extracelular

Fissura hipocampal

Comissura
de Schaffer

Giro denteado

Figura 7: Experimento eletrofisiologico. A. Esquema ilustrando uma fatia de hipocampo. B:
foto do hipocampo de rato (slice). C: cuba de perfusdo utilizada nos ensaios

eletrofisioldgicos. (fonte: Salamoni, 2004).

Esse trabalho é composto por dois capitulos (I e Il) feitos em forma de
artigo para publicagéo, sendo o capitulo | referente aos experimentos de Fos

e o capitulo Il referente aos experimentos eletrofisiologicos. (Fig. 8).
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RESUMO

Os compostos p-carbolinicos sdo alcaldides com propriedades
alucinégenas, encontrados em plantas e em tecidos e fluidos corpéreos de
mamiferos. Os derivados p-carbolinicos formados endogenamente em
mamiferos sdo considerados inibidores reversiveis da enzima monoamino
oxidase (MAO). Devido a essa acgao inibitéria, as p-carbolinas séao
consideradas como neuromoduladores capazes de regular os niveis de
aminas endogenas, tais como a serotonina, noradrenalina, tiramina e
catecolaminas. Essa neuromodulacdo ocorre por meio do controle de
processos metabolismo dessas aminas.

A B-carbolina usada neste trabalho foi extraida e isolada da pegonha
da aranha Parawixia bistriata (6-hidroxitripargina), sendo sintetizada pelo
protocolo de sintese de tetrahidrocarbolinas (Shimizu et al., 1982).
Experimentos de injegdes intracerebroventricular (icv) e endovenosa (ev) da
6-hidroxitripargina, nas respectivas concentra¢des de 0,1ug/ul e de 600pg/ul
foram realizados em ratos Wistar machos adultos (n=18 e n=6
respectivamente). Esse composto induziu a expressédo da proteina Fos em
algumas regides do sistema nervoso central (SNC), tais como, a area
hipotalamica anterior e area hipotalamica lateral, epéndima dos ventriculos,
a regiao perifornicial, area pré-optica lateral, nucleo septal lateral, cértex
sensorial e motor, nucleos paraventricular e dorsomedial do hipotalamo, o
hipocampo, zona incerta e alguns nucleos talamicos: reuniens, central
medial, rombadide, centro lateral e paracentral.

Para evidenciar a expressao de Fos foram realizados procedimentos
imunohistoquimicos, utilizando anticorpo primario anti-Fos e reacido de
imunoperoxidase, sendo os cortes posteriormente intensificados com dsmio,
para melhor visualizagdo das areas marcadas. A analise comparativa da
expresséo de Fos apds a administragcdo dos compostos 6-hidroxitripargina e
tripargina foi realizada, sendo a tripargina administrada de modo icv na
concentragdo de O0,1ug/pl (n=6). O padrao observado apdés a

imunohistoquimica revela uma marcagao bastante similar para ambos
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compostos. A identificagdo dos neurbnios Fos-imunorreativos a 6-
hidroxitripargina ocorreu por meio de duplas-marcagbes com alguns
receptores, enzima e neuropeptideo (rGluys, NMR4, tirosina-hidroxilase e
orexina). Observou-se a ocorréncia de células duplamente marcadas em
todos os casos, exceto em neurbnios que apresentam a enzima tirosina-
hidroxilase. Essa marcacao de Fos para neurbnios diferentes apds a agao
da 6-hidroxitripargina evidencia uma das caracteristicas peculiares dos
compostos B-carbolinicos, que ¢é capacidade de ligacao a diferentes
receptores do SNC.

Esses resultados abrem caminhos para um possivel estudo de
interacdo da 6-hidroxitripargina com algumas areas especificas do SNC de
roedores, areas essas, que se encontram principalmente na regiao
hipotalamica e que est&o relacionadas a atencgéo, ao estresse e ao alerta do
animal. O estudo da agdo desse composto possibilitara compreender

melhor uma possivel aplicagao para essa neurotoxina.
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ABSTRACT

B-carbolines are alkaloids compounds with hallucinogenic properties,
found in plants, tissues and body fluids. Some endogenous B-carbolines are
considered reversible inhibitors of monoamine oxidase enzyme (MAQO). Such
compounds are neuromodulators able to regulate the endogenous amine
levels, such as serotonine, noradrenaline, tiramine and catecholamines. This
neuromodulation occurs through the control of the release, reuptake and
metabolism process of the amines.

The pB-carboline used in this study, the 6-hydroxytrypargine, was
extracted and isolated from Parawixia bistriata spider venom; its was
synthetized throgh the tetrahydrocarbolines synthesis protocols, with
adaptations for such structure (Shimizu et al., 1982). Intracerebroventricular
(icv) and endovenous (ev) injections of the 6-hydroxytrypargine under its
respective concentrations of 0,1ug/ul and 600 ug/pl were performed in adult
male Wistar rats (n=18 and n=6, respectively). This compound induced the
expression of Fos protein in some areas of the central nervous system
(CNS), such as anterior hypothalamic area and lateral hypothalamic area,
ependyma on the ventricles, perifornical region, lateral preoptic area, lateral
septal nucleus, sensorial and motor cortex, paraventricular and dorsomedial
nuclei of the hypothalamus, hippocampus, zona incerta and some thalamic
nuclei: reuniens nucleus, central medial nucleus, rhomboid nucleus,
centrolateral nucleus and paracentral nucleus.

Immunohystochemistry procedures revealed the Fos expression. They
used anti-Fos primary antibody and immunoperoxidase reaction and were
intensificated with osmium to improve the visualization of the labeled areas.
The comparative analysis of the Fos expression was performed after the
administration of the 6-hydroxytrypargine and trypargine. Trypargine was
administrated icv under concentration of 0,1 pg/pyl (n=6). After
immunohistochemistry, the observed pattern was very similar for both
compounds. The identification of Fos-immunorreactive neurons to 6-

hydroxytrypargine occured through double-labeling with some receptors,
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enzymes and neurotransmitors (rGluys, NMRj, tyrosine-hydroxilase and
orexin). The double-labeling just not occurred in neurons containing tyrosine-
hydroxilase. The presence of different Fos-immnoreactive neurons to the 6-
hydroxytrypargine shows the affinity of the p-carboline compounds with many
different receptors of the CNS.

These results will allow new studies about the interaction of the 6-
hydroxytrypargine with some specific areas of the CNS of rats, specially in
the hypothalamic region, related to attention, stress and arousal. The study
the mechanism of action of this neurotoxin will permit to discover practical

application to this compound in near future.
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INTRODUGAO

A 6-hidroxitripargina € um composto de baixa massa molecular
isolado recentemente da pegonha da aranha Parawixia bistriata (Cesar,
2000). Para a elucidacdo dessa estrutura quimica, a pegonha bruta foi
submetida a um fracionamento por meio de cromatografia liquida de alto
desempenho, sendo cada uma das fragdes isoladas e estudadas
separadamente. A fracdo mais abundante foi inicialmente escolhida por
apresentar acao bioinseticida em presas dessa aranha. A elucidacao
estrutural dessa fracdo foi realizada com auxilio de técnicas
espectroscopicas que revelaram que o composto em estudo é formado pela
condensacgao de um triptofano com uma arginina, que resulta na formagao
da molécula de tripargina, que por sua vez sofre uma hidroxilagdo no grupo
indol, na posicdo 6, formando o composto alcaldide denominado 6-
hidroxitripargina (Cesar, 2000).

As toxinas de aranhas sao classificadas em trés grandes classes:
proteinas de alta massa molecular; toxinas peptidicas e as toxinas de baixas
massas moleculares (Kawai & Nakajima, 1993). Nesse ultimo grupo
encontram-se ja descritas as acilpoliaminas, compostos isolados das
peconhas de algumas aranhas e vespas solitarias (Kawai et al., 1982; Palma
et al., 1997). Essas acilpoliaminotoxinas apresentam agao neurobloqueadora
em receptores de glutamato ionotropico (Palma et al, 1997). Existem
também as nucleosideo toxinas, encontradas em peconhas de aranhas e
serpentes, capazes de bloquearem receptores de cainato e canais de Ca*?
do tipo-L (McCormick et al., 1999). O composto 6-hidroxitripargina € uma
toxina de baixa massa, com propriedades quimicas diferentes dos
compostos ja descritos nesse grupo, sendo considerada como a primeira
tetrahidro-B-carbolina encontrada numa peconha de aranha (Cesar, 2000;
Cesar et al. 2005).

As [B-carbolinas s&o alcaldides farmacologicamente ativos que atuam
inibindo a atividade da enzima MAO (Shimizu et al., 1982). Esses compostos

B-carbolinicos interferem na concentragdo cerebral de alguns
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neurotransmissores, pois exercem uma ag¢ao neuromoduladora, capaz de
regular o mecanismo de controle da liberagdo, da recaptacdo e do
metabolismo de algumas aminas endégenas como: acetilcolina, serotonina,
catecolaminas e tiraminas (Nielsen et al., 1982). Estudos evidenciam que as
B-carbolinas possuem alta afinidade de ligagdo por diferentes receptores
neurais, tais como: imidazélicos (Husbands et al., 2001), serotonérgicos
(Glennon et al., 2000) e benzodiazepinicos (Airaksinen et al., 1987; Mller et
al., 1991).

Os compostos B-carbolinicos foram descritos pela primeira vez em
plantas da espécie Peganum harmala (Carreras & Alonso, 1967).
Atualmente sabe-se da existéncia dessas substéncias também em tecidos e
fluidos corporeos de mamiferos (Rommelspacher et al., 1991) e em outros
grupos animais como esponjas marinhas do género Eudistoma (Wagoner, et
al., 1991), na pele da ra Kassina senegalensis (Akizawa et al., 1982) e agora
na peconha de P. bistriata (Cesar, 2000).

O composto tripargina foi isolado pela primeira vez da pele de uma ra
africana, denominada Kassina senegalensis (Shimizu et al., 1982). Essa [3-
carbolina foi identificada posteriormente em encéfalo de rato e plaquetas
humana (Peura et al., 1989; Kari et al., 1979). Esse alcaldide exerce agao
inibitoria sobre canais de Na*, suprimindo a corrente desses ions, que por
sua vez, reduzem o grau de abertura de canais de Ca*> em membranas
axonais de lula, agindo como um modulador da liberagdo de
neurotransmissores em receptores serotonérgicos (Akizawa et al., 1982;
Seyama, et al., 1985).

Efeitos comportamentais e eletrocorticais da tripargina e de dois de
seus derivados (5-metoxitripargina e 5-hidroxitripargina) foram estudados por
meio de inje¢des icv em ratos (Nistico et al., 1987). Segundo os autores,
esses trés compostos produziram uma dessincronizacdo da atividade
cerebral, de maneira dose dependente e uma sindrome de estimulacio
comportamental.

