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RESUMO

A imipramina é antidepressivo triciclico cujo principal mecanismo € a inibicdo da
captura neuronal de noradrenalina e/ou serotonina, aumentando 0s niveis
sinapticos dessas monoaminas. Além disso, a imipramina, bem como outros
antidepressivos triciclicos, antagonizam os adrenoceptores a; na mesma faixa de
concentracdo em que inibem o transportador de noradrenalina. Por outro lado,
estudos recentes mostraram que a imipramina tem afinidades distintas para os trés
subtipos de adrenoceptores o, (014, 01g € 01p), OU Seja, aproximadamente 25 vezes
mais seletiva para a;a em relacdo aos adrenoceptores o € 10 vezes para
adrenoceptores a;p em relacdo aos adrenoceptores aig. 1SSO sugere que seu
mecanismo de ac¢do possa estar relacionado com essa caracteristica, uma vez que,
ao aumentar os niveis sindpticos de noradrenalina, antagoniza o € aip, Mas deixa
relativamente livre a;g. Entdo, o objetivo desta tese foi investigar a participacdo
dos adrenoceptores aia, aig € ogp NO efeito anti-imobilidade da imipramina no
teste de suspenséo pela cauda em camundongos. Para isso, camundongos foram
submetidos ao teste de suspensdo pela cauda, com a administracéo de diversos
antagonistas seletivos e ndo-seletivos para subtipos a;. Os testes foram realizados
utilizando a imipramina associada ao prazosin, antagonista ndo-seletivo para
adrenoceptores al, RS-100329, antagonista seletivo pra aia, L-765314, seletivo
par aig € BMY-7378, seletivo para a;p. Os animais também foram avaliados com
administracdes unicas dos antagonistas. Esta tese mostrou que a administracao
concomitante de prazosin ou o L-765314 reverteram o efeito anti-imobilidade da
imipramina. Por outro lado, nem o RS-100329 ou BMY-7378 modificaram o
efeito anti-imobilidade da imipramina. Além disso, a administracdo de apenas o
RS-100329 ou BMY-7378 apresentou efeito anti-imobilidade no teste de
suspensao pela cauda. Isso indica que o efeito anti-imobilidade da imipramina no
teste de suspensédo pela cauda depende da ativacdo de adrenoceptores oy, Uma
vez que 0 antagonismo de ag reverteu seu efeito anti-imobilidade. Além disso,
parte do mecanismo de acdo da imipramina pode ser devido a seu antagonismo de
o1 € de o1D.

Palavras-chave: adrenoceptores o4, adrenoceptores oy, antidepressivos
triciclicos, imipramina, teste de suspensao pela cauda.



ABSTRACT

Imipramine is a tricyclic antidepressant inhibitor of norepinephrine and serotonin
neuronal reuptake. In addition, the imipramine antagonizes a;-adrenoceptors in
the same concentration range that inhibited norepinephrine transporter. However,
the imipramine has different affinity to aj-adrenoceptor subtypes presenting
higher affinity (10-25-fold) towards a;a- and a;p-adrenoceptors compared to o;s-
adrenoceptors. This study investigates the aj-adrenoceptor subtypes involved in
the anti-immobility effect of imipramine in the tail suspension test in mice. The
anti-immobility effect of imipramine was significantly antagonized by the non-
subtype-selective al-adrenoceptor antagonist prazosin. Neither the selective aia
adrenoceptor antagonist RS-100329 nor the selective aip-adrenoceptor antagonist
BMY-7378 changed the anti-immobility effect of imipramine. However, the
selective ayg-adrenoceptor antagonist L-765314 antagonized the anti-immobility
effect of imipramine. In addition, mice treated only with RS-100329 or BMY -
7378 showed reduced immobility time in comparison to mice treated with vehicle,
whereas L-765314 increased the immobility time. These results suggests that the
azg-Subtype is the main target for the increased levels of norepinephrine caused
by imipramine, and that the selective antagonism of a;a- and asp-adrenoceptors
results in anti-immobility effects.

Keywords: aj-adrenoceptors, ajg-adrenoceptor, tricyclic antidepressants,
imipramine, tail suspension test.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1. ADRENOCEPTORES 0

Os adrenoceptores, ou receptores adrenérgicos, sdo receptores para 0
neurotransmissor no sistema nervoso central e periférico (simpatico),
noradrenalina, e 0 horménio da medula da glandula adrenal, adrenalina. Os
adrenoceptores pertencem a superfamilia de receptores de membrana com 7
dominios transmembranares e sdo acoplados as proteinas G. Os adrenoceptores
sdo divididos em trés subfamilias (s, a2 e B, figura 1), cada uma delas contendo

trés subtipos, denominados asa, O1g, € Gap: O2a, O2B, € Oac: B1, B2 € P3. OS nove
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Figura 1. Familia de adrenoceptores e a proteina G. com a qual cada subtipo é
preferencialmente acoplado.



subtipos de adrenoceptores sdo codificados por genes diferentes e apresentam

caracteristicas farmacoldgicas distintas (Zhong e Minneman, 1999).

Os adrenoceptores a3, Objetos de estudo desta tese, acoplam-se
preferencialmente a proteina Ggq11, cuja sinalizagdo intracelular resulta na ativagéo
da fosfolipase C, aumento de trisfosfato de inositol, diacilglicerol e dos niveis
citoplasmaticos de Ca?* (figura 2). Além da interagdo classica com a proteina
Gg1, tem sido relatado que os adrenoceptores o, também interagem com varias
outras proteinas como a sintase neuronal de oxido nitrico (Pupo e Minneman,
2002), o receptor para a porcdo globular do fator de complemento C1q (Pupo e
Minneman, 2003), as serinas/treoninas cinases de receptores acoplados a proteina

G e B-arrestinas (Akinaga et al., 2013), sintrofinas, a qual estd relacionada a
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Figura 2. Principal via de sinalizagdo intracelular ativada por adrenoceptores o (a1R).



estabilizacdo do receptor na membrana (Chen et al., 2006), AP50, ao aumento da
endocitose do receptor (Diviani et al., 2003), ezrina, ao aumento da reciclagem
do receptor (Stanasila et al., 2006), o que pode ampliar o repertério de vias de
sinalizacdo intracelular disparadas pela ativagao desses receptores (para revisao,

ver (Cotecchia, 2010)).

Os trés subtipos de adrenoceptores oy estdo distribuidos de forma
heterogénea nos diversos tecidos periféricos e tém importante papel na regulacéo
da contratilidade da musculatura lisa vascular e ndo vascular e no controle da
secrecdo de glandulas enddcrinas e exocrinas (Docherty, 2010). Tal distribuicdo
heterogénea fundamenta a conveniéncia terapéutica de alguns antagonistas
seletivos de subtipos de adrenoceptores oy, especialmente aqueles Uteis no
tratamento da hiperplasia prostatica, os quais apresentam menos efeitos
cardiovasculares (Chapple, 1996; Lepor, Kazzazi e Djavan, 2012). Apesar da
importancia fisioldgica e farmacologica dos subtipos de adrenoceptores o, assim
como sua localizacgéo e distribuicdo em tecidos periféricos serem relativamente
bem definidas, muito menos € sabido sobre o papel e a distribuicdo de cada um

desses subtipos de receptores no sistema nervoso central.

1.2. ADRENOCEPTORES a3 NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Ainda que se saiba que 0s adrenoceptores a; estdo amplamente distribuidos

no sistema nervoso central, o estudo sobre a localiza¢ao de cada um dos subtipos



desses receptores é dificil em razdo das limitadas ferramentas experimentais
(drogas e anticorpos) disponiveis. Técnicas imunohistoquimicas poderiam ser
utilizadas para a localizacdo desses subtipos; entretanto, trabalhos recentes
revelaram que os anticorpos comercialmente disponiveis para essa finalidade ndo
apresentam a especificidade desejada, sendo incapazes de distinguir os trés
subtipos de adrenoceptores ay (Jensen, Swigart e Simpson, 2009; Bohmer,
Pfeiffer e Gericke, 2014). Alternativamente, o estudo da expressao de transcritos
de mRNA codificando cada um dos subtipos de adrenoceptores o tem sido
utilizado para a localizacé@o desses receptores no sistema nervoso central (Day et
al., 1997; Sands e Morilak, 1999; Szot et al., 2005; Segura et al., 2010); no
entanto, além de permitirem apenas a comparacao semi-quantitativa da expressao
dos transcritos, a frequente falta de relacdo direta entre as quantidades de
transcritos e de proteinas produzidas limita as conclusées sobre a localizacéo e

distribuicao desses receptores no sistema nervoso central.