A expressao da proteina Fos tem sido empregada nos estudos de
mapeamento da acdo de muitos farmacos no SNC. Essa proteina é

considerada como um marcador da ativagdo neuronal, por ser um fator de
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transcricdo induzivel capaz de ser rapidamente expresso, apos estimulagdes
extrinsecas e cuja expressdo pode ser observada em regides distintas do
SNC (Sagar et al., 1988; Lino-de-Oliveira, 2001).

A N-metil-B-carbolina-3-carboxamida (FG-7142) é uma B-carbolina
caracterizada como uma droga ansiogénica, com agao em receptores
benzodiazepinicos (Singewald et al., 2003). Estudos da expressdo da
proteina Fos apds a administragdo dessa B-carbolina evidenciaram um
aumento de células Fos-imunorreativas em varias regides do coértex, nos
nucleos septal lateral e septal medial, no hipocampo dorsal, nos nucleos
central, basolateral e medial da amigdala, nos nucleos paraventricular e
dorsomedial do hipotalamo e na area hipotalamica lateral. Segundo esses
autores, expressdes de Fos em regides da amigdala, nucleo paraventricular
do hipotalamo, nucleo septal lateral e cortex pré-frontal podem estar
associados a mecanismos de ansiedade ativados pela acado desse
composto.

Nesse trabalho, objetivou-se estudar a agéo icv e ev da B-carbolina 6-
hidroxitripargina no SNC de ratos, por meio da expressao da proteina Fos.
Assim como outros derivados analogos a tripargina, procurou-se tragar um
paralelo comparativo entre ensaios icv desses dois compostos, com o
objetivo de elucidar o mecanismo de agao da 6-hidroxitripargina e de auxiliar

na descoberta de uma possivel aplicagao para esse composto.



49

MATERIAL E METODOS

Sintese da 6-hidroxitripargina

A sintese da 6-hidroxitripargina foi realizada com base nos
conhecimentos da sintese da tripargina de acordo com o protocolo descrito
por Shimizu et al. (1982). A B-carbolina em estudo foi sintetizada a partir de
2-benzil — 3 - (metoxicarbonil) — 1,2 ,3 ,4 — tetrahidro - 9H — pirido [3 ,4 - b]
indol -1-acido propidnico, por meio da reag&o assimétrica de Pictet-Spengler
de Nyp-benzil-(D)-triptofano metil ester. A analise da qualidade do material
obtido na sintese foi realizada através da identificacdo de algumas
propriedades fisico-quimicas da 6-hidroxitripargina (mp 211-213 °C; [d]p
+37° (MeOH); MS m/z:272 (M+H)") com os dados obtidos na publicagéo ja
descrita (Shimizu et al., 1982).

Animais

Os animais utilizados nestes experimentos foram ratos Wistar machos
adultos com 60 dias e peso aproximado de 250 a 300 g, trazidos para o
Biotério de Experimentacao do Depto. de Anatomia ICB/USP sete dias antes
da experimentagdo para ambientacdo ao novo local, sendo alojados dois
animais por gaiola, com ragao e agua ad libitum e permanecendo num ciclo
de claro/escuro de 12:12 horas a partir das 7:00h, em temperatura ambiente
de 21°C e umidade relativa do ar de 55%. Os experimentos foram
conduzidos em conformidade com as normas do Instituto Nacional de
Normas de Saude e Cuidados na Utilizacdo de Animais de Laboratério
(1996) e da Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto de

Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.
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Cirurgia para a colocagcdo da cénula icv e habituagdo

A canula guia foi implantada no ventriculo lateral (AP = — 0,4; ML = -
1,4; DV = - 3,4) (Paxinos & Watson, 1998) sob ac&o anestésica de cetamina,
xylazina e acepromazina (25:5:1 mg/Kg peso corpoéreo) sete dias antes da
injecdo da 6-hidroxitripargina Durante esse periodo que antecedeu o
experimento, os animais foram manipulados pelo experimentador, pelo
menos duas vezes ao dia, durante 10 minutos, para promover a habituagao
do animal e minimizar o estresse, no momento da inje¢do icv, que poderia

vir a interferir nos resultados finais.

Administragdo da 6-hidroxitripargina e da tripargina icv

Para a injegao icv, a canula de injecao foi introduzida pela canula
guia, cerca de duas horas antes do experimento e as duas B-carbolinas em
estudo (6-hidroxitripargina e tripargina) foram administradas em dois grupos
distintos. O primeiro grupo (n=18) recebeu cerca de 10ul de solugéo
contendo 6-hidroxitripargina na concentragdo de 0,1ug/ul. Ja o segundo
grupo (n=6) recebeu cerca de 10 pl de solugdo contendo tripargina na
concentragdo de 0,1ug/ul. Nos animais dos grupos controles de ambos
experimentos (n=18 e n=6 respectivamente) injetou-se apenas o veiculo,
10ul de solugao salina [0,9% (m/V)].

Cirurgia para a colocagédo da cénula ev

A canula ev foi introduzida pela veia femural dos animais, sob a agao
de wuma solugdo anestésica composta de cetamina, xylazina e
acepromazina. Apos a incisdo da pele e divulsao do tecido conjuntivo, a veia
femural foi isolada com auxilio de pingas cirurgicas e a circulagao local
momentaneamente interrompida em dois pontos, com uma distancia de
cerca de 1cm de um ponto a outro. Apds a interrupgao da circulagdo, uma
pequena seccdo na veia permitiu sua canulacdo. Essa extremidade da

canula utilizada na canulacao foi devidamente fixada no tecido muscular do
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animal, por meio de uma sutura muscular, enquanto a outra extremidade foi
interiorizada através da regido subcutanea do corpo do animal até atingir seu
dorso, na altura dos ossos da escapula, sendo exteriorizada e fechada
adequadamente. Esse procedimento foi realizado sete dias antes da injegéo
da 6-hidroxitripargina. Os animais foram manipulados da mesma forma que

0s submetidos a injegao icv.

Administragdo da 6-hidroxitripargina ev

A 6-hidroxitripargina foi injetada ev em 250ul, na concentragao:
600ug/ul (n=6), dissolvida em solugédo salina [0,9% (m/V)], nos animais

controle (n=6) foi injetado apenas solugéo salina [0,9% (m/V)].

Perfuséo transcardiaca

Apods duas horas decorridas da injegdo da 6-hidroxitripargina, tempo
em que a marcagao da proteina Fos mostrou-se mais efetiva (Cesar, 2000),
os animais foram submetidos a perfusao transcardiaca, primeiramente com
solugdo salina 0,9% (m/V) (cerca de 75ml), seguida pelo fixador de
formaldeido a 4% (m/V) a 4°C (cerca de 750 a 800ml) durante 25 minutos.

Pos-fixagdo dos encéfalos e microtomia

Os encéfalos foram retirados e colocados em solugao fixadora de
paraformaldeido a 4% (m/V), contendo 10% (m/V) de sacarose para
crioprotecao e pos-fixados por 4 horas, sendo em seguida transferidos para
uma solugao salina de tampao fosfato de potassio (KPBS) contendo 10% de
sacarose por cerca de 18 horas. Os encéfalos foram cortados em microtomo
de congelamento, com 30um de espessura no plano coronal em 5 séries de
1 em 5 e armazenados a — 20°C em solugado anticongelante de etileno

glicol/glicerol.
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Imunohistoquimica

Uma série de cortes do encéfalo de cada um dos animais utilizados
nos experimentos foi usada para a marcagao imunohistoquimica. Os cortes
foram tratados com 0,3% de perdxido em solugcdo tampdo de fosfato de
potassio (KPBS) + 0,3% de Triton, por cerca de 30 minutos, sendo em
seguida, incubados em anticorpo primario anti-Fos (Oncogene Ab5) feito em
coelho, na concentracédo 1:20000 e 3% de soro normal de cabra em KPBS +
3% de Triton X-100, por 18 horas a temperatura ambiente, sob constante
agitacao e no escuro. Os cortes foram entdo lavados em KPBS e incubados,
por 1 hora, em anticorpo secundario biotinilado, feito em cabra contra coelho
(Jackson Labs 1:1000) e por mais 1 hora em complexo de avidina-biotina
(Vector, 1:500). Apds esses procedimentos os cortes foram reagidos com
tetrahidroclorato de diaminobenzidina (DAB, Sigma) e 0,01% de perdxido de
hidrogénio dissolvidos em KPBS. Os cortes permaneceram reagindo por
cerca de 3 minutos, e para cessar as reagdes foram realizadas lavagens
sucessivas com KPBS (Gerfen & Sawchenko, 1984; Shu et al, 1988; Sita et
al., 2003). Uma vez ocorrida a reagao para a marcagao de Fos os cortes
foram montados em laminas e intensificados em solu¢cdo de ésmio 0,005%

para realcar a reagao imunohistoquimica.

Duplas-marcagbes

Para investigar a neuroquimica dos neurénios que expressam Fos
apos a administragdo da 6-hidroxitripargina foram realizadas duas técnicas
diferentes  de marcacgao: dupla imunohistoquimica e  dupla
imunofluorescéncia (somente no caso da tirosina-hidroxilase).

Nas reacdes de dupla imunohistoquimica, quatro séries de cortes
foram tratadas com 0,3% de perdxido em solucédo tampéao KPBS + 0,3% de
Triton, por cerca de 30 minutos, sendo em seguida, incubados em anticorpo
primario anti-Fos (Oncogene Ab5) feito em coelho, na concentragdo 1:20000
e 3% de soro normal de cabra em KPBS + 3% de Triton X-100, por 18 horas

a temperatura ambiente, sob constante agitagdo e no escuro. Os cortes
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foram entdo lavados em KPBS e incubados em anticorpo biotinilado
secundario feito em cabra contra coelho (Jackson Labs 1:1000) e em
complexo de avidina-biotina (Vector, 1:500), ambos por 1 hora. Apds esse
procedimento os cortes foram reagidos com tetrahidroclorato de
diaminobenzidina e niquel (DAB-Ni, Sigma) e 0,01% de peréxido de
hidrogénio dissolvido em KPBS. Os cortes permaneceram reagindo por
cerca de 3 minutos e para cessar as reagdes foram realizadas lavagens
sucessivas com KPBS. Em seguida, os cortes foram lavados e cada uma
das séries foi incubada em KPBS + 0,3% de Triton X-100 e um dos
seguintes anticorpos: anti-rGluys (1:500); anti-NMR4 (1:1000); anti-tirosina-
hidroxilase (1:1000) e anti-orexina (1:5000), sendo incubados por 18 horas a
temperatura ambiente, sob constante agitacdo. Os cortes foram lavados em
solucdo de KPBS e incubados em solugdo contendo anticorpo secundario
biotinilado de cabra contra coelho (Jackson Labs, 1:200) por 1 hora e 30
minutos, seguida por mais 1 hora e 30 minutos de incubagdo em complexo
de avidina-biotina (Vector 1:500). Em seguida os cortes foram incubados em
tetrahidroclorato de diaminobenzidina (DAB, Sigma) e 0,01% de peréxido de
hidrogénio diluidos em KPBS, por cerca de 3 minutos, sendo a reagao
paralisada com sucessivas lavagens com KPBS. E os cortes montados em
laminas gelatinizadas.

Para a dupla imunofluorescéncia, uma série de cortes foi incubada em
anticorpo primario policlonal anti-Fos feito em coelho (Oncogene Ab5), na
concentracao 1:1000 e 1% de BSA, em solucdo de KPBS e 0,3% de Triton
X-100, por 18 horas a temperatura ambiente. Os cortes foram em seguida,
lavados em KPBS e incubados em anticorpo secundario conjugado de
fluoresceina (FITC) anti-coelho feito em mula (Jackson Labs), na
concentracao de 1:200, por 1 hora. Em seguida os cortes foram incubados
em anticorpo policlonal anti-TH (tirosina-hidroxilase) feito em ovelha
(Chemicon), na concentragdo 1:5000 e 1% de BSA em KPBS e 0,3% de
Triton X-100, por 18 horas, a temperatura ambiente. Apds serem lavados por
KPBS, os cortes, foram incubados em anticorpo Cy3 secundario conjugado

anti-ovelha, feito em mula (Jackson Labs), na concentragao de 1:200, por 1
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hora. Em seguida, os cortes foram montados em laminas gelatinizadas e

cobertos com tampao glicerol (pH 8,5).

Aquisi¢do das Imagens

As fotomicrografias foram adquiridas por meio de uma camera digital
Spot RT (Instrumentos Diagnosticos) adaptada a um microcépio Leica DMR
e a um computador PC Apple Macintosh Power. Para a aquisi¢ao utilizou-se
o software Adobe PHOTOSHOP 5.0. As imagens foram trabalhadas usando
o programa Corel Draw 11 e apenas ajustes finos, como brilho, contraste e

balango de cores foram utilizados.

Andlise Estatistica

Para a analise quantitativa de células imunorreativas a Fos foram
escolhidos cinco cortes representativos de cada uma das regides cerebrais
de interesse, doze areas foram incluidas nas analises. Em cada um dos
cortes, o niimero de células foi contado numa area tecidual de 0,2 mm? (para
0s nucleos: paraventricular do hipotalamo, septal lateral, dorsomedial, centro
lateral, centro medial, paracentral, reuniens e para o cortex sensorial) ou 1
mm? (&rea hipotalamica lateral, area perifornicial, area pré-optica, hipocampo
e zona incerta). A analise estatistica foi realizada de acordo com protocolo
descrito por Beck e Fibiger (1995), sendo o teste-t utilizado para comparar
0s grupos controle e da 6-hidroxitripargina, com nivel de significancia da
ordem de p < 0,05. Nessa estatistica foram analisados somente os cortes de
enceéfalo de ratos utilizados nos experimentos icv com administracdo de 6-
hidroxitripargina, pelo fato desse experimento ter um numero amostral
consideravelmente maior que o dos outros experimentos ensaiados, as
informagdes foram consideradas estatisticamente significativas (p < 0,05,

para todas as areas amostrais).
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RESULTADOS

A administracdo da pB-carbolina 6-hidroxitripargina em ratos
Wistar evidenciou o carater neuroativo desse composto em mamiferos. Os
efeitos da acdo da 6-hidroxitripargina ministrada de forma icv foram
representativos em algumas regides do SNC desses animais, principalmente
em regides do hipotalamo e em alguns nucleos talamicos. Entre essas areas
que expressaram Fos estdo as regides periventricular e perifornicial, o
nucleo septal lateral, os nucleos paraventricular e dorsomedial do
hipotalamo, a area pré-optica lateral, os nucleos talamicos reuniens,
paracentral, centro lateral, centro medial e rombdide, a zona incerta, o
hipocampo e o cortex sensorial e motor (fig. 9A, 9C, 9E, 9G, 9l, 9K e 9M).
Nos individuos controle (fig. 9B, 9D, 9F, 9H, 9J, 9L e 9N), observou-se uma
marcagao pouco expressiva nas areas ja descritas como Fos-imunorreativas
a peconha, ja que somente cerca de 10% dos neurdnios apresentavam-se
marcados (tabela 1). Isso indica que as marcagdes observadas nos animais
tratados com 6-hidroxitripargina sao, na sua grande maioria, resultantes da
possivel agdo dessa f-carbolina no SNC desses roedores e que a
manipulacdo desses animais, durante os sete dias que antecederam a
administragdo do composto, contribuiu para minimizar a agcéo do estresse
sofrido durante os procedimentos de inje¢ao icv.

Para esse primeiro experimento de administracdo icv da 6-
hidroxitripargina, a contagem de células foi feita em 12 regides diferentes,
tanto para animais controle quanto para os tratados com essa [3-carbolina
(tabela 1). Uma analise estatistica paramétrica (teste-t) foi realizada,
evidenciando-se significancia em nivel de p < 0,05, para todas essas areas.
Os outros experimentos, embora, ndo fagam parte dessa analise,
evidenciam um padrao de expressao de Fos muito similar ao experimento

analisado acima.
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Figura 9 A-H.
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Figura 9: Distribuicao da presenca da proteina Fos no SNC de rato. Fotomicrografias de campo claro
evidenciando células imunorreativas a proteina Fos (setas) apos administragdo intracerebroventricular
da 6-hidroxitripargina (A-M) e em animais controle apdés administracdo de solugao salina (B-N).
A-B: cortex; C-D: area hipotalamica; E-F: nucleo septal lateral; G-H: nucleo paraventricular do
hipotalamo; I-J: nucleo dorsomedial do hipotdlamo; K-L: nucleos talamicos; M-N: hipocampo.
Abreviagdes: 3V: terceiro ventriculo; CA1: regido CA1 do hipocampo; CAZ2: regiao
CA2 do hipocampo; CA3: regido CA3 do hipocampo; cc: corpo caloso; CL: nucleo centro lateral;
CM: nucleo centro medial ; DMD: ntcleo dorsomedial do hipotalamo; f: fornice; LH: area hipotalamica
lateral; LS: nlcleo septal lateral; LV: ventriculo lateral; MPA: area pré-optica medial; mt: trato mamilo
talamico; ox: quiasma optico; PVH: nucleo paraventricular do hipotalamo; Pe: regido periventricular;
PC: nucleo paracentral; S1: cortex sensorial; Re: nlcleo reuniens; Rh: ntcleo rombdéide; Zi: zona incerta.
Barra de escala: 100 pym em A-B/ G-H/ I-J/ K-L/ M-N, 150 pym em C-D, 200 um em E-F.
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Tabela 1. Numero de células (média * SEM) mostrando a

imunorreatividade das células Fos em ratos submetidos ao tratamento

com salina [0,9% (m/V)] e com a 6-hidroxitripargina (0,1 pg/ul).

Regibes Salina 6-hidroxitripargina
Coértex Sensorial 11,8 £4,32 92,0 £ 5,50
Hipocampo 8,4 £ 1,47 39,4 £4,45
Nucleo Septal Lateral 14,2 £ 2,60 139,8 + 16,30
Nucleo Centro Lateral 5,0+1,38 41,6 + 7,23
Nucleo Centro Medial 7,0+ 1,22 48,4 £ 13,44
Nucleo Paracentral 9,0+1,52 39,8 +4,82
Nucleo Reuniens 6.0+1.18 22,8 + 0,97
Zona Incerta 7,6+1,94 41,0 £ 5,68
Nucleo Paraventricular * 14,2 + 4,45 206,6 + 24,60
Nucleo Dorsomedial * 7,0+1,67 31,60 £ 7,88
Area Hipotalamica Lateral | 12,0 + 1,64 68,8 + 23,67
Area Perifornicial 12,6 + 1,33 39,8 £7,57

As células imunorreativas foram contadas em areas fixas (ver texto com descrigcdo) nas
regibes acima descritas. Os valores atribuidos na tabela s&o referentes as médias (£ SEM)
do numero de células Fos positivas, n= 6, sendo p< 0,05 (teste t ) para todas as areas. (*)

nucleos do hipotalamo.

Com objetivo de caracterizar ainda melhor a acdo da 6-
hidroxitripargina e avaliar a capacidade da mesma de atravessar a barreira
hemato-encefdlica, experimentos com injegbes ev foram realizados
evidenciando que as regides que expressaram Fos apds esses ensaios
foram basicamente as mesmas observadas nos experimentos de icv (fig.
10A, 10C, 10E, 10G, 10l, 10K e 10M), com excecdo das marcagdes no
nucleo central da amigdala (10K e 10L). As figuras 10B, 10D, 10F, 10H, 10J,
10L e 10N evidenciam a pouca expressdao de Fos observada nos animais

controle.
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Figura 10 A-H.



60

Figura 10: Distribuigdo da presenga da proteina Fos no SNC de rato. Fotomicrografias de campo clara
evidenciando células imunorreativas a proteina Fos (setas) apds administragdo endovenosa da
B-hidroxitripargina (A-M) e em animais controle apos administragdo de solugdo salina (B-N). A-B: cortex;
C-D: area hipotalamica; E-F: nucleo septal lateral; G-H: nlcleo paraventricular do hipotalamo; I-J: nticleos
talamicos; K-L: regiao da amigdala; M-N: hipocampo. Abreviacdes: 3V: terceiro ventriculo; AHA: area
hipotalamica anterior; CA1: regido CA1 do hipocampo; CA2: regido CA2 do hipocampo; CA3: regido CA3
do hipocampo; cc: corpo caloso; Ce: nucleo central da amigdala; CL: nucleo centro lateral; CM: niclea
centro medial; f: fornice; LS: nlcleo septal lateral; LV: ventriculo lateral; Me: medial da amigdala; opt:
tracto éptico; ox: quiasma optico; PVH: nicleo paraventricular; PC: nicleo paracentral; Pir: cortex piriforme,
Re: nucleo reuniens; Rh: nicleo rombédide; VM: ntcleo ventromedial; ZI: zona incerta. Barra de escala:

50 um em A-B, 100 um em E-F/ G-H/ I-J/ K-L/ M-N, 200 um em C-D.
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A 6-hidroxitripargina € uma p-carbolina recentemente caracterizada e
descrita na literatura, cujas primeiras acdées no SNC de mamiferos estdo
sendo elucidadas nesse trabalho. O composto analogo a 6-hidroxitripargina
mais conhecido e com agdes descritas na literatura é a tripargina. Essa -
carbolina isolada da ra Kassina senegalensis apresenta agdes inibitorias
sobre canais de Na* e Ca™ e também é capaz de produzir mudancas
fisiologicas e comportamentais, quando administrada icv em ratos. Embora
bastante estudada, seu mapeamento por meio da expressdo da proteina
Fos, ndo havia sido ainda realizado.

Em nivel de comparacgao, a tripargina foi administrada de maneira icv
como observado nas figuras 11A, 11C, 11E e 11G e seus respectivos
controles (fig. 11B, 11D, 11F e 11H). Evidenciando um padréo de expressao
de Fos bastante similar ao da 6-hidroxitripargina, porém, as marcacgdes

dessa foram num maior niumero de células Fos-imunorreativas (fig.12).