Recentemente, alguns trabalhos utilizaram camundongos transgénicos que
expressam adrenoceptores aya (Papay et al., 2006) ou ayg (Papay et al. (2004)
fundidos a proteina verde fluorescente melhorada (enhanced fluorescent green
protein) na sua porcdo carboxi-terminal. Esses estudos revelaram que o0s
adrenoceptores aya €Stdo presentes em alta densidade e ampla distribui¢cao no
sistema nervoso central, sendo predominantes em algumas estruturas como a
amidala, células de Purkinje, cortex e nucleos da rafe (Papay et al., 2006). J& os

adrenoceptores oy apresentam distribuicdo e localizagdo semelhantes, sendo



particularmente mais abundantes no cortex, amidala e ponte (Papay et al., 2004).
Além disso, foi observado que interneurénios GABAErgicos expressam esses dois
subtipos de adrenoceptores (Papay et al., 2006), sugerindo uma importante fungéo
na regulagdo inibitoria de outros neur6nios, uma vez que o acido y-aminobutirico
(GABA) € um neurotransmissor que ao ativar seu receptor ionotropico GABAA,
leva a hiperpolarizacdo da membrana plasmatica e consequente diminuicdo da

excitabilidade neuronal (Mody et al., 1994; Farrant e Nusser, 2005).

Camundongos transgénicos desprovidos (knockout) de adrenoceptores aip
tém sido Uteis na identificacdo da presenca desse subtipo de receptor no sistema
nervoso central. Foi observado que a capacidade méxima de ligacdo especifica
(Bmax) do radioligante [1®1]-HEAT a preparacdes de membranas do encéfalo de
camundongos knockout para o adrenoceptor aip € cerca de 10% menor que aquela
encontrada no encéfalo de camundongos ndo-transgénicos (Tanoue et al., 2002).
Ja em preparacdes de membrana do cortex cerebral de camundongos knockout
para 0 adrenoceptor aip, 0 Bmax do [*®°I]-HEAT foi cerca de 40% menor que
aquele encontrado em preparagdes de membrana do cértex de camundongos néao-
transgénicos. Além disso, estudos mostram reducdo de 15 % do Biax do [*H]-
prazosin no hipocampo e 25 % no cortex cerebral de camundongos knockout para

adrenoceptores o;p (Sadalge et al., 2003).

Estudos de hibridizacdo in situ mostram que o mRNA codificando o
adrenoceptor a;p pode ser encontrado em nucleos paraventriculares hipotalamicos

(Sands e Morilak, 1999), estruturas envolvidas na resposta ao estresse na



depresséo (Bao, Meynen e Swaab, 2008) e em outras areas importantes do sistema
nervoso central, como o bulbo olfatério, talamo, hipocampo, cortex e amidala

(Day et al., 1997).

Assim, evidéncias farmacoldgicas, histoquimicas e de expressdo de mRNAS
indicam que os trés subtipos de adrenoceptores a; estdo presentes no sistema
nervoso central. Apesar de ser classicamente conhecido que os adrenoceptores o
tém localizacdo predominantemente pos-sinaptica no sistema nervoso autdnomo
simpético (Arbilla e Langer, 1978), muito pouco é sabido sobre a localizacao
sinaptica desses receptores no sistema nervoso central. Ndo obstante, a auséncia
de co-localizacdo entre adrenoceptores oia € a-Sinucleina, uma proteina
abundante em vesiculas sinédpticas de terminacdes nervosas (Clayton e George,
1998; Burgoyne e Morgan, 2011), sugere que esse subtipo de receptor tenha
localizac&o predominantemente pos-sindptica também no sistema nervoso central

(Papay et al. (2006).

A neurotransmissdo noradrenérgica no sistema nervoso central parece
regular diversas func6es através da ativacdo de adrenoceptores ay, incluindo sono,
aprendizado, comportamento sexual, apetite, controle central da pressao arterial,
entre outros. Foi proposto que adrenoceptores ay regulam o sono em humanos,
uma vez que o antagonismo farmacoldgico desses receptores aumenta a duracao
da fase REM (rapid eye movement) (Oswald et al., 1975) e alteracfes nos niveis
de mRNA de adrenoceptores a; no prosencéfalo basal de camundongos afetam a

manutencgéo do sono (Kim et al., 2013). A ativacao de adrenoceptores o N0 cOrtex



pré-frontal prejudica a funcdo cognitiva em ratos (Arnsten et al., 1999), enquanto
que na amidala facilita o aprendizado (Ferry, Roozendaal e Mcgaugh, 1999). Jao
comportamento sexual de lordose em ratas € dependente da ativacdo de
adrenoceptores a; (Chu e Etgen, 1999). O tratamento com WB-4101, um
antagonista de adrenoceptores aia € oyp, reduz a ingestdo de comida em ratos
(Scopinho, Resstel e Correa, 2008). Adrenoceptores o, também estdo envolvidos

na resposta cardiovascular ao estresse (Alves et al., 2014).

Além das funcBes mencionadas acima, tem sido proposto que
adrenoceptores oy participam da regulacdo de dois tipos de comportamentos
relacionados a depressdo e ao estresse: 0s comportamentos motivados por
estimulos positivos e 0s comportamentos inibidos por estresse (estimulos
negativos) (Stone et al., 2007). Nesse contexto, a administracdo do antagonista
ndo-seletivo de adrenoceptores oj, prazosin, aumenta o comportamento de
imobilidade de camundongos no teste de suspensdao pela cauda (Stone e
Quartermain, 1999; Stone et al., 1999), um modelo animal preditivo de efeitos
antidepressivos de drogas em humanos, enquanto que a administracdo de
terazosin, outro antagonista de adrenoceptores aj, diminui 0s movimentos
exploratorios de camundongos expostos a um novo ambiente sem prejudicar a
coordenacdo motora (Stone et al., 1999). Além disso, o tempo de interacdo social
de ratos submetidos ao estresse por imobilizacdo é aumentado em animais que
receberam o antagonista de adrenoceptores o, benoxatian, nos nucleos centrais

da amidala (Cecchi, Khoshbouei e Morilak, 2002). Estudos empregando o teste



do labirinto em cruz elevado, no qual o animal tende a permanecer nos bragos
fechados devido ao medo da exposi¢do ao ambiente dos bracos abertos, 0s animais
que receberam doses baixas de prazosin permaneceram por mais tempo nos bracos
abertos, enquanto aqueles tratados com as doses mais elevadas diminuiram essa

permanéncia (Handley e Mithani, 1984).

Além disso, tem sido mostrado que o efeito de diferentes tipos de drogas em
modelos animais que avaliam atividade antidepressiva de farmacos e
antagonizado pelo prazosin. Por exemplo, o prazosin reverteu o efeito anti-
imobilidade da desipramina, um antidepressivo triciclico, e da reboxetina,
inibidor seletivo da recaptura de noradrenalina, no teste do nado forcado de
Porsolt, (Rogoz, 2009); o prazosin também reverteu o efeito anti-imobilidade de
extratos plantas (ou seus compostos isolados) no teste de suspensdo pela cauda
(Rodrigues et al., 2002; Machado et al., 2009; Capra et al., 2010; Freitas €t al.,
2010); bem como vitaminas com atividade anti-imobilidade também tiveram seus
efeitos diminuidos com o pré-tratamento dos animais com prazosin (Brocardo et

al., 2008; Binfare et al., 2009).

Apesar de ser sabido que a neurotransmissdo noradrenérgica envolvendo
adrenoceptores o, tem papel importante na regulacdo do comportamento animal,
h& poucos estudos mostrando o papel de cada subtipo desses receptores. Um
desses estudos mostra uma forte correlacdo entre a poténcia de antagonistas de
adrenoceptores oy em inibir a atividade comportamental geral e suas afinidades

por adrenoceptores a1g, Mas N0 por adrenoceptores a4 OU adrenoceptores oip



(Stone et al., 2001). Tais estudos sugerem que adrenoceptores aig, Mas Nao
adrenoceptores aza OU ayp, estdo envolvidos no controle de comportamentos
motivados. Por outro lado, camundongos knockout para adrenoceptores g tém a
atividade exploratoria e a motilidade aumentadas no teste do campo aberto quando
comparados aos seus controles ndo-transgénicos (Spreng, Cotecchia e Schenk,
2001). Contudo, inferéncias sobre resultados de experimentos com animais
knockout devem ser realizadas de maneira cuidadosa, pois pode ocorrer regulacédo
compensatoria de outros receptores e processos envolvidos (Groenink et al.,
2003). Em conjunto, esses dados indicam que a ativacdo de adrenoceptores osg

parece ter um papel importante na inducédo da atividade comportamental.