62

Figura 11: Distribuico da presenca de Fos no SNC de rato.
Fotomicrografias de campo claro evidenciando células imunorreativas a
proteina Fos (setas) apds administragdo intracerebroventricular da tripargina
(A-G) e em animais controle ap6s administragcao de solugao salina (B-H). A-
B: area hipotalamica anterior; C-D: nucleo septal lateral; E-F: nucleo
paraventricular do hipotalamo; G-H: nudcleos talamicos; K-L: regido da
amigdala; M-N: hipocampo. Abreviagdes: 3v: terceiro ventriculo; CL: nucleo
centro lateral; CM: nucleo centro medial; f: fornice; LH: area hipotalamica
lateral; LHb: nucleo habenular lateral; LS: nucleo septal lateral; LV: ventriculo
lateral; PVH: nucleo paraventricular do hipotalamo; PC: nucleo paracentral;
PVA: nucleo paraventricular anterior do talamo. Barra de escala: 100um em
A-B-F, 150um em E, 200pm em C-D/ G-H.
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Figura 11 A-H.
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Algumas duplas-marcagdes utilizando anticorpo anti-Fos associado a
anticorpos contra alguns tipos de receptores ou mesmo neurotransmissores
foram empregados com objetivo de se estudar a natureza dos neurénios que
expressaram Fos, apds a administragdo da 6-hidrotripargina. Entre os
anticorpos testados estdo os dos receptores: rGluys e NMR4, da enzima
tirosina hidroxilase e do neurotransmissor orexina. Duplas-marcagdes foram
observadas em quase todos os casos, exceto com a tirosina hidroxilase (Fig.
13A a 13H). Com os experimentos de duplas-marcagdes Fos/tirosina
hidroxilase, pb6de-se comprovar que neurdnios catecolaminérgicos né&o
expressaram Fos, esse fato foi bem evidenciado pelas reacbes de
imunofluorescéncia (13C a 13H) que indicaram a auséncia de co-

localizagbes de neurdnios catecolaminérgicos e nucleos Fos-imunorreativos.
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Figura 13: A ndo co-localizagdo da proteina Fos e tirosina hidroxilase.
Fotomicrografias de campo claro (A e B) e de imunofluorescéncia (C-H)
evidenciando a auséncia de duplas-marcacdes Fos/tirosina hidroxilase. A
expressdo de Fos (setas preenchidas) é evidenciada nos nucleos dos
neurénios e a de tirosina hidroxilase no soma dessas células (setas sem
preenchimento). A-H: nudcleo paraventricular do hipotalamo. Abreviagdes:
3V: terceiro ventriculo; PVH: nucleo paraventricular do hipotalamo. Barra de
escala: 50um em B/ D/ F/ H, 100um A/ C/ E/ G.
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Figura 13 A-H.
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Em todos o0s outros experimentos com duplas-marcacdes
(Fos/orexina, Fos/NMR+, Fos/rGluys3) foi possivel observar uma quantidade
significativa de neurdnios duplamente marcados (tabela 2) em diferentes
regides cerebrais, que incluem cortex, regides hipotaldmicas e talamicas (fig.
14, fig. 15 e fig. 16). Esses resultados evidenciam que o composto 6-
hidroxitripargina possui afinidade, a diferentes tipos de neurdnios, incluindo

0Ss orexinergicos.

Tabela 2. Numero de neurénios duplamente marcados Fos/NMR1,

Fos/orexina e Fos/rGlu2/3

% de duplas- | NMR;? Orexina ® RGlugys ©
marcagoes
Fos 53,4% 30,6% 10,2%

As células duplamente marcadas em suas respectivas porcentagens estdo representadas
acima. Sendo a e c: contagem de células corticais regido S; e b: contagem de células da

area hipotalamica lateral e dorsal.

A existéncia de duplas-marcacdes Fos/orexina ocorreram em cerca
de 30% do total de células orexinérgicas (14A a 14C), evidenciando a
descoberta de que neurbnios orexinérgicos, possam estar de alguma
maneira, associados a acao de compostos [(-carbolinicos, como a 6-
hidroxitripargina. Esses neurénios sdo encontrados exclusivamente na area
hipotalamica lateral e dorsal, sabe-se que seus axbnios projetam-se para
muitas outras regides do sistema nervoso, incluindo ponte, talamo e cértex

cerebral.
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Figura 14: Co-localizagao da proteina Fos e orexina. Fotomicrografias de campo claro evidenciando as
duplas-marcagdes Fos / orexina (setas). A expressdo de Fos (pontos escuros) é evidenciada nos nicleos
dos neurdnios e a de orexina no soma dessas celulas. A, B e C: area hipotalamica lateral. Abreviagdes:
3V: terceiro ventriculo; f: fornice; LH: area hipotalamica lateral. Barra de escala: 25 ymem C, 100 ymem B
150 um em A. Retangulo indica area com maior aumento visualizada em C.
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Nas figuras 15A a 15H observam-se as duplas-marcag¢des de
Fos/NMR1 em diferentes regides do SNC, que incluem area hipotalamica
lateral, regido perifornicial, nucleo septal lateral, os nucleos talamicos
paracentral, centro medial e centro lateral, zona incerta, hipocampo e cértex
sensorial. Cerca de 53% dos neurénios NMR; presentes na regido S do
cortex cerebral expressaram Fos, evidenciando uma possivel agao da 6-

hidroxitripargina nessas células.
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Figura 15: Co-localizagdo da proteina Fos e NMR4. Fotomicrografias de
campo claro evidenciando a presenca de duplas-marcagdes Fos/ NMR;
(setas). A expressao de Fos (pontos escuros) € evidenciada nos nucleos dos
neurdnios e a de NMR{ no soma dessas células. A: area hipotalamica; B:
regidao perifornicial; C: nucleo septal lateral; D: nucleos talamicos; E e F:
hipocampo; G e H: cortex. Abreviagdes: 3v: terceiro ventriculo; CA1: regido
CA1 do hipocampo; CL: nucleo centro lateral; CM: nucleo centro medial; f:
férnice; LH: area hipotalamica lateral; LS: nucleo septal lateral; LV: ventriculo
lateral, opt:quiasma 6ptico; ox: quiasma optico; PC: nucleo paracentral ;PVH:
nucleo paraventricular do hipotalamo; S1: cértex sensorial; ZI: zona incerta.
Barra de escala: 25um F/ G/ H, 50um em B, 100um EM A/ C/ E, 200um em
D.
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Figura 15 A-H.
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As duplas-marcag¢des Fos/rGluys (fig. 16A a 16F) ocorrem em menor
proporg¢ao que as observadas nos dois casos anteriores, com cerca de 10%
das células corticais da regido S; duplamente marcadas. Esse fato pode
indicar que o composto 6-hidroxitripargina tem agao por diferentes tipos de
neurdnios, porém verifica-se que essa agao é proporcionamente diferencial

para cada um dos experimentos de duplas-marcacdes.
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Figura 16: Co-localizacao da proteina Fos e rGlu2/3. Fotomicrografias de campo claro evidenciando as
duplas-marcagoes Fos / rGlu2/3 (setas). A expressao de Fos (pontos escuros) € evidenciada nos nucleos
dos neurdnios e a de rGlu2/3 no soma dessas células. A e B:nucleo septal lateral; C e D: niclea
paraventricular do hipotalamo; E e F: cortex. Abreviagdes: 3V: terceiro ventriculo; LS: nticleo septal lateral;
LV: ventriculo lateral; PVH: nlcleo paraventricular do hipotalamo; S1: cortex sensorial.
Barra de escala: 25 pym em B/ D/ F, 50 pym em E, 100 pm em A-C.
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DISCUSSAO

Durante a padronizagdo da dose de 6-hidroxitripargina a ser
administrada de maneira icv, o primeiro grupo de animais recebeu o
equivalente a 50ug/ul de 6-hidroxitripargina. Decorridos cerca de 5 minutos,
apdés a administracdo do composto, os ratos apresentaram estado de mal
epiléptico, caracterizado por atividades tonico-clénicas repetidas que
perduraram por cerca de 1 hora e 30 minutos. Depois da perfusdo desses
animais, cortes de seus encéfalos foram estudados por meio de
imunohistoquimica e pdde-se observar uma marcagao bastante similar as
apresentadas nesse trabalho, porém com maior numero de células Fos-
imunorreativas em regides do coértex cerebral, tanto sensoriais, quanto
motoras. Essa observagcao comportamental (do mal epiléptico), juntamente
com o estudo da expressdo da proteina Fos foram confirmados
recentemente por ensaios de eletrofisiologia, que comprovaram a ag¢ao da 6-
hidroxitripargina como um pro-convulsivante (Capitulo 2).

A 6-hidroxitripargina € pertencente a familia das [-carbolinas,
alcaldéides farmacologicamente ativos caracterizados por suas propriedades
hipotensivas, alucindégenas e tremorigénicas (Martin et al. 2003). Algumas [3-
carbolinas foram descritas como substancias psico-estimulantes, com
capacidade de induzir a expressdao de genes de rapida transcricdo em
diferentes regides do SNC (Singewald et al., 2003). Entre esses genes esta
o c-fos que pode ser induzido por diversos estimulos e tem sido utilizado
como uma ferramenta de estudo da ativacdo neuronal em diferentes
sistemas cerebrais (Sagar et al., 1988; Morgan & Curran, 1991). O
componente em estudo foi injetado icv em ratos Wistar e observou-se a
expressao de Fos em diferentes areas especificas do encéfalo desses
roedores. Entre as regides que apresentaram marcacgdes significativas apos
a administragao da 6-hidroxitripargina, estdo: a area hipotalamica anterior e
lateral e area pré-optica, as regides perifornicial e periventricular, o
hipocampo, o nucleo septal lateral, alguns nucleos hipotaldmicos como o

nucleo paraventricular e o nucleo dorsomedial. Entre os nucleos talamicos
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Fos-imunorreativos a 6-hidroxitripargina estdo o reuniens, o central medial, o
rombadide, o centro lateral e o paracentral.

A 6-hidroxitripargina também foi administrada de modo ev e observou-
se um padrdao de marcagao similar ao encontrado nos experimentos de
injegdo icv. Devido a grande semelhanga das marcagdes encontradas nos
dois tratamentos icv e ev, pode-se inferir que esse alcaléide é capaz de
atravessar a barreira hemato-encefalica, como ja descrito para outras -
carbolinas (Back & Segel, 1977; Leino et al., 1984; Krause & Mengel, 1990)
e tem acgao preferencial pelas regides anteriormente descritas.

Ensaios realizados com a N-metil-B-carbolina-3-carboxamida (FG-
7142) evidenciaram a marcacgao de 28 regides Fos-imunorreativas, algumas
dessas relacionadas ao efeito ansiogénico da droga (Singewald, et al., 2003)
Entre as regides ansiogénicas descritas encontram-se o coértex pré-frontal, o
nucleo paraventricular do hipotalamo e a area septo lateral que também
apresentaram marcagao apos a administragao da 6-hidroxitripargina.

Entre as areas relacionadas a ansiedade, destaca-se o nucleo central
da amigdala (Hinks et al., 1996). Esse nucleo é o responsavel pela
disseminacao de informacdes relacionadas a ansiedade e medo, por meio
de projecoes eferentes (Saper, 1995). O nucleo central da amigdala
encontra-se inter-relacionado neuroanatomica e funcionalmente ao septo
lateral, ao nucleo paraventricular do hipotalamo e ao cértex pré-frontal, areas
diretamente envolvidas nas vias neurais de ansiedade (Herman & Cullinan,
1997). A ativagdo do nucleo septal lateral pode suprimir respostas a
estimulos emocionais adversos, sendo alvo para tratamentos de problemas
relacionados a ansiedade (Thomas, 1988). O nucleo paraventricular
promove a liberagdo de uma variedade de horménios que estdo envolvidos
nas respostas neuroenddcrinas e autondmicas relacionadas ao medo e ao
estresse psicolégico (van de Kar & Blair, 1999). O cértex pré-frontal,
incluindo o pré-limbico e o infra-limbico, é descrito por influenciar no controle
de comportamento de ansiedade e medo, de modo a induzir ou inibir essas
agdes em resposta a uma determinada agao ansiolitica (Espejo, 1997; Jinks
& McGregor, 1997). A modulagcao de reacbes autondmicas durante o

estresse e a ansiedade sao conferidas particularmente ao cortex pré-frontal
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ventromedial (Jinks & McGregor, 1997). Outra area que parece estar
relacionada ao controle vascular em casos de ansiedade e medo é a area
hipotalamica lateral (Singewald et al., 2003).

Nos experimentos icv, o composto 6-hidroxitripargina induziu a
expressao de Fos, em areas relacionadas a ansiedade (nucleo septal lateral,
nucleo paraventricular do hipotalamo, cortex cerebral, hipotalamo lateral),
porém nao se observou marcagao na regiao da amigdala, principal alvo de
drogas ansiogénicas. A amigdala, bem como outras regides mais distais ao
local da injecdo icv da 6-hidroxitripargina (terceiro ventriculo), ndo foram
marcadas pela expressdo de Fos, talvez por uma difusdo ineficiente da
droga para essas regides. O experimento ev, por sua vez evidenciou
marcagdes em alguns nucleos amigdaldides, entre eles o central da
amigdala; porém € necessaria a realizagdo de outros experimentos que
possam confirmar esses dados.

Adell et al. (1996) descreveram a acdo de duas B-carbolinas no
sistema de termorregulagdo de mamiferos. Segundo esse autores, a
administracao sistémica dessas [B-carbolinas induz hipotermia em ratos,
possivelmente por promover a liberagdo de 5-hidroxitriptamina (5HT) extra-
celular no interior da area pré-optica. Essa regido é a responsavel pelo
mecanismo central de regulacdo da temperatura (Myers, 1981; Harikai et al.,
2003). O evento de hipotermia possivelmente esteja associado a inibi¢do da
enzima MAO-A (Adell et al., 1996). Em nosso experimento a regiao pré-
Optica também apresentou a expressao de Fos, podendo-se inferir uma
possivel acdo da 6-hidroxitripargina no mecanismo termorregulatério dos
animais.

Grupamentos de neurdnios termo-sensiveis também s&o encontrados
no talamo e na zona incerta (Baffi & Palkovits, 2000). Segundo esses
autores, alguns nucleos como os da linha média do talamo, o nucleo
dorsomedial do hipotalamo e os nucleos parabraquial lateral e supramamilar
apresentaram marcacido de Fos apds a exposi¢ao a estimulos de estresse
induzido pelo frio. A zona incerta, o nucleo dorsomedial do hipotalamo e
alguns nucleos da linha média do talamo apresentaram a proteina Fos apos

a administracdo da 6-hidroxitripargina. A zona incerta € um centro de
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geragdo de respostas diretas a estimulos recebidos do meio. Ela esta
relacionada a comportamentos que exigem alerta, atengao, controle visceral,
locomocgao e postura do animal, além de estar associada a termorregulagao
e ao estresse causado por baixas temperaturas (Mitrofanis, 2005). O nucleo
dorsomedial do hipotadlamo, por sua vez, esta relacionado regulagdo de
comportamentos alimentares, esse nucleo emite proje¢cdes para muitas
areas do hipotalamo, incluindo para o nucleo paraventricular, que é
responsavel pela secrecédo da corticosterona (Thompson & Swanson, 1998).
Essas regides marcadas, juntamente com a area pré-optica, possivelmente
sejam alvo de uma provavel agao hipotérmica da 6-hidroxitripargina.

Os nucleos talamicos que expressaram Fos, apds a administragao da
6-hidroxitripargina, estdo funcionalmente relacionados a atividades do cortex
cerebral. Cada nucleo parece ter uma atuacao especifica por areas bem
definidas do cortex sensorial, ou motor (Price, 1995). Os nucleos
centrolateral e o paracentral e os nucleos centro medial e reuniens sao
denominados de nucleos da linha média e intralaminares respectivamente,
pois se encontram agrupados ao espacgo limitado pela lamina medular
interna e suas eferéncias projetam-se para o striatum (nucleo caudado,
putamen, nucleo accumbens e tubérculo olfatério), cortex cerebral (Jones &
Leavitt, 1974) e amigdala (Turner & Herkenham, 1991). Recebem uma
complexa gama de aferéncias de muitas areas sensoriais (Price, 1995).

Esses nucleos da linha média do talamo recebem estimulos de
diferentes estruturas, como do hipotalamo (especialmente da area pré-optica
e hipotalamo medial), do nucleo septal lateral, do nucleo da estria terminal,
do subiculum ventral e do cértex perirrinal (Cornwall & Phillpson, 1988) e
talvez da amigdala (Price & Amaral, 1981). Acredita-se que possivelmente
exista uma conexdo entre esses nucleos talamicos e a amigdala e que
projecbes sensoriais referentes ao medo e a outras respostas afetivas
possam ser transmitidas por um modelo de projegdes talamo-cortical-
amigdaléide (Price, 1995).

Um alcaldide do grupo indol, denominado ibogaina, da mesma
natureza quimica da 6-hidroxitripargina, quando injetado icv, permitiu a

observacgéo de areas Fos-reativas nas regides do cortex frontal, area septal,
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incluindo o nucleo septal lateral, caudado-putamen e hipocampo (Ali et al.,
1999). O padrao de agao da 6-hidroxitripargina também evidenciou uma
marcacao significativa no nucleo septal lateral, cortex e hipocampo. Segundo
Ali et al. (1999), a expresséo de Fos nessas regides sugere uma possivel
mudang¢a na neurotransmissdo monoaminérgica, resultante de um aumento
da neurotransmissao dopaminérgica e/ou serotonérgica que poderiam estar
correlacionadas a mudangas comportamentais.

O hipocampo tem sido hipotetizado por ter um papel no ténus basal
do eixo HPA (hipotalamico-hipofise-adrenal) e na magnitude e duragdo das
respostas ao estresse, podendo estar associado a respostas
neuroenddcrinas (Yang, 2000). A marcacao da regidao hipocampal também
foi significativa nos animais que receberam a 6-hidroxitripargina,
corroborando a hipotese de que essa B-carbolina esteja agindo de maneira a
estimular regides relacionadas principalmente ao estresse.

Pode-se inferir que de alguma forma esse composto 3-carbolinico foi
capaz de ativar areas do hipotalamo, cértex cerebral e talamo provavelmente
relacionadas a ansiedade e ao estresse, o que é perfeitamente justificavel
levando-se em conta a natureza quimica do componente em estudo.

Pelo fato da tripargina ser um composto analogo a 6-hidroxitripargina
e por ter seus mecanismos de acdo estudados e descritos na literatura,
procurou-se tragcar um padrdo comparativo entre as marcagbes com a
proteina Fos para cada uma dessas drogas. Os dois compostos apresentam
um padrdo de marcagdao muito semelhante (principalmente nas areas
hipotaldmicas), sendo a marcag&o observada nos animais tratados com 6-
hidroxitripargina mais intensa em determinadas regides, como no nucleo
paraventricular do hipotalamo e em nucleos talamicos. Estudos realizados
por Nistico et al. (1987) ja descreviam dois compostos derivados da
tripargina  (5-metoxitripargina e  5-hidroxitripargina) com  agdes
farmacologicas mais efetivas que as da propria molécula padrédo. Essa maior
marcagao de Fos apresentada pela 6-hidroxitripargina talvez possa indicar
gue esse analogo seja mais efetivo que a proépria tripargina, o que justificaria
a observacdo de marcagdes mais intensas. Essas pequenas modificacoes

estruturais, encontradas na maioria dos compostos quimicos, como a
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substituicdo de uma molécula de hidrogénio por uma hidroxila (OH’), ou
mesmo por um radical metila (CH®), sdo comumente encontradas na
natureza, sendo uma maneira eficiente de se potencializar uma determinada
acao das substancias, sem grandes gastos para os organismos. O padrao
similar de marcagao, associado a semelhanga estrutural da tripargina e da 6-
hidroxitripargina pode indicar que esse composto possa ter os mesmos
padrées de acdo daquele, agindo preferencialmente sobre canais de Na* e
Ca*™.

Os compostos B-carbolinicos possuem grande capacidade de se
ligarem a diferentes tipos de receptores, devido a grande semelhanga de seu
grupamento indol, com a molécula de serotonina (Solis-Maldonado et al.,
2003). Por essa razédo, alguns experimentos com duplas-marcagdes foram
realizados com objetivo de reconhecer alguns dos tipos de neurbnios que
estariam expressando Fos apds a administragao icv da 6-hidroxitripargina. A
primeira reacdo de dupla-marcacgao foi feita com o anticorpo para enzima
tirosina-hidroxilase (TH), que esta envolvida na sintese de catecolaminas do
SNC. Embora saiba-se que as -carbolinas estejam relacionadas ao
metabolismo de varias aminas endogenas, por meio da inibicdo da MAO, o
que pode ser observado € que nenhuma das células que expressaram Fos
pertencia ao sistema catecolaminérgico, visto que ndo foi identificada
nenhuma dupla marcacgao Fos/TH.

Baffi & Palkovits (2000) estudaram o estresse causado em ratos, por
baixas temperaturas e a possivel relagdo dos neurbnios que expressaram
Fos com o sistema catecolaminérgico. Para isso duplas-marcagdes
Fos/tirosina-hidroxilase foram realizadas e nenhuma célula duplamente
marcada foi observada, levando os autores a concluir que existem outros
sistemas efetores importantes na manutencdo da homeostase durante o
estresse causado pelo frio. Esse trabalho corrobora nossos resultados, pois
muito provavelmente a -carbolina em estudo, possa estar agindo por um
mecanismo de agao similar ao observado por Baffi & Palkovits (2000), o que
parece bastante l6gico se observarmos que muitos compostos alcaldides do
tipo B-carbolinicos possuem agao hipotérmica descritas para ratos. Ou seja,

no experimento acima descrito, 0os pesquisadores causaram um estresse por
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frio, por meio da diminui¢cdo da temperatura externa do ambiente; em nosso
experimento, a 6-hidroxitripargina pode ter causado um efeito semelhante
por meio de uma possivel acdo hipotérmica desse composto.