1.3. ANTIDEPRESSIVOS TRICICLICOS E ADRENOCEPTORES o1

A pesquisa sobre as bases neuroquimicas da depresséo foi, durante muito
tempo, direcionada a investigacdo da neurotransmissdao noradrenérgica e
serotonéergica no sistema nervoso central, numa abordagem que passou a ser
comumente conhecida como “teoria monoaminérgica da depressao” (Schildkraut,
1965; Coppen, 1967; Schildkraut, 1974; Krishnan e Nestler, 2008). Tal teoria foi
fundamentada em parte na observacao de que diversas drogas que aumentam 0s
niveis sindpticos de noradrenalina e/ou serotonina aliviam muitos dos sintomas
da depressdo, indicando que a neurotransmissao envolvendo uma ou ambas dessas

monoaminas é reduzida na vigéncia dessa doenca. De fato, o tratamento



farmacoldgico da depresséo utiliza drogas de diversas classes, dentre as quais se
destacam os antidepressivos triciclicos, os inibidores seletivos da recaptura de
serotonina ou noradrenalina, inibidores da monoaminoxidase e antidepressivos
atipicos (Haenisch e Bonisch, 2011). Em (ltima instancia, por mecanismos
variados, todas essas drogas aumentam os niveis sinapticos das duas monoaminas,
noradrenalina e serotonina. Embora os inibidores seletivos da recaptura de
serotonina sejam os farmacos antidepressivos mais prescritos em razdo de
apresentarem menor incidéncia de efeitos cardiovasculares e sedativos (para
revisdo ver (Vaswani, Linda e Ramesh, 2003)), os antidepressivos triciclicos
ainda sdo muito utilizados no tratamento ou alivio dos sintomas da depressdo. Um
estudo no qual foram analisadas 358 publicacbes comparando a eficacia
antidepressiva de inibidores seletivos da recaptura de serotonina e antidepressivos
triciclicos concluiu que as eficacias de ambos em reduzir os sintomas da depressao

crénica foram semelhantes (Von Wolff et al., 2013).

A imipramina (figura 3) é o protétipo dos antidepressivos triciclicos,
descoberta por serendipidade em 1957 por Roland Kuhn enquanto buscava
farmacos com atividade anti-psicética (Ban, 2001). Essa classe de farmacos ganha
esse nome devido a sua estrutura quimica dibenzazepinica (figura 3), e é
guimicamente semelhante a algumas drogas que possuem efeitos anti-psicoticos
em humanos, as fenotiazinas. Os antidepressivos triciclicos ligam-se com alta
afinidade ao transportador neuronal de noradrenalina e/ou serotonina impedindo

a captura desses neurotransmissores para dentro da terminagdo nervosa levando



ao aumento de suas disponibilidades sindpticas (Nelson, 1999).
Consequentemente, esses niveis elevados de neurotransmissores aumentam a
sinalizacdo resultante da ativacdo de seus receptores alvos, dentre eles os

adrenoceptores a;.

e
N

Figura 3. Figura representativa da estrutura quimica da imipramina mostrando seu dois anéis
de benzeno fundidos a um grupo azepina. Fonte: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/
commons/thumb/b/b7/Imipramine.svg/640px-Imipramine.svg.png, acessado em 11/01/2015

No entanto, a imipramina e varios outros antidepressivos triciclicos também
interagem com adrenoceptores oy, colinoceptores muscarinicos e receptores
histaminérgicos com afinidades semelhantes aquelas com as quais essas drogas
interagem com os transportadores neuronais de noradrenalina e/ou serotonina
(Richelson e Nelson, 1984). De fato, a imipramina e outros antidepressivos
triciclicos se comportam como antagonistas competitivos desses receptores, e iSso
explica muitos de seus efeitos adversos como a hipotensdo postural, devido a sua

interacdo com adrenoceptores a; (U'prichard et al., 1978; Schoenberger, 1991) a



sedacdo, via receptores histaminérgicos-1 (Richelson, 1979; Coupet e Szuchs-
Myers, 1981; Nicholson, Pascoe e Turner, 1989), boca seca, retencdo urinaria,
visdo turva e constipacédo, devido a interacdo com colinoceptores muscarinicos

(El-Fakahany e Richelson, 1983; Remick, 1988).

A alta afinidade da imipramina e de outros antidepressivos triciclicos pelos
adrenoceptores o, e transportadores de monoaminas resulta em um mecanismo de
acdo auto-cancelante (figura 4) semelhante aquele descrito para drogas que
simultaneamente antagonizam o receptor e inibem algum mecanismo de remogéo
do “agonista/neurotransmissor” da biofase (Kenakin e Beek, 1985; Crack et al.,
1994; Pupo et al., 1999). Segundo tal mecanismo de ac¢do auto-cancelante, no qual
os efeitos resultantes dos niveis aumentados de noradrenalina (figura 4-B) séo
contrapostos pelo antagonismo dos adrenoceptores a; (figura 4-C), €
aparentemente paradoxal que efeitos de drogas antidepressivas em modelos
animais dependam da ativacdo de adrenoceptores a;, uma vez que € esperado que
esses receptores sejam antagonizados pelos proprios antidepressivos triciclicos.
Entretanto, um estudo recente mostrou que a imipramina, a amitriptilina e seu
metabolito desmetilado, a nortriptilina, interagem com alta afinidade (K; = 20 nM)
com adrenoceptores o;a € aip, mas com afinidades cerca de 30 a 100 vezes
menores com adrenoceptores oig (Nojimoto et al., 2010). Essa afinidade
diferenciada dos antidepressivos triciclicos pelos subtipos de adrenoceptores o,
pode indicar que o mecanismo pelo qual a imipramina e alguns antidepressivos

promovem atividade antidepressiva possa ir alem da inibi¢do de transportadores



de noradrenalina; ou seja, 0 aumento dos niveis sinapticos de noradrenalina
devem aumentar a ativagdo de adrenoceptores osg pelos antidepressivos
triciclicos, a0 mesmo tempo em que 0s adrenoceptores oia € aip Seriam

antagonizados (figura 4-D).
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Figura 4. Esquema representando uma sinapse entre dois neurbnios e o paradoxo
farmacoldgico relacionado ao mecanismo auto-cancelante dos antidepressivos triciclicos
(ADT): em A, € representada uma situacdo onde ndo ha inibicdo da captura neuronal. Em B,
uma situacdo hipotética onde o antidepressivo triciclico inibe a recaptura, aumentando os
niveis sinpticos de noradrenalina (Nor), e consequentemente a sinalizacdo celular é maior
do que em “A”. Em C, além da inibi¢do do transportador, o antidepressivo triciclico também
antagoniza os adrenoceptores a1, Situacdo em que a sinalizagdo celular seria diminuida. E em
D, o antidepressivo triciclico antagonizaria apenas adrenoceptores aia € o1p permitindo a
ativag@o de aig pela noradrenalina e aumentando a sinalizagéo celular resultante da ativacao
desse subtipo.



1.4. JUSTIFICATIVA

Ainda que se saiba que a imipramina apresenta afinidades distintas pelos
subtipos de adrenoceptores ay, em especial, baixa afinidade por a,5 (Nojimoto et
al., 2010), e que o antagonismo de adrenoceptores a;g diminui 0 comportamento
geral em roedores (Stone et al., 2001), ndo é sabido se 0 mecanismo (ou pelo
menos parte dele) pelo qual a imipramina promove efeito anti-imobilidade no
teste de suspensdo pela cauda é mediado pela atividade da noradrenalina em
adrenoceptores o;p e/ou sua acdo antagonista em aia € osp. A identificacdo do
papel de cada um dos subtipos de adrenoceptores a; nos efeitos da imipramina é
Importante na busca de novos antidepressivos mais eficazes para o tratamento da
depresséo, aléem da ampliar o conhecimento sobre a importancia desses subtipos

no comportamento animal no teste de suspensao pela cauda.