As duplas-marcagbes para receptores de glutamato NMDA que
expressam NMRy foram expressivas (cerca de 53% das células corticais da
regidao S¢ apresentaram-se duplamente marcadas) enquanto que para os
receptores do tipo AMPA que expressam rGluy;; representaram pouco mais
que 10% do total dessas células corticais. Esses resultados evidenciaram
que essa B-carbolina realmente ndo possui uma afinidade especifica a
somente um determinado tipo de neurdnio. Os receptores de glutamato do
tipo AMPA e NMDA séo pertencentes a familia dos receptores ionotrépicos.
Ambos por estarem inseridos no préprio canal ibnico, atuam diretamente na
abertura do mesmo, promovendo influxo de ions Na* e Ca* (Hwa & Avoli,
1992). Essas duplas marcagdes de Fos e neurdnios NMR1 e Fos neurbnios
rGluys sugerem, que assim como a tripargina e outras toxinas de aranhas, a
6-hidroxitripargina possa ter acdo em canais catidnicos de Na* e Ca*%. Os
receptores do tipo NMDA possuem fungdes importantes relacionadas ao
estado convulsivo e ao aprendizado por repeticdo (Stone, 1995), a
expressao de Fos em neurénios NMR possivelmente esteja relacionada as
propriedades epileptogénicas dessa B-carbolina (Capitulo 2).

Outro experimento estda relacionado as duplas marcagdes
Fos/orexina, que se apresentaram em aproximadamente 30% das células
encontradas na area hipotalamica lateral e dorsal e evidenciaram uma
possivel ativagdo de neurbnios orexinérgicos apdés a administragdo da 6-
hidroxitripargina. Os neurbnios orexinérgicos embora sejam encontrados
somente na area hipotalamica lateral e dorsal, no nucleo perifornicial e no
nucleo dorsomedial do hipotalamo possuem proje¢cdes que sdo amplamente
distribuidas para regides do hipotalamo, coértex, ponte e talamo, entre outras
regides do SNC (Peyron et al., 1998). Segundo esses autores, essa
distribuicdo de fibras sugere que os neurbnios orexinérgicos possam estar
envolvidos na regulacdo do comportamento alimentar, da pressao
sanguinea, da liberagdo hormonal, da temperatura e do comportamento de

alerta. Existem evidéncias que neurbnios orexinérgicos possam estar
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envolvidos na ativacdo do eixo HPA pelo estresse (Kuru et al., 2000;
Sakamoto et al. 2004).

A diversidade de ligacdo dos compostos [-carbolinicos poderia
contribuir para seu amplo espectro de efeitos farmacologicos, que incluem
efeitos alucinégenos quando agem sobre receptores 5-HT,4 € 5-HT,c (Lutes
et al., 1988; Ruiz-Durantez et al., 2001) e com propriedades tremorigénicas,
ansiogénicas e/ou ansioliticas, quando atuam em receptores
benzodiazepinicos (Glennon et al., 2000). Sabe-se também que as [3-
carbolinas induzem efeitos de hipotermia através do aumento dos niveis de
5-hidroxitriptamina apds a inibicdo da MAO (Adell et al., 1996) e efeitos
vasorrelaxantes pela liberacao de 6xido nitrico (NO) de células epiteliais (Shi
et al., 2000; Ruiz-Durantez et al., 2001).

A 6-hidroxitripargina age sobre receptores do tipo NMDA, como
observado nos experimentos de duplas-marcacdes, por meio da expressao
da proteina Fos e confirmado pela agao epileptogénica desse composto em
neurbnios dessa natureza. Embora ndo existam ainda experimentos
comprobatérios, € possivel que a 6-hidroxitripargina possa agir também em
receptores benzodiazepinicos, pois esses sao encontrados com grande
freqiéncia em neurbnios corticais, possuem sitio de ligagdo para B-
carbolinas e também estdo relacionados a reagdes tremorigénicas, como as
observadas em experimentos preliminares in vivo de padronizacdo da

técnica.
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CONCLUSOES

Apos a realizacdo desses experimentos de mapeamento da acédo da

6-hidroxitripargina no encéfalo de ratos, pode-se concluir que:

1- assim como outros compostos dessa natureza quimica, a 6-
hidroxitripargina, caracteriza-se como um alcaldéide neuroativo em

mamiferos.

2- essa B-carbolina apresenta agcao em diferentes regides do SNC,
que incluem o coértex sensorial e motor, o hipocampo, algumas regides

hipotalamicas e talamicas.

3- por meio dos experimentos de duplas-marcagdes foi possivel
elucidar a acdo dessa B-carbolina em diferentes tipos de neurdnios, que
compreendem os do tipo NMR; (NMDA), os do tipo rGluys (AMPA) e os

orexinérgicos.

4- neurdnios do sistema catecolaminérgico ndo sédo ativados pela 6-

hidroxitripargina.

5- pela acdo desse composto no SNC ¢é possivel que a 6-
hidroxitripargina esteja agindo na via ansiolitica e também em regides

relacionadas a ativagao do eixo HPA.
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Capitulo Il

Efeito da Toxina 6-Hidroxitripargina em

Neurénios Hipocampais de Ratos Wistar
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RESUMO

A 6-hidroxitripargina € uma B-carbolina isolada da pegonha da aranha
Parawixia bistriata. As [B-carbolinas sdo alcal6ides caracterizados como
inibidores reversiveis da enzima monoamino-oxidase (MAO), com
propriedades alucinégenas, tremorigénicas e ansioliticas comprovadas.
Muitos dos compostos p-carbolinicos séo encontrados em plantas e
utilizados na preparagdo de uma bebida alucinégena por muitas tribos
indigenas da América do Sul.

Nas pegonhas de aranhas existem muitos compostos de baixas
massas moleculares, porém a 6-hidroxitripargina € a primeira p-carbolina a
ser descrita nesse grupo. O mapeamento da agdo desse composto em
encéfalo de ratos evidenciou a expressao da proteina Fos no hipotalamo,
talamo, hipocampo e coértex. No presente trabalho objetivou-se estudar a
acao da 6-hidroxitripargina na atividade epileptiforme de neurbnios
hipocampais de ratos, sendo ensaiada a atividade dessa toxina
isoladamente e também associada ao modelo de epilepsia causado pela
auséncia de ions magnésio na preparacgao.

Para os ensaios foram utilizados oito ratos Wistar machos com peso
aproximado de 200g. Esses animais foram anestesiados, decapitados e
seus enceéfalos foram submetidos a cortes coronais de 400um de espessura
para a retirada das “fatias” hipocampais. Para inducdo da atividade
epileptiforme nas fatias hipocampais foi utilizada a aplicagdo da 6-
hidroxitripargina por ejecdo ou perfusdo em Ringer normal e também o
modelo da perfusdo com Ringer sem magnésio. A indugdo da atividade
epileptiforme foi observada para o modelo de perfusdo com Ringer normal e
administragcdo da 6-hidroxitripargina. Nos experimentos de perfusdao com
Ringer sem magnésio, apds a indugdo da atividade epileptiforme causada
por esse modelo, a 6-hidroxitripargina foi administrada e essa nao foi capaz
de bloquear as descargas epileptiformes induzidas, confirmando sua agao

de composto epileptogénico.




93

ABSTRACT

The 6-hydroxytrypargine is a B-carboline isolated from the venom of
the spider Parawixia bistriata. The p-carbolines are alkaloids characterized
as reversible inhibitors of the monoamine-oxidase enzyme (MAO), with
hallucinogenic, tremorigenic and anxyolytic properties studied. A lot of B-
carbolines coumpounds are find in plants and used in the preparation of the
alucinogen drinks of many Indian people of the South American.

The spider venoms have many compounds of lower molecular mass,
but the 6-hydroxytrypargine is the first one to be described in this group. The
mapping of the action of this coumpound in the brain of rats showed the
expression of the Fos protein in the hypothalamus, thalamus, hippocampus
and cortex. In the present work the action of the 6-hydroxytripargine was
studied in the epileptiform activity of hippocampal neurons, being tested the
isolsted activity of this toxin and after, its activity associated to the epileptic
model for omission of the magnesium.

Eight male rats Wistar weighting 200g were used in the experiments.
The animals were anaesthetized, decapitaded and their encephalons were
cut coronally into 400 um thick sections. The hippocampal slices were
isolated. For inducting of the epileptic activity of the isolated hippocampal
tissues, was used the perfusion model normal Ringer with application of 6-
hidroxitripargine. A free magnesium Ringer model was used as well. In the
perfusion experiments with normal Ringer, 6-hidroxitripargine was
administrated by perfusion and ejection, showing epileptic activity after its
administration. In the free magnesium Ringer experiments, 6-hidroxitripargine
was not be able to block the crisis after inducting the epileptic acticity. Its

confirm its action as a epileptogenic compound.
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INTRODUGAO

A grande maioria das aranhas possui substancias neuroativas em
suas peconhas (Hagiwara et al., 1991) que se caracterizam pela notavel
especificidade e afinidade de ligagdo em receptores e canais iGnicos
neuronais (Usherwood, 1994). Durante a captura de presas, a aranha utiliza-
se de neurotoxinas capazes de causar paralisia preferencialmente por meio
da acao sobre as jungdes neuromusculares da mesma. Entre os principais
alvos dessas neurotoxinas esta o bloqueio de canais de Ca*? e a ac&o sobre
receptores glutamatérgicos (Grishin, 1994).

Atualmente sabe-se que algumas dessas neurotoxinas agem também
como antagonistas de receptores glutamatérgicos de mamiferos
(Usherwood, 1994). Entre as toxinas de aranhas caracterizadas por
apresentarem baixa massa molecular, as mais conhecidas s&o as
acilpoliaminas (Kawai et al., 1982). Esses compostos s&o considerados
antagonistas nao-competitivos de receptores glutamatérgicos e acredita-se
que possam ser potenciais drogas neuroprotetoras e/ou anti-convulsinvantes
(McCormick & Meinwald, 1993). E o caso da acilpoliamina JSTX-3, isolada
da peconha da aranha Nephila claviata, que possui efeito na atividade
epileptiforme em neurénios hipocampais CA1 in vitro (Salamoni et al., 2005).