2. OBJETIVO

Investigar a participa¢do dos adrenoceptores o1a, 0as € o1p NO efeito anti-

imobilidade da imipramina no teste de suspenséo pela cauda em camundongos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos sui¢cos machos provenientes do Biotério
Central da UNESP — campus de Botucatu, com peso médio de 35 g e 40 dias de
idade. Os camundongos foram colocados em gaiolas de polipropileno (40 x 32 x
16 cm) e mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia do Instituto de
Biociéncias de Botucatu durante 7 a 10 dias para aclimatacdo em salas com
ambiente controlado: temperatura média de 24 + 1 °C e ciclo normal de claro-
escuro de 12 h. Os animais foram acomodados em grupos de 8 a 10 por gaiola,
com &gua fresca e comida ad libitum até 1 hora antes do inicio dos experimentos
comportamentais. Os tratamentos com drogas ou respectivos veiculos foram
iniciados as 9 h e 30 min da manha, e os experimentos comportamentais foram
realizados das 10 h as 12 h da manh& do mesmo dia. Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com as normas do Comissdo de Etica no Uso de

Animais - CEUA, Protocolo 418-CEUA de 2013.



3.2. DROGAS E TRATAMENTOS

Foram utilizados hidrocloridrato de imipramina (Sigma Chemical Co, USA),
antidepressivo triciclico inibidor da recaptura de serotonina/noradrenalina;
hidrocloridrato de prazosin (Sigma RBI, Natick, MA, USA), antagonista seletivo
de ay; fluoxetina, inibidor seletivo da recaptura de serotonina; hidrocloridrato de
RS-100329 (Tocris Bioscience, Ellisville, MO, USA), antagonista seletivo de
adrenoceptores aya; hidrocloridrato de BMY-7378 (Tocris Bioscience, Ellisville,
MO, USA), antagonista seletivo de adrenoceptores o;p; hidrato de L-765314
(Sigma Chemical Co, USA), antagonista seletivo de adrenoceptores o;g;
desipramina (Sigma RBI, Natick, MA, USA), antidepressivo triciclico inibidor da
recaptura de noradrenalina; e diazepam, benzodiazepinico potencializador
alostérico de GABA em receptores GABAeérgicos GABAA. A tabela 1 mostra a
constante de dissocia¢do em equilibrio (K,) para a imipramina e antagonistas de

oy Utilizados neste trabalho frente a cada um dos subtipos de adrenoceptores as.

Tabela 1. Constante de dissociacdo em equilibrio (Ki) da imipramina e de antagonistas de
adrenoceptores ay e a razédo entre as K; determinada para cada subtipo.

Ki (nM) Razdo de K; Referéncias

1A 1B oD B/A D/A B/D
Imipramina 57,00 1.318,00 112,00 24,00 2,00 12,00 (Nojimoto et al., 2010)
Prazosin 0,20 0,25 0,32 1,25 1,60 0,78  (Meyeretal., 1997)
RS-100,329 0,25 31,6 12,6 126,4 50,40 2,51  (Williamsetal., 1999)
L-765314 420,00 2,00 34,00 0,005 0,08 006 (Pataneetal., 1998)

BMY-7378 250,00 630,00 6,30 2,50 0,03 100  (Kennyetal. 1997)




Para os tratamentos e procedimentos experimentais, 0s animais foram
separados em grupos independentes contendo de 7 a 9 individuos. Todas as drogas
foram administradas por via intraperitoneal, 30 minutos antes dos testes
comportamentais. Cada grupo recebeu doses de imipramina, antagonista de
adrenoceptores, o veiculo apropriado (salina a 0,9 % para imipramina, prazosin,
RS-100329, BMY-7378, desipramina e diazepam; ou DMSO a 2,5 % para L-
765314), ou a associacdo imipramina+antagonista, num volume ajustado para 10

mL/kg de peso corporal.

A imipramina (32 mg/kg) também foi utilizada como controle positivo para
o efeito anti-imobilidade no teste de suspenséo pela cauda; o diazepam a 2 mg/kg,
como controle positivo do teste da barra giratoria; e a fluoxetina a 32 mg/kg, como
controle positivo ndo associado a recaptura da noradrenalina no teste de suspenséo

pela cauda.

3.3. ANALISE COMPORTAMENTAL
Os testes foram realizados nas dependéncias da Universidade Estadual
Paulista, Campus de Botucatu, junto ao Departamento de Farmacologia do
Instituto de Biociéncias de Botucatu, no laboratério de Farmacologia Bioguimica

e Molecular de Adrenoceptores ;.



3.3.1. Teste da suspensao pela cauda

O teste de suspenséo pela cauda € um dos modelos classicos para avaliacdo
da atividade antidepressiva de farmacos (Steru et al., 1985). Nesse teste, 0s
animais sao suspensos pela cauda impedidos de tocar o chdo ou fugir e defrontam-
se com o conflito entre o estresse fisico gerado pela tentativa de fuga sem sucesso
e a motivacgéo para continuar tentando. Provavelmente, no momento em que esse
estresse fisico ultrapassa a motivacdo para a fuga, eles adquirem uma postura
imével caracteristica (corpo e cabecga alongados, patas dianteiras unidas e traseiras
separadas) cuja duracéo e frequéncia aumentam ao longo do tempo. Esse modelo
tem validade preditiva, uma vez que drogas com atividade antidepressiva
utilizadas na terapia da depressao em humanos diminuem o tempo de imobilidade
(efeito anti-imobilidade) de camundongos nesse teste (Cryan, Mombereau e

Vassout, 2005).

O teste de suspensdo pela cauda consiste em suspender o animal numa
armacao de ferro a 50 cm da base, prendendo sua cauda com auxilio de uma fita
adesiva a 1 cm da ponta. O comportamento de cada animal foi gravado por uma
camera de video durante 6 minutos. Desse registro houve a transi¢cdo do
comportamento em questdo para um banco de dados quantitativo. Dessa maneira,
o tempo total de imobilidade foi adquirido manualmente com auxilio do software

EthoLog 2,2 (Ottoni, 2000).



3.3.2. Teste da barra giratoria

Nos estudos comportamentais com drogas psicoativas & importante a
avaliacdo do possivel comprometimento motor das doses utilizadas nos animais.
Desse modo, os animais foram submetidos ao teste da barra giratoria para a
avaliacdo da habilidade motora (Dunham e Miya, 1957), modificado para as
condi¢bes do nosso laboratorio. Esse teste consistiu em desafiar o animal a
permanecer em uma barra que gira a 5 rpm durante 3 minutos. Entdo, foi

registrado manualmente o numero total de quedas.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Alguns experimentos (especialmente aqueles com mais de 6 grupos) foram
realizados em dias distintos, pois ultrapassaria 0 tempo maximo de 2 h
estabelecido entre o primeiro e ultimo animal. Entretanto, os grupos controle
negativo (veiculo) e positivo (imipramina) foram repetidos em cada um dos dias,

e somados aos seus grupos equivalentes, e entdo, realizada a analise estatistica.

Para as comparacbes mdaltiplas de variaveis continuas (tempo de
imobilidade), foi utilizada analise de variancia paramétrica, seguida de teste de
Dunnett, e para as variaveis discretas (numero de quedas), analise de variancia
ndo-paramétrica, seguida de teste de Kruskal-Wallis. As andlises estatisticas
foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism v. 5,0, e a diferenca

entre as médias foi considerada estatisticamente significante quando p < 0,05.



4. RESULTADOS

Os camundongos submetidos ao teste de suspensdo pela cauda apresentaram
0 caracteristico comportamento de imobilidade e a imipramina nas doses de 16,
32 e 64 mg/kg reduziu o tempo que os animais despenderam imdveis (figura 5.
[F(s.40) = 4,617; p=0,002]). No entanto, o tempo de imobilidade dos camundongos
tradados com imipramina nas doses de 1 e 4 mg/kg ndo foi diferente daquele
encontrado em animais tratados com veiculo. Para os demais estudos, foi utilizada
imipramina 32 mg/kg, pois esta dose produziu a maior reducdo da imobilidade

dos camundongos.
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Figura 5. Efeito do tratamento dos camundongos com imipramina no tempo total de imobilidade

no teste de suspensdo pela cauda. Cada coluna representa a média =+ EPM, de 7 a 8
camundongos. ** p < 0,01 vssalina.



A participacdo de adrenoceptores o; no efeito anti-imobilidade da
imipramina foi investigada através da administracdo do prazosin, um antagonista
néo-seletivo de subtipos de adrenoceptores os. Notavelmente, nos camundongos
tratados com prazosin (0,5 e 1,0 mg/kg) a imipramina (32 mg/kg) foi incapaz de
reduzir o tempo de imobilidade (figura 6. [Fee9) = 11,06; p < 0,0001]). Além
disso, nos camundongos tratados previamente com veiculo, o prazosin 0,25 ou 0,5
mg/kg ndo modificou o tempo de imobilidade nesse teste. Por outro lado, o
prazosin na dose de 1 mg/kg aumentou o tempo de imobilidade dos animais

comparado aqueles que receberam veiculo.
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Figura 6. Efeitos do antagonista ndo-seletivo de adrenoceptores au, prazosin (0,5 a 1,0 mg/kg,
i.p.), na duracdo da imobilidade de camundongos tratados com imipramina (32 mg/kg, i.p.) ou
veiculo (salina) no teste de suspensao pela cauda. Cada coluna representa a média = EPM de 9
a 15 camundongos. ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs salina.



Uma vez que o prazosin 1 mg/kg aumentou o tempo de imobilidade dos
camundongos no teste de suspensdo pela cauda, seus efeitos também foram
avaliados quanto a capacidade de prejudicar a coordenagdo motora no teste da
barra giratoria. Os camundongos tratados com diazepam 2 mg/kg, adotados como
controle positivo, apresentaram maior nimero de quedas em relacdo aos animais
tratados com veiculo (figura 7. [H (gl = 5, n = 49) = 16,31; p = 0,006]). Os
camundongos tratados com imipramina (32 mg/kg), prazosin (0,5 ou 1 mg/Kkg),
ou a combinacéo de imipramina (32 mg/kg) e prazosin (1 mg/kg) apresentaram o
mesmo numero de quedas no teste da barra giratdria que aqueles tratados com

veiculo.
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Figura 7. Efeitos do tratamento dos camundongos com imipramina, prazosin e diazepam no
numero de quedas no teste da barra giratéria. Cada coluna representa a mediana e intervalo
interquartis de 7 a 9 camundongos. *** p < 0,001 vssalina.



Para a avaliagdo da participacdo de subtipos de adrenoceptores a; no efeito
anti-imobilidade da imipramina no teste de suspensdo pela cauda, foram
investigados os efeitos da administracdo prévia dos antagonistas seletivos RS-
100329 (01a), L-765314 (a1g) € BMY-7378 (aap). As doses dos antagonistas
seletivos escolhidas para a associagdo com a imipramina foram aquelas que
apresentaram menor alteracdo da imobilidade em relacdo ao veiculo quando

administradas isoladamente.

O tratamento dos camundongos com o0 antagonista seletivo de
adrenoceptores aua RS-100329 (0,5 e 1 mg/kg) ndo alterou o efeito anti-
imobilidade da imipramina (32 mg/kg) no teste de suspenséo pela cauda (figura
8. [F(o.109) = 7,766; p < 0,0001]). Entretanto, o tratamento apenas com RS-100329

(0,1 a 0,5 mg/kg) diminuiu o tempo de imobilidade dos camundongos.
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Figura 8. Efeitos do antagonista seletivo de adrenoceptores cua RS-100329 (0,25 a 4,0
mg/kg, i.p.) na duragdo da imobilidade de camundongos tratados com imipramina (32
mg/kg, i.p.) ou veiculo (salina) no teste de suspenséo pela cauda. Cada coluna representa a
média £ EPM de 8 a 24 camundongos. * p< 0,05 e *** p< 0,001 vssalina.



De forma semelhante ao observado com os camundongos tratados com RS-
100329, o tratamento com 0 antagonista seletivo de adrenoceptores oiip BMY-
7378 (até 1 mg/kg) néo alterou o efeito anti-imobilidade da imipramina (32
mg/kg) (figura 9. [Fee3 = 19,22; p < 0,0001]). Alem disso, os camundongos que
receberam tratamento apenas com BMY-7378 (0,25 mg/kg) apresentaram tempo

de imobilidade menor que aqueles tratados com veiculo.

= - N N
o a1 o o1
T 29

—

*k*k
*k*k

0 T -_- T I

Imipramina (mg/kg) 0 32 32 0 0 0 0

Tempo de imobilidade (s)
o1
o

BMY-7378 (mg/kg) O 0 1 025 05 1 2

Figura 9. Efeitos do antagonista seletivo de adrenoceptores aip BMY-7378 (0,25 a 2,0
mg/kg, i.p.) na duracdo da imobilidade de camundongos tratados com imipramina (32
mg/Kkg, i.p.) ou veiculo (salina) no teste de suspensdo pela cauda. Cada coluna representa a
média £ EPM de 8 a 15 camundongos. ** p< 0,01 e *** p< 0,001 vssalina.



Uma vez que o antagonista seletivo de adrenoceptores ag L-765314 foi
solubilizado em DMSO 2,5%, foi investigado o efeito desse solvente no tempo de
imobilidade dos camundongos no teste de suspensdo pela cauda. O tempo de
imobilidade dos camundongos tratados com DMSO 2,5% ndo diferiu daquele
encontrado em camundongos tratados com salina (Figura 10). Por outro lado, o
efeito anti-imobilidade da imipramina (32 mg/kg) no teste de suspensédo pela
cauda foi antagonizado pelo L-765314 (0,5 e 1,0 mg/kg, Figura 10, [Fgeo) =
9,622; p < 0,0001]). Alem disso, o tratamento dos camundongos apenas com L-
765314 (0,25 a 1 mg/kg) ndo modificou o tempo de imobilidade, mas a dose 2

mg/kg aumentou o tempo de imobilidade no teste de suspenséo pela cauda.
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Figura 10. Efeitos do antagonista seletivo de adrenoceptores oig L-765314 (0,25 a 2,0
mg/kg, i.p.) na duragdo da imobilidade de camundongos tratados com imipramina (32
mg/kg, i.p.) ou veiculo (salina ou DMSO) no teste de suspensdo pela cauda. Cada coluna
representa a média + EPM de 8 a 22 camundongos. * p<0,05 e *** p<0,001 vs DMSO.



Sendo também a imipramina um inibidor da recaptura de serotonina
(Tatsumi et al., 1997). Uma vez que o seu efeito anti-imobilidade foi antagonizado
por antagonista de adrenoceptores a4, foi necessaria a utilizagdo de um controle
positivo ndo associado a recaptura da noradrenalina. Para isso, foi investigada o
efeito do antagonista ndo-seletivo de aj, prazosin, na reducdo da imobilidade de
camundongos tratados com fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptura de
serotonina (Tatsumi et al., 1997), no teste de suspensdo pela cauda. Tanto os
tratamentos com doses de 16 ou 32 mg/kg de fluoxetina diminuiram
significantemente o tempo de imobilidade do animais em relacdo ao veiculo
(figura 11. [Fesry = 7,886; p < 0,0001]). Entretanto, o prazosin (0,5 mg/kg)

antagonizou o efeito anti-imobilidade da fluoxetina a 32 mg/kg em camundongos.
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Figura 11. Efeitos do antagonista ndo-seletivo de adrenoceptores au, prazosin (0,5 mg/kg,
i.p.), na duracdo da imobilidade de camundongos tratados com fluoxetina (16 e 32 mg/kg,
i.p.) ou veiculo (salina) no teste de suspenséo pela cauda. Cada coluna representa a média
EPM de 7 a 8 camundongos. * p< 0,05 e *** p< 0,001 vssalina.