A 6-hidroxitripargina também pertence a classe das toxinas de baixa
massa molecular, sendo o primeiro composto alcaléide da familia das p-
carbolinas descrito em aranhas (Cesar, 2000). As p-carbolinas foram
descritas pela primeira vez, em plantas da espécie Pergamum harmala
(Carreras & Alonso, 1967). Sao alcaloides farmacologicamente ativos
caracterizados pela acao inibitéria sobre a atividade da enzima monoamino-
oxidase (MAO) (Rommelspacher et al., 1994), além de apresentarem
propriedades hipotensivas, alucinégenas e tremorigéncias comprovadas
(Martin, 2003). Possuem alta afinidade de ligagdo para diferentes tipos de
receptores, tais como os benzodiazepinicos (Airaksinen et al., 1987; Muller
et al., 1981), imidazodlicos (Husbands et al., 2001) e serotonérgicos (Glennon

et al., 2000). Huttunen e Myers (1986) mostraram que p-carbolinas
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administradas no hipocampo de ratos induziam um estado de ansiedade
intenso, bem como um aumento na preferéncia por alcool. Por todas essas
caracteristicas farmacoldgicas, as B-carbolinas sdao compostos-chaves na
preparacao de uma bebida alucindgena, utilizada em rituais de varias tribos
indigenas da América do Sul (Naranjo, 1969).

A 6-hidroxitripargina foi sintetizada e purificada em laboratorio e
utiizada em ensaios de administragdo intracerebroventricular (icv) e
endovenosa (ev), sendo o mapeamento da acdo observado por meio da
expresséo da proteina Fos. Dentre as regides que apresentaram marcagao
com Fos estdo regides hipotaldamicas e alguns nucleos talamicos, sendo
essas areas relacionadas aos estados de atencado, alerta, ansiedade e
estresse do animal. Entre os neurbnios que expressaram Fos, foi possivel
caracterizar a presenga de neurdnios do tipo NMDA (NMR+), AMPA (rGluys)
e orexinérgicos (Capitulo 1). As duplas-marcagdes Fos/NMR, foram as mais
significativas em termos quantitativos, com 53% das células duplamente
marcadas. Os receptores NMDA possuem funcdes importantes relacionadas
ao estado convulsivo e ao aprendizado por repeticdo (Stone, 1995).
Também estdo envolvidos no influxo de ions Ca*? através dos canais,
podendo ser super-ativados em alguns casos de doengas como a esquemia
cerebral e hemorragias (Stone, 1995).

Os modelos crénicos de epilepsia tém sido estudados in vitro
utilizando-se a técnica de fatias de cérebro, mas conhecidas como “brain
slices” (Mclimwain & Buddle, 1953; Salamoni, 2004), principalmente do
hipocampo. Essa técnica consiste em manter os neurdnios funcionantes in
vitro, permitindo o estudo da atividade elétrica tanto extra como intracelular,
ha a possibilidade de visualizacdo do local da estimulacdo elétrica, do
registro eletrofisiolégico e também a manipulagdo do meio externo (Bashir &
Vignes, 1997; Salamoni et al., 2005). Entre os modelos de indugdo da
atividade epileptiforme in vitro, associados aos canais NMDA, destaca-se a
modificacdo da composicdo do meio de perfusdo, retirando-se o ion Mg+2
(Anderson et al., 1986). Quando o glutamato liga-se ao receptor NMDA, o
canal abre-se normalmente e o potencial de membrana é mantido pela

entrada de ions de Na* e Ca*? e saida de K*. Em repouso, o canal NMDA
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sofre um bloqueio voltagem-dependente dos ions Mg*? que impedem a livre
passagem de outros ions através desse canal (Traub et al., 1994). Esses
jons Mg*™ desobstruem o canal idnico somente quando ocorre a
despolarizacdo da membrana.

O presente estudo tem como objetivo verificar o efeito da -carbolino-
toxina 6-hidroxitripargina no padrdo de descargas de neurénios de CA1 de
hipocampo de ratos in vitro e na atividade epileptiforme induzida pela

perfusdo com Ringer sem magnésio.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Durante o experimento foram utilizados oito ratos da linhagem Wistar,
machos com 35 dias pesando cerca de 200g. Os animais foram mantidos
num alojamento climatizado, com comida e agua ad libitum e ciclo claro-
escuro de 12 horas. Para a decapitacdo os animais foram anesteziados com
Tiopental (40mg/Kg) intraperitonealmente, seus encéfalos retirados e
submetidos a cortes coronais de 400um de espessura. As “fatias de cérebro”
contendo o hipocampo foram isoladas e permaneceram em solugao de
Ringer normal (LCRa contendo em mM: NaCl 130; NaHCO3; 24; D-glicose
10; NaH,PO4 1,3; KCI 3,5; Mg+2 2; CaCl;, 2; pH entre 7,0 e 7,4), por 1 hora,

com constante oxigenagao.
Drogas

A 6-hidroxitripargina foi sintetizada com base nos conhecimentos da
sintese da tripargina de acordo com o protocolo descrito por Shimizu et al.
(1982). Cerca de 1uM de 6-hidroxitrpargina foi aplicada em solugdo de

Ringer normal ou em meio de 0-Mg*2.
Medidas eletrofisiologicas

Para o estudo da acdo do composto 6-hidroxitripargina sob os
neurdnios hipocampais de CA1, uma série de 4 slices foi perfundida em
Ringer normal por 10 minutos. Decorrido esse tempo, em duas dessas fatias
a 6-hidroxitripargina foi administrada por perfusdo diluida em Ringer normal,
enquanto nas outras duas fatias a administracdo dessa toxina foi feita, com
auxilio de uma bomba pneumatica ejetora (PV830, Pneumatic PicoPump
WPI). A micropipeta contendo a solugdo de 6-hidroxitripargina foi

posicionada proxima ao eletrodo de registro intracelular na regiao de CA1 do
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hipocampo. Em ambos procedimentos a concentracdo final de 6-
hidroxitripargina foi de 1uM e durante todo o registro eletrofisiolégico foi
observado o padrao de descargas.

A fim de estudar o efeito da 6-hidroxitripargina na atividade
epileptiforme induzida, utilizou-se o modelo da perfusdo das fatias de
hipocampo com Ringer sem magnésio (contendo em mM: NaCl 130;
NaHCO3; 24; D-glicose 10; NaH,PO4 1,3; KCI 3,5; CaCl, 2; pH entre 7,0 e
7,4). Durante a manifestagcao dessa atividade a toxina 6-hidroxitripargina na
concentracdo de 1uM foi aplicada sobre as fatias de hipocampo, com auxilio
de uma bomba pneumatica ejetora, posicionada proxima a regido
hipocampal de CA1, da mesma maneira ja descrita nos experimentos

realizados apenas com Ringer normal e a 6-hidroxitripargina.

Registro eletrofisiolégico

O meio de incubagao para as fatias de cérebro incluiu oxigenagao (O,
95% e CO; 5%) a temperatura de 34°C em pH 7,4. Os parédmetros de
viabilidade neuronal foram verificados a partir de suas caracteristicas
elétricas, tais como: capacitancia, resisténcia da membrana celular e
amplitude do potencial de agao (Avoli & Oliver, 1989).

Os registros foram realizados em células-alvos da camada de CA1
dos hipocampos, com auxilio de microeletrodos de borosilicato preenchidos
com acetato de potassio 3M (80-100MQ) para registro intracelular (IC) e
Ringer normal (5-10MQ) para registro extracelular (EC) e a micropipeta
contendo 6-hidroxitripargina (6-HT) foi posicionada proxima ao eletrodo de
registro intracelular.

O potencial de membrana foi determinado apds a penetragao do
microeletrodo na célula e 10 minutos apds seu empalamento. Para essa
avaliagao aplicou-se corrente com variagdes de 0,1 nA num intervalo de -0,7
até 0,7 nA, utilizando o AxoClamp 2B. Além dessas verificagbes, o potencial
de membrana também foi avaliado antes e apds o tratamento com Ringer O-
Mg*z, com objetivo de caracterizar a viabilidade das células em estudo,

durante todo o processo. Como critérios eletrofisioldgicos de um neurdnio
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viavel, foram considerados apropriados para o estudo, somente os neurbnios
que apresentaram potencial de membrana inferiores a -50mV e potenciais
de acdo com amplitudes superiores a 50mV.

Os protocolos de estimulacdo para clampeamento de corrente foram
desenvolvidos num sistema de registro eletrofisiolégico in vitro (Bashir &
Vignes, 1997) dentro de uma gaiola de Faraday, para isolamento da
interferéncia eletromagnética (Axon, 1993). Os seguintes equipamentos
foram utilizados para esse registro: camara de perfusdo e registro de
interface, estimulador Master 8, amplificador CyberAmp 380 e fixador de
corrente (current clamp) AxoScope 2B (Axon Instruments). Os dados foram
monitorizados e armazenados em PC, com programa AxonScope e

posteriormente analisados com o “software” Origin 5.0.
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RESULTADOS

Nos quatro registros obtidos apdés a administracdo de 1uM de 6-
hidroxitripargina, por ejecdo ou por perfusdo, observou-se a atividade
epileptiforme induzida pelo composto, ressaltando um efeito convulsivante
da substadncia em questdo (fig.17 e 18). Sendo essa acado reversivel e
hiperpolarizadora ap6s o washout (a lavagem da preparacgao) (fig.19 e 20).

Foram analisados seis registros eletrofisiologicos de neurdnios
hipocampais de CA1 de ratos apds inducédo de atividade epileptiforme pela
perfusdo de Ringer sem magnésio e posterior administragdo da toxina 6-
hidroxitripargina. Nos registros considerados validos o0s neurbnios
apresentaram atividade epileptiforme em respostas a perfusdo com Ringer
sem magnésio (30 min) e essa acao nao foi bloqueada pela 6-
hidroxitripargina e sim amplificada (fig.21), confirmando o efeito
epileptogénico dessa toxina. O washout e nova indugdo da atividade
epileptiforme permitiram verificar a reversibilidade desta acdo, bem como o

efeito de hiperpolarizagao do neurdnio (fig.22).
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Figura 19: Curva de voltagem (mV) x corrente (nA), antes e depois da aplicagdo da 6-hidroxitripargina
em tecido hipocampal de ratos.
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Figura 20: Curva de voltagem (mV) x corrente (nA), antes e depois da perfusao com 6-hidroxitripargina
em tecido hipocampal de ratos.
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DISCUSSAO

As B-carbolinas sdo compostos estruturalmente similares a molécula
de serotonina (Solis-Maldonado et al., 2003). Acredita-se que essa
semelhanga estrutural tenha conferido a essa classe de alcaldides a
capacidade de ligagdo a diferentes tipos de receptores. Entre esses
benzodiazepinicos (Airaksainen et al., 1987; Miiller et al., 1981), imidazdlicos
(Husbands et al., 2001) e serotonérgicos (Glennon et al., 2000) sédo alvos
certos desses compostos.

A 6-hidroxitripargina € uma p-carbolina extraida da peconha da
aranha Parawixia bistriata, cuja estrutura quimica é analoga a molécula da
tripargina. A tripargina € um composto B-carbolinico isolado da pele da ra
africana Kassina senegalensis (Akizawa et al., 1982) e mais recentemente
identificado também em tecidos e fluidos corpéreos de mamiferos (Peura et
al., 1989). Estudos eletrocorticais da tripargina revelaram que esse
composto causa uma dessincronizacdo da atividade cerebral e uma
sindrome de estimulagdo comportamental em ratos (Nistico et al., 1987). A
acao da tripargina esta relacionada com a inibi¢cdo de corrente de ions Na* e
Ca*? quando aplicado em superficies internas de membranas axonais de lula
e também com acédo modulatéria em receptores do tipo 5-hidroxitriptamina
(Seyama et al., 1985; Nistico et al., 1987).