Para mimetizar as caracteristicas farmacologicas da imipramina, isto e,
afinidades semelhantes por adrenoceptores aia/oip € pelo transportador de
noradrenalina, foram investigados no teste de suspensao pela cauda os efeitos de
uma dose “sub-efetiva” de desipramina, um antidepressivo triciclico com alta
afinidade para o transportador de noradrenalina, porém com menor afinidade por
adrenoceptores oy (Tatsumi et al., 1997) associada aos antagonistas seletivos de
adrenoceptores RS-100329 (a34) ou BMY-7378 (a1p). O tempo de imobilidade
dos camundongos tratados com desipramina 1 e 4 mg/kg néo foi estatisticamente
diferente dos tratados com veiculo sendo escolhida a dose de 4 mg/kg como a
dose “sub-efetiva” deste antidepressivo. Ja as doses de desipramina 16 ¢ 32 mg/kg
diminuiram o tempo de imobilidade em relacdo aos animais tratados com veiculo
(figura 12. [F.47= 7,317; p < 0,0001]). O antagonista seletivo de adrenoceptores
aza RS-100329 (1 mg/kg) potencializou o efeito anti-imobilidade da desipramina
(4 mg/kg) [p = 0,0280, teste t]. J& o antagonista seletivo a;p BMY-7378 néo foi
capaz de alterar a imobilidade dos camundongos tratados com desipramina (4

mg/kg, Figura 12 [p = 0,5564, teste t]).
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Figura 12. Efeitos do antagonista seletivo de adrenoceptores a1a, RS-100329 (1 mg/kg,
i.p.), ou antagonista seletivo de adrenoceptores oup, BMY-7378 (1 mg/kg, i.p.), na duragédo
da imobilidade de camundongos tratados com desipramina (1 a 32 mg/kg, i.p.) ou veiculo
(salina) no teste de suspensao pela cauda. Cada coluna representa a média+ EPM de 7a 8
camundongos. * p<0,05e *** p<0,001 vssalina. # p < 0,05 vsdesipramina (4 mg/kg).



5. DISCUSSAO

A depressdo € uma doenca do sistema nervoso central caracterizada por
sintomas de anedonia (falta de interesse em ac¢Oes que costumavam dar prazer),
pesar, desesperanca e infelicidade (WHO, 2012), com elevado risco de suicidio
nos pacientes acometidos (Agerbo, 2005). A etiologia da depressédo é complexa e
incompletamente conhecida. Entretanto, estudos post mortem e de neuroimagem
de pacientes com depressédo reportaram reducdo do volume da massa cinzenta e
densidade de células da glia em algumas estruturas como o cortex pré-frontal e o
hipocampo, regides relacionadas a aspectos cognitivos da depressdo como
sentimento de inutilidade e culpa (para revisao, ver (Krishnan e Nestler, 2008)).
A deficiéncia das monoaminas serotonina e noradrenalina tem sido classicamente
relacionada as causas da depressdo, uma vez que substancias que aumentam a
disponibilidade dessas monoaminas, como antidepressivos triciclicos, inibidores
seletivos da recaptura de serotonina e/ou noradrenalina, inibidores da
monoaminoxidase e antagonistas de adrenoceptores o, diminuem os sintomas da
depressao, enquanto que a reserpina, um inibidor do transportador vesicular que
depleta os estogques neuronais de monoaminas, provoca episodios de depressao

(para revisao, ver (Ban, 2001; Berton e Nestler, 2006)).

No entanto, cerca de 50% dos pacientes com depressdo tem seus sintomas
aliviados com a farmacoterapia atual (Berton e Nestler, 2006), demonstrando a

importancia da identificacdo de novos alvos farmacologicos para o tratamento da



depressdo. Embora o tratamento de primeira escolha para a depressdo seja o
farmacoldgico, tratamentos alternativos sdo empregados nos casos em que 0S
antidepressivos falham em aliviar os sintomas dos pacientes, tais como a
estimulacdo do nervo vago, terapia eletroconvulsiva e psicoterapia (Shelton et al .,

2010).

A pesquisa sobre novas drogas com propriedades antidepressivas tem
empregado esforcos na busca de antagonistas e agonistas de receptores
noradrenérgicos e serotoninérgicos mais seletivos, com a intensdo de produzir
efeitos semelhantes aos das drogas ja existentes, porém mais rapidos e mais
seguros (Berton e Nestler, 2006). Além dessas, outras estratégias farmacologicas
ndo relacionadas diretamente as monoaminas tém sido propostas como
potencialmente efetivas para o tratamento da depressdo como, por exemplo, a
utilizacdo de antagonistas de receptores k-opidides (Mague et al., 2003), agonistas
ou antagonistas de receptores canabindides CB; (Viveros, Marco e File, 2005),
antagonistas de receptores NK; de neurocininas (Dunn, Swiergiel e De
Beaurepaire, 2005), antagonistas de receptores Vi, de vasopressina (Holmes et
al., 2003), farmacos que ativam a sinalizacdo envolvendo o Fator Neurotréfico
Derivado do Cérebro (BDNF) (Chen et al., 2001), inibidores de fosfodiesterases
do tipo 4 (Duman, 2004), antagonistas de receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA, bem como inibidores da liberacdo de glutamato (Paul e Skolnick, 2003),

moduladores alostéricos positivos de receptores glutamatergicos do tipo AMPA



(Alt, Witkin e Bleakman, 2005) e antagonistas de receptores do horménio

concentrador de melanina, o MCH (Borowsky et al., 2002).

A despeito da crescente lista de novas estratégias citadas acima, é notavel
que, ainda, muito resta a ser explorado sobre aspectos farmacoldgicos da
neurotransmissao monoaminérgica na depressdo, uma vez que, por exemplo,
pouco se sabe sobre o papel especifico dos receptores alvos dos niveis aumentados
de monoaminas causados pelas drogas antidepressivas disponiveis na atualidade.
Nesse sentido, a presente tese buscou identificar quais subtipos de adrenoceptores
ay estdo envolvidos no efeito anti-imobilidade da imipramina em camundongos
no teste de suspensdo pela cauda, um modelo classico preditivo do efeito de

drogas antidepressivas.

O mecanismo de acdo auto-cancelante da imipramina e de outros
antidepressivos triciclicos (no qual a influéncia sensibilizadora resultante do
bloqueio do transportador de noradrenalina com consequente aumento na
disponibilidade sinaptica desse neurotransmissor, € a0 mesmo tempo cancelada
pelo antagonismo competitivo dos adrenoceptores a;) coloca os antidepressivos
triciclicos numa posicdo vantajosa como ferramentas farmacologicas Uteis na
investigacdo do papel de cada um dos subtipos desses receptores numa dada
funcdo bioldgica. 1sso porgque a imipramina e outros antidepressivos triciclicos se
comportam como antagonistas competitivos muito mais potentes de
adrenoceptores aua € aap do que de adrenoceptores aig (Nojimoto et al., 2010).

Portanto, é improvavel que a ativacdo de adrenoceptores oua OU oup esteja



envolvida nos efeitos comportamentais agudos dos antidepressivos triciclicos,

enguanto que esse pode n&o ser o caso para os adrenoceptores o.g.

Considerando que as concentracdes plasmaticas terapéuticas da imipramina
em humanos varia de 0,70 a 1,10 mM, dos quais apenas cerca de 5 a 10% esta na
forma livre (ndo ligada a proteinas plasmaticas) (Baldessarini, 2001), e que a
imipramina se acumula no cérebro numa razdo cerebro:plasma de 13 a 20:1
(Besret et al., 1996) estima-se que as concentra¢des “cerebrais” da imipramina
disponiveis para interagir com adrenoceptores o Seja de aproximadamente de 700
nM. Baseando-se nas afinidades desses antidepressivos triciclicos pelos subtipos
de adrenoceptores oy determinadas por Nojimoto et al. (2010), simulacbes
tedricas das ocupacdes dos receptores preveem que as concentragfes sinapticas
de noradrenalina devem ser aumentadas em muito para superar as ocupagoes dos
adrenoceptores oua € oup atingidas pelas concentracdes de imipramina descritas
acima. Por exemplo, é previsto que seja necessaria que as concentracdes
sinapticas de noradrenalina sejam aumentadas em aproximadamente 10 vezes
apenas para transpor a ocupacao dos adrenoceptores o € agp promovidas pela
imipramina 700 nM, enquanto que as ocupacOes dos adrenoceptores o, Seriam
minimamente afetadas por essa concentracao de imipramina; portanto, é previsto
que as respostas funcionais mediadas por adrenoceptores oy Sejam
aumentadas/sensibilizadas na mesma extensdo na qual os antidepressivos

aumentam a disponibilidade sinaptica de noradrenalina (Nojimoto et al., 2010).



Estudos de microdialise em ratos conscientes e com movimentacao livre
mostram que a administracdo oral de imipramina a 10 ou 30 mg/kg (Mochizuki
et al., 2002) ou intraperitoneal a 20 mg/kg (Wesolowska e Kowalska, 2008)
aumentam de 2,5 a 3,5 vezes 0s niveis extracelulares de noradrenalina no cortex
pré-frontal de ratos. Tais dados indicam que o aumento dos niveis extracelulares
de noradrenalina produzido pela imipramina é insuficiente para transpor o
antagonismo competitivo dos adrenoceptores aua € aup. Entretanto, é importante
considerar que 0s aumentos reais das concentracdes sindpticas de noradrenalina
produzidos pelos antidepressivos triciclicos podem ser maiores que aqueles
previstos em estudos de microdialise, uma vez que as taxas de recuperacao das
sondas variam de 10 a 15% e estudos anatdmicos e farmacoldgicos indicam que
os transportadores de noradrenalina tém localizacdo distal na terminagéo nervosa
pré-sindptica e ndo na fenda sinaptica (Callado e Stamford, 2000; Zahniser e

Doolen, 2001).

Apesar dos efeitos quantitativos dos antidepressivos triciclicos sobre os
niveis extracelulares de noradrenalina no cérebro de roedores serem bem
conhecidos, ainda sdo desconhecidos tais efeitos quantitativos no cérebro
humano. Alem disso, o alivio dos sintomas da depresséao pelos antidepressivos em
humanos requer o tratamento por varias semanas, pois processos adaptativos
ainda ndo completamente esclarecidos, mas que envolvem a regulacdo da
expressdo de varios receptores monoaminérgicos devem ser instalados (Millan,

2004). De fato, tem sido proposto que o tratamento crénico com alguns



antidepressivos triciclicos aumenta a densidade de adrenoceptores o.; em algumas
areas do cérebro do rato (Rehavi et al., 1980; Nalepa et al., 2002), o que pode
aumentar a “eficacia” da noradrenalina nesses receptores (Menkes e Aghajanian,
1981; Menkes €t al., 1983). Portanto, € possivel que o antagonismo competitivo
dos adrenoceptores oua € aip pelos antidepressivos triciclicos seja menos
Importante nos tratamentos crénicos, uma vez que seriam necessarias ocupacgoes
de menores fracOes dos adrenoceptores o para producdo de efeitos pela
noradrenalina, caso sua “eficacia” esteja aumentada em razdo do aumento na
densidade de seus receptores. Nao obstante, os efeitos do tratamento crénico com
antidepressivos triciclicos na densidade de adrenoceptores o, S&0 controversos,
uma vez que alguns estudos relataram auséncia de efeito (Menkes et al., 1983) ou
até mesmo reducdo na densidade de receptores ap0Os tratamentos prolongados

(Hayakawa, Shimizu e Yamawaki, 1992; Subhash et al., 2003).

Foi observado na presente tese que diferentes antagonistas seletivos e ndo-
seletivos de subtipos de adrenoceptores oy reduzem o efeito do antidepressivo
triciclico imipramina, além de alterar o comportamento de imobilidade de
camundongos no teste de suspensdo pela cauda quando administrados

isoladamente.

Como esperado, o tratamento agudo de camundongos com imipramina
diminuiu o tempo de imobilidade no teste de suspensao pela cauda com perfil de

efeito dependente da dose, sendo a dose de 32 mg/kg a que mostrou maior efeito



anti-imobilidade (= 74 % de redu¢do de imobilidade em relagdo aos animais
tratados com veiculo); tais resultados sdo semelhantes aos encontrados em estudos

anteriores (Bai et al., 2001; Castagne et al., 2010).

Foi observado no presente estudo que o0 antagonista ndo-seletivo de
adrenoceptores oy, prazosin, aboliu o efeito anti-imobilidade da imipramina no
teste de suspensdo pela cauda, o que indica que os adrenoceptores oy tém
participacdo nos mecanismos pelos quais a imipramina promove seu efeito anti-
imobilidade nesse teste. E importante ressaltar que esse achado nio parece ser
consequéncia da sobreposicdo de efeitos, ou seja, efeito pré-imobilidade do
prazosin (o qual serd discutido adiante) associado ao efeito anti-imobilidade da
imipramina, pois o efeito inibitorio do prazosin também foi observado a dose de
0,5 mg/kg, a qual ndo foi capaz de modificar o tempo de imobilidade dos
camundongos quando administrada isoladamente.

O prazosin 1 mg/kg aumentou o tempo de imobilidade, resultado semelhante
aos descritos em estudos anteriores (Hascoet, Bourin e Bradwejn, 1991; Stone e
Quartermain, 1999; Hirano et al., 2007). Esse efeito pro-imobilidade no teste de
suspensdo pela cauda ndo parece ser exclusivo ao prazosin, pois tem sido
observado em outros modelos comportamentais e com outros antagonistas de
adrenoceptores ay; por exemplo, o prazosin diminuiu a motilidade no teste do
campo aberto em camundongos (Hascoet, Bourin e Bradwejn, 1991), enquanto

que o terazosin, antagonista de a;, também inibiu a atividade geral de



camundongos expostos a uma nova gaiola, situacdo que estimula o

comportamento exploratério dos animais (Stone et al., 1999).

Em estudos anteriores, foi sugerido que o aumento do tempo de imobilidade
no teste de suspensao pela cauda ou diminuicdo da motilidade no teste do campo
aberto em camundongos tratados com prazosin poderia ser devido a um possivel
efeito sedativo (Hascoet, Bourin e Bradwejn, 1991). Diante disso, para descartar
a possibilidade de sedacdo dos animais no teste de suspensdo pela cauda, foi
investigada a capacidade do prazosin alterar o desempenho motor de
camundongos no teste da barra giratoria. Os resultados obtidos no presente estudo
demonstraram que o prazosin ndo prejudicou o desempenho dos camundongos no
teste da barra giratoria, confirmando achados anteriores, 0s quais mostraram que
0 tratamento com prazosin ndo causou prejuizo na coordenacdo motora de
camundongos no teste do arame horizontal, outro modelo animal para avaliagéo

de desempenho motor (Stone e Quartermain, 1999).

Na presente tese, 0 RS-100329, um antagonista seletivo de adrenoceptores
aa (Williams et al.,, 1999) e o BMY-7378, um antagonista seletivo de
adrenoceptores aip (Goetz et al., 1995) foram incapazes de modificar o tempo de
imobilidade dos camundongos tratados com imipramina no teste de suspenséo
pela cauda, sugerindo que os niveis sinapticos aumentados de noradrenalina nao
ativam adrenoceptores aya € ayp para a producdo do efeito anti-imobilidade. Por
outro lado, 0 antagonista seletivo de adrenoceptores a;g L-765314, (Patane et al.,

1998) reduziu o efeito anti-imobilidade da imipramina, indicando que esse efeito



depende da ativacdo de adrenoceptores a1g pelos niveis sinapticos aumentados de
noradrenalina. Mais ainda, esses resultados indicam que o efeito inibitério
apresentado pelo prazosin na reducdo da imobilidade de camundongos tratados
com imipramina é devido ao antagonismo de adrenoceptores aig, € Ndo ao

antagonismo de adrenoceptores a;a ou oip.

Outro achado interessante da presente tese foi que os camundongos tratados
apenas com as menores doses do antagonista seletivo de adrenoceptores a1a, RS-
100329 (0,1 a 0,5 mg/kg), ou antagonista seletivo de adrenoceptores o1p, BMY-
7378 (0,25 mg/kg), apresentaram reducdo no tempo de imobilidade quando
comparados aqueles tratados com veiculo. Por outro lado, o antagonista seletivo
de adrenoceptores osg, L-765314, a dose de 2 mg/kg aumentou o tempo de
imobilidade dos camundongos no teste de suspenséo pela cauda. Esses resultados
levam a formulacdo de pelo menos duas importantes hipdteses sobre os
mecanismos de acdo da imipramina e de outros antidepressivos triciclicos que
compartilham as caracteristicas farmacoldgicas dela: 1) o antagonismo de
adrenoceptores a1 € asp pela imipramina (Nojimoto et al., 2010) pode ser parte
intrinseca de seu mecanismo de acdo, e 2) a ativacdo de cada um dos subtipos de
adrenoceptores a; modula de forma distinta o0 comportamento de imobilidade dos
camundongos no teste de suspensao pela cauda. A primeira hipétese foi testada
indiretamente atraves da investigacdo dos efeitos da desipramina, um
antidepressivo triciclico com alta afinidade pelo transportador de noradrenalina