A acao da 6-hidroxitripargina foi mapeada em encéfalo de ratos
Wistar, por meio da andlise da expressdo da proteina Fos apos
administracao desse alcaldide. Entre as areas evidenciadas por esse tipo de
marcagao estao regides do hipotalamo, do tdlamo, do cértex e o hipocampo.
E entre os tipos de receptores existentes nesses neurdnios Fos-reativos,
destaca-se a presenca do subtipo NMDAR1, evidenciado por meio de
duplas-marcagdes.

Os receptores NMDA estdo vastamente distribuidos no cérebro,
especialmente no cértex cerebral e hipocampo (Ashwood & Wheal, 1987).
Sua fungdo esta associada a processos neurofisioldgicos relacionados a
memoria e ao aprendizado (Stone, 1995). Esses receptores também estéo

envolvidos no influxo de fons Ca*™ e Na* podendo ser super-ativados em
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processos patoldgicos que influenciam na epilepsia e nos efeitos de
isquemia cerebral (Ashwood & Wheal, 1987).

Durante a crise epiléptica existe aumento da atividade glutamatérgica.
A ativagdo continua do glutamato em receptores NMDA promove um
aumento da permeabilidade de ions Na* e Ca*? (Nowak et al., 1984) capazes
de causar lesdes em estruturas sensiveis, como o0 hipocampo e o
desenvolvimento da atividade epileptogénica (Cavalheiro et al., 1991).

Os receptores NMDA s&o constituidos por canais de voltagem
glutamato-dependentes e o bloqueio dos mesmos é realizado por fons Mg*2.
Os ions Mg*? ligam-se aos canais NMDA quando o neurénio encontra-se em
seu potencial de repouso, impedindo a passagem de outros ions. Com o
inicio de um potencial de agdo ocorre a saida dos ions Mg*? e a entrada de
jons Ca*? promovendo-se a aceleragdo da despolarizagdo (Prince &
Connors, 1986). O modelo de indugédo de atividade epileptogénica utilizado
nesse experimento é baseado na retirada dos ions Mg*? do Ringer utilizado
na perfusdo da fatia de hipocampo, determinando um estado de
hiperexcitabilidade decorrente do aumento da condutancia aos ions Na* e
Ca*? nos receptores NMDA. Além desse modelo, a aplicacdo da toxina em
fatias de hipocampo perfundidas com Ringer normal foi utilizada com
objetivo de estudar a agado desse composto em situagéo basal.

A hiperexcitabilidade na epilepsia do lobo temporal é atribuida em
parte pela funcdo aumentada de uma sub-populagdo de sinapses
glutamatérgicas que utilizaria receptores NMDA (Kéhr & Mody, 1994;
Bernard & Wheal, 1995). Acredita-se que ndo s6 os receptores do tipo
NMDA, mas também os do tipo AMPA estejam envolvidos nos mecanismos
da atividade epileptiforme (Babb et al., 1996), possibilitando mudangas no
aumento da permeabilidade aos fons Ca*? que poderiam ter conseqiiéncias
importantes em outras propriedades cinéticas do neurénio (Nakanishi, 1992).

Nos experimentos realizados com a 6-hidroxitripargina, esse
composto demonstrou um efeito epileptogénico sob neurdnios hipocampais
de CA4, quando perfundido em solu¢do de Ringer normal. Em ensaios
utilizando-se a perfusdo com Ringer 0-Mg*?, a 6-hidroxitripargina nao foi

capaz de bloquear a atividade epileptiforme induzida, mas ao contrario,



108

potencializou ainda mais esta atividade, aumentando a frequéncia das
descargas epilépticas. Isso sugere que a 6-hidroxitripargina seja um
composto epileptogénico (pré-convulsivante) que poderia estar agindo em
receptores NMDA de modo a impedir o fechamento dos canais de Na* e
Ca*.

Os dados existentes na literatura descrevem outros compostos [-
carbolinicos com acgdes tremorigénicas, ansiogénicas e ansioliticas
atribuidas a ligacbes dos mesmos a receptores benzodiazepinicos
(Airaksinen & Mikkonen, 1980; Saano & Airaksinen, 1982; Lutes et al.1988;
Rommelspacher et al., 1985; Pahkla et al., 1996). Porém nenhuma outra -
carbolina, além da 6-hidroxitripargina, havia sido relacionada até agora como
ligante de receptores do tipo NMDA e por esse fato associada a possiveis
crises convulsivas.

O primeiro experimento de padronizacdo da quantidade de 6-
hidroxitripargina ministrada de modo intracerebroventricular (icv) (Capitulo 1)
evidenciou que os animais que receberam 50ug/ul da toxina apresentaram
crises convulsivas com duragao de 1 hora e 30 minutos. Com os resultados
eletrofisiolégicos essa observacdo pdde ser confirmada e a ligagao da 6-
hidroxitripargina a receptores NMDA foi relacionada ao processo
epileptogénico.

Esses resultados eletrofisiolégicos possibilitaram a caracterizagao da
6-hidroxitripargina como um provavel composto pro-convulsivante de acgao
reversivel, pois ao final da administracdo dessa p-carbolina, os neurdnios
voltaram a sua condigdo normal, com potenciais muito semelhantes aos
observados no inicio de cada experimentagao, porém mais negativos que os
iniciais, esse fato pode indicar um evento de hiperpolarizagdo do neurdnio
em decorréncia da agao dessa B-carbolina.

Pode-se constatar que embora pertencente ao grupo de toxinas de
aranhas de baixa massa molecular, como as acilpoliaminas, a acdo da 6-
hidroxitripargina frente ao mesmo modelo eletrofisioldgico experimental (0-
Mg*?) é diferente e com caracteristicas inversas ao composto ja descrito. A

acilpoliamina JSTX-3 apresenta um efeito anticonvulsivante e neuroprotetor;
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ja a toxina 6-hidroxitripargina evidencia um potencial pro-convulsivante,
porém ambas acdes sao reversiveis.

Sabe-se que os receptores NMDA apresentam pelo menos seis sitios
para ligantes intra e extracelulares (L-glutamato, glicina, peniciclidina, ions
magneésio, ions zinco e poliaminas). A 6-hidroxitripargina pode estar agindo
num sitio de ligacdo especifico desses receptores NMDA, que poderia ser
talvez um sétimo sitio especifico para B-carbolinas, ou talvez poderia estar
ligando-se num dos seis sitios pré-existentes, porém nao mapeados na
presente investigacdo. Algumas tentativas de se correlacionar a agéo pro-
convulsivante da 6-hidroxitripargina sobre os receptores NMDA e um
possivel bloqueio desse efeito, proporcionado pela acdo anti-convulsivante
da JSTX-3 foram realizadas, porém em todas as tentativas a atividade
epileptiforme foi induzida pela perfusdo com Ringer normal com
administragdo da 6-hidroxitripargina, mas ocorreu o desempalamento dos
neurénios no momento da ejecdo da JSTX-3. Esses estudos devem ser
ainda retomados na tentativa de elucidar uma possivel agdo conjugada
dessas duas toxinas que poderiam ser associadas a modelos de epilepsia
em pesquisa cientificas.

A caracteristica da 6-hidroxitripargina como droga pro-convulsivante
auxiliou na compreensao das marcagbes de Fos observadas apods
administracao icv e ev desse composto (Capitulo 1). Observou-se que as
regides relacionadas a agédo da 6-hidroxitripargina foram principalmente
areas e nucleos hipotalamicos e também talamicos, cértex e hipocampo e
talvez amigdala. Essas areas estao relacionadas ao estado de alerta e
atengao, ansiedade e estresse sofridos em decorréncia da agao dessa [3-
carbolina no SNC desses animais. A eletrofisiologia associada ao
mapeamento da 6-hidroxitripargina, por meio da expresséo da proteina Fos
possibilitaram a caracterizagao inicial dessa p-carbolina e a comprovagao de

sua natureza neuroativa e pro-convulsivante.
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CONCLUSOES

A partir do mapeamento da agdo da 6-hidroxitripargina no SNC de
ratos, utilizando-se a proteina Fos como marcador da atividade neuronal,
associado aos experimentos eletrofisiologicos em neurénios hipocampais de
ratos, pdde-se elucidar, pelo menos em parte 0 mecanismo de acao dessa
B-carbolina. A 6-hidroxitripargina é uma toxina isolada da pegonha da aranha
Parawixia bistriata que mostrou ser neuroativa com acdo comprovada em
regides hipotalamicas, nucleos talamicos, cortex, hipocampo e talvez
amigdala. A administragcdo de 6-hidroxitripargina em neurdnios hipocampais
de CA1 perfundidos em Ringer normal evidenciou a agao epileptogénica
dessa p-carbolina. Essa acdo poderia estar associada a ligagdo da 6-
hidroxitripargina a receptores do tipo NMDA de modo a impedir o
fechamento dos canais de Na* e Ca™. Além da acdo sobre esses
receptores, € provavel que a 6-hidroxitripargina possa estar agindo também
em receptores do tipo AMPA e em neurdnios orexinérgicos, atribuindo essa
variedade de ligagcbes a uma caracteristica peculiar aos compostos

alcaloides da familia das p-carbolinas.
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CONCLUSOES FINAIS

Os estudos dos mecanismos de acdo da 6-hidroxitripargina
comprovam que essa B-carbolina extraida da pegonha da aranha P. bistriata
€ um composto neuroativo capaz de estimular a expressao da proteina Fos
em diferentes regides do SNC de roedores. Entre essas destacam-se
regides hipotalémicas, talédmicas, corticais e hipocampais, sendo que
algumas dessas areas podem estar relacionadas aos mecanismos de
respostas ao estresse e ansiedade possivelmente causados pela agao
desse composto.

Os experimentos de duplas-marcagdes evidenciaram que apos a
administragdo da 6-hidroxitripargina, a expressao de Fos foi observada em
neurénios do tipo rGluys, NMR1 e orexinérgicos, concluindo-se que essa -
carbolina é capaz de agir em diferentes tipos de células neuronais. Ensaios
eletrofisiolégicos realizados em neurdnios CA1 do hipocampo revelaram o
carater epileptogénico da 6-hidroxitripargina, utlizando como modelo,
receptores do tipo NMDA. Acredita-se que a 6-hidroxitripargina ligue-se a
esses receptores NMDA de modo a impedir o fechamento dos canais de Na*
e Ca™ e assim sejam capazes de induzir as crises epileptogénicas
observada nos experimentos in vitro.

A possibilidade de associar o mapeamento da acdo da 6-
hidroxitripargina por meio de técnicas imunohistoquimicas a ensaios
eletrofisiolégicos, contribuiu para dar inicio a caracterizagéo da atividade de
mais um composto quimico isolado de peconhas animais, no SNC de

mamiferos.