(Tatsumi et al., 1997), mas com afinidade muito menor pelos adrenoceptores o4



(Richelson e Nelson, 1984). De fato, quando uma dose sub-efetiva de desipramina
no teste de suspensdo pela cauda foi associada ao antagonista seletivo de
adrenoceptores a1a RS-100329 (1 mg/kg), os camundongos apresentaram tempo
de imobilidade reduzido. Por outro lado, isso ndo ocorreu quando o BMY-7378
foi associado a dose sub-efetiva de desipramina. Isso pode indicar que o
antagonismo de adrenoceptores aip Seja menos relevante para o efeito anti-
imobilidade da imipramina, comparado ao antagonismo de aia. Quanto a
modulacdo diferencial do tempo de imobilidade no teste de suspencéo pela cauda
pelos subtipos de adrenoceptores a4, é interessante notar que o comportamento de
imobilidade normal dos camundongos em modelos animais reflete uma falha do
comportamento ativo de persisténcia em fugir (Cryan, Markou e Lucki, 2002;
Cryan, Mombereau e Vassout, 2005). Tal comportamento de imobilidade tem sido
relacionado ao estado de depressdo em humanos, pois farmacos que diminuem os
sintomas da depressdo em pacientes também diminuem o tempo de imobilidade
nesses modelos animais (Cryan, Markou e Lucki, 2002; Cryan, Mombereau e
Vassout, 2005). No presente trabalho foi observado que tanto o antagonismo de
adrenoceptores a;a como de oyp apresentaram efeito anti-imobilidade, e que o
antagonismo de a;g promoveu efeito proé-imobilidade, indicando que o estado
normal do comportamento de imobilidade € regulado pelo balanco da ativacao de
cada um dos trés subtipos de adrenoceptores ;. Esses resultados corroboram
achados de Stone et al. (2001) que mostram uma forte correlacdo entre a poténcia

de antagonistas de adrenoceptores ay em inibir a atividade comportamental geral



e suas afinidades por adrenoceptores ois, Mmas ndo por adrenoceptores oia OU
adrenoceptores aip; ainda, Stone et al. (2002) mostraram que a capacidade do
modafinil aumentar a atividade geral de camundongos expostos a uma nova gaiola

n&o é observada em camundongos knockout para adrenoceptores .

Embora o BMY-7378 seja um analogo da buspirona com alta afinidade e
baixa eficacia em receptores serotoninérgicos 5-HTya (Yocca et al., 1987), e a
ativacdo de 5-HT 4 tenha efeito anti-imobilidade no teste de suspenséo pela cauda
(Miyata, Hirano e Kamei, 2004), a eficacia relativa do BMY-7378 sobre a inibicao
do acimulo de 5-hidroxitriptofano no cértex e hipocampo de ratos é menor que
aquela da buspirona nos mesmos tecidos (Meller, Goldstein e Bohmaker, 1990).
Além disso, a buspirona nédo reduziu o tempo de imobilidade de gerbos no teste
de suspensao pela cauda (Varty, Cohen-Williams e Hunter, 2003), e aumentou o
tempo de imobilidade no teste de suspenséo pela cauda em camundongos (Cryan,
Mombereau e Vassout, 2005). Isso indica que o efeito anti-imobilidade do BMY -
7378 observado neste estudo é devido a sua alta afinidade por adrenoceptores oip
(Goetz et al., 1995; Kenny et al., 1997), e ndo por acOes agonistas em receptores

S5-HT1a.

Um estudo recente com camundongos transgénicos que expressam
adrenoceptores aia € oz constitutivamente ativos chegou a conclusdes diferentes
sobre o papel desses dois subtipos de adrenoceptores no teste do nado forgado de
Porsolt e no teste de suspensdo pela cauda (Doze et al., 2009): o tempo de

imobilidade dos camundongos que expressam adrenoceptores  aia



constitutivamente ativos foi reduzido, enquanto que o tempo de imobilidade dos
camundongos que expressam adrenoceptores oy constitutivamente ativos foi
maior em relagdo aos camundongos nédo-transgénicos. Entretanto, a intensa e
continua atividade desses adrenoceptores podem desencadear mecanismos
compensatorios, 0s quais nao podem ser previstos nem controlados, como a
internalizacdo que ocorre com Varios receptores acoplados a proteina G
constitutivamente ativos: receptores glutamatérgicos metabotropicos do tipo 1
(Sallese et al., 2000), adrenoceptores aya, 01p (Stanasila et al., 2008; Akinaga et
al., 2013) e aip (Mccune et al., 2000). E possivel que, ao longo do
desenvolvimento desses camundongos transgénicos expressando adrenoceptores
aia OU oy constitutivamente ativos, a densidade de receptores seja menor
comparados aos ndo-transgénicos e por isso 0s resultados parecem opostos aos

achados em nossos estudos.

Adicionalmente, a fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptura neuronal de
serotonina, foi utilizada como um controle negativo ndo associado a inibicdo do
transportador de noradrenalina, pois o0 esperado do antagonismo de
adrenoceptores o, pelo prazosin era o de ndo alterar o efeito anti-imobilidade da
fluoxetina no teste da suspensao pela cauda. Entretanto, o prazosin (0,5 mg/kg)
reverteu o efeito anti-imobilidade da fluoxetina (32 mg/kg) em camundongos no
teste de suspenséo pela cauda. De fato, Perry e Fuller (1997) em de estudos de
microdialise in vivo mostraram que a fluoxetina aumenta a liberacdo de

noradrenalina no hipotalamo. Além disso, em outros estudos envolvendo essa



mesma técnica, porém em outras regides do sistema nervoso central e empregando
agonistas totais ou parciais de receptores serotoninérgicos 5-HT;a também
sugeriram que a ativacdo desses receptores pode aumentar a liberacdo de
noradrenalina, tal efeito que foi revertido por antagonistas de 5-HTa (para
revisdo, ver (Fink e Gothert, 2007)). Portanto, uma vez que a fluoxetina pode
aumentar indiretamente a liberacdo de noradrenalina, é provavel que seu efeito
anti-imobilidade no teste de suspensédo pela cauda seja devido, pelo mesmo em
parte, a esse aumento indireto dos niveis sindpticos de noradrenalina, e quando a
fluoxetina foi administrada simultaneamente com o prazosin, teve seu efeito anti-

imobilidade revertido.

InUmeros trabalhos também tém mostrado que o antagonista de
adrenoceptores o4, prazosin, reverte o efeito anti-imobilidade de extratos de
plantas e outros compostos no teste de suspenséo pela cauda (Rodrigues et al.,
2002; Brocardo et al., 2008; Binfare et al., 2009; Machado et al., 2009; Capra et
al., 2010; Freitas et al., 2010), bem como o efeito anti-imobilidade da desipramina
e da reboxetina no teste do nado forcado de Porsolt (Rogoz, 2009). Esses achados
levam a uma perspectiva interessante em relacdo a participacéo de adrenoceptores
ay No efeito anti-imobilidade de diferentes classes de antidepressivos em modelos

preditivos para avaliacdo da atividade antidepressiva de farmacos.

Em conjunto, os resultados desta tese indicam que os subtipos de
adrenoceptores ay apresentam fungdes opostas no comportamento de imobilidade

de camundongos no teste de suspensdo pela cauda: o antagonismo de



adrenoceptores aa € oip NA0 interfere no efeito anti-imobilidade da imipramina,
mas reduz o tempo de imobilidade; e o antagonismo de adrenoceptores ag reduz

0 efeito anti-imobilidade da imipramina.



6. CONCLUSAO

O antagonismo seletivo de adrenoceptores a4 € azp NA0 modificou o efeito
anti-imobilidade da imipramina, sugerindo que esse efeito ndo dependa da
ativacdo desses receptores. Por outro lado, o efeito da imipramina € dependente
da ativagdo de adrenoceptores ayg, UMa vVez que 0 antagonismo de oig reverteu
seu efeito anti-imobilidade. Além disso, parte do mecanismo de acdo da
imipramina pode ser devido a sua habilidade em antagonizar adrenoceptores aa

e de asp.

Esses resultados podem ser um ponto de partida para o desenvolvimento de
novos farmacos antidepressivos que, além de inibirem a recaptura de
noradrenalina, ndo antagonizem adrenoceptores ayg, permitindo a noradrenalina
seu livre acesso a esse receptor. Ainda, o desenvolvimento de antagonistas
seletivos de adrenoceptores a;a ¢ de aip, bem como agonistas seletivos de aip
como farmacos coadjuvantes poderiam beneficiar o tratamento da depresséo.
Mais estudos envolvendo os subtipos de adrenoceptores a; em modelos animais
que avaliam a atividade antidepressiva de farmacos também devem ser realizados,
para aumentar o conhecimento sobre as vias do sistema nervoso central

envolvidas na depressao e que sdo moduladas pelos trés subtipos.
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